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RESUMO

MENEZES, Veronica Cristina Lopes — Avaliacdo do reservatorio de sodio na pele e do
equilibrio hidromineral em funcdo da idade e do dimorfismo sexual em ratos Wistar
normotensos e Espontaneamente Hipertensos (SHR). Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas, Fisiologia), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Palavras-chave: horménios, sodio epitelial, hipertensdo, dimorfismo, comportamento.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001. A linhagem de animais espontaneamente
hipertensos (SHR) é considerada como modelo de hipertenséo essencial, sendo o modelo que mais se
aproxima da hipertensdo do ser humano. A reserva de sédio corporal pode ser armazenada, na pele, na
cartilagem e em musculos, sendo também responsavel pelo balanco de sddio e agua corporais. O estoque de
sodio armazenado na pele seria um possivel mecanismo extrarrenal de regulacdo da excrecdo de eletrolitos e
homeostase de volume. O objetivo central deste trabalho foi avaliar o status fisioldgico das reservas ativa e
inativa de sodio acumulado na pele em animais SHR e Wistar. Os objetivos secundarios foram: identificar
as mudangas no padrdo ingestivo dos animais fazendo uma relagdo com a pressdo arterial, reserva de sodio
e hormonios; comparar machos e fémeas e comparar as idades em condicdes fisiolégicas. Foram analisados
10 grupos experimentais: na idade de 4 semanas (1) machos Wistar; (2) machos SHR, (3) fémeas Wistar;
(4) fémeas SHR; na idade de 12 semanas (5) machos SHR; (6) machos Wistar; (7) fémeas SHR
(proestro/estro); (8) fémeas SHR (metaestro/diestro); (9) fémeas Wistar (proestro/estro) e (10) fémeas
Wistar (metaestro/diestro), obtidos do Biotério Central do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ
e foram mantidos em condicBes-padrdo de luz, temperatura e alimento. Esse estudo foi submetido ao
Comité de Etica para o uso de animais da UFRRJ sob o n° 23083.026847/2017-01. Realizamos 4
protocolos: avaliacBes comportamentais em gaiolas metabdlicas, radioimunoensaio, avaliacdo indireta da
pressao arterial (tail cuff) e analises do contetido de sédio e dgua da pele. Nossos resultados mostraram que
na idade de 4 semanas machos e fémeas SHR ingerem mais s6dio e menos agua e esse mesmo perfil
comportamental também foi observado nos SHR adultos. Animais da linhagem SHR apresentaram menores
indices ponderais em relacdo aos Wistar. Com o avanco da idade, ocorreu diminuicdo da concentracdo
plasmatica de AVP nos machos SHR, enquanto que as fémeas SHR ndo apresentaram alteracdo em
comparacdo a linhagem Wistar. A concentracdo plasmatica de ANG Il ndo foi modificada nos Machos SHR
adultos em comparacdo aos filhotes, enquanto que nas fémeas SHR adultas em proestro/estro e em
metaestro/diestro apresentaram aumento em relacdo as fémeas SHR de 4 semanas de idade. Machos SHR
apresentaram aumento da pressdo sistélica com 4 semanas de idade, enquanto que as fémeas SHR em
proestr/estro e em metaestro/diestro a partir da sexta semana de idade. A reserva ativa ou inativa
acumulada ndo se altera em fungdo da linhagem em machos adultos ou filhotes. Quando comparamos
machos e fémeas adultos, houve aumento na reserva osmoticamente inativa. Concluimos que a ingestao de
sodio e 4gua € influenciada pela linhagem e pelo dimorfismo sexual e maioria das variaces hormonais
ocorreram devido as diferengas de linhagem, na qual houve um estimulo predominante para retencdo de
sodio e agua e inibicdo da sede nos SHR jovens e adultos. Animais SHR sdo hipertensos desde 4 semanas
de idade e a hipertensdo ndo altera a reserva osmoticamente ativa ou inativa em condig¢des fisiologicas, no
entanto, as diferencas de idade e o dimorfismo sexual foram os principais fatores influenciadores da reserva
de sddio acumulada.



ABSTRACT

MENEZES, Veronica Cristina Lopes — Evaluation of the skin sodium reservoir and
hydromineral balance as a function of age and sexual dimorphism in Wistar normotensive
and Spontaneously Hypertensive rats (SHR). Thesis (Doctoral in Physiological Sciences,
Physiology), Institute of Health and Biological Sciences, Department of Physiologycal Sciences,
Federal Rural Universty of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Key-words: hormones, epitelial sodium, hypertension, dimorphism, behaviour.

This study was financed in part by the Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-
Brasil (CAPES)-Finance code 001. Spontaneously hypertensive rats (SHR) are considered as a model of
essential hypertension, being the model that most closely resembles human hypertension. The body’s
sodium reserve can be stored in the skin, cartilage and muscles, and is also responsible for the body’s
sodium and water balance. The skin sodium storage would be a possible extra-renal mechanism for
regulating electrolyte excretion and volume homeostasis. The main objective of this work was to evaluate
the physiological status of the active and inactive reserves of sodium accumulated in the skin in SHR and
Wistar animals. The secondary objectives were: to identify changes in the animals’intake pattern by making
a relationship with blood pressure, sodium reserve and hormones; compare males and females and compare
ages under physiological conditions. Tem experimental groups of rats were analysed: at 4 weeks-age (1)
Wistar males; (2) SHR males; (3) Wistar females; (4) SHR females; at 12 weeks-age (5) SHR males; (6)
Wistar males; (7) SHR females (proestrus/estrus); (8) SHR females (metestrus/diestrus); (9) Wistar females
(proestrus/estrus); (10) Wistar females (metestrus/diestrus), obtained from the Central Vivarium of the
Department of Physiological Sciences at UFRRJ and were kept under standard conditions of light,
temperature and food. This study was submitted to the Ethical Commitee for the Use of Laboratory Animals
in the UFRRJ (23083.026847/2017-01). We performed 4 protocols: behavioral assessments in metabolic
cages, radioimmunoassay, indirect assessment of blood pressure (tail cuff) and analysis of the sodium and
water content of the skin. Our results showed that at the age of 4 weeks males and females SHR ingest more
sodium and less water and this same behavioral profile was also observed in adult SHR. SHR strain showed
lower weight indexes compared to Wistar. With advancing age, there was a decrease in the plasma
concentration of AVP in SHR males, while SHR females showed no change compared to the Wistar strain.
The plasma concentration of ANG Il was not modified in adult SHR males, while SHR females showed no
change compared to the Wistar strain. The ANG Il plasma concentration was not modified in adult SHR
males compared to puppies, whereas in adult SHR females in the proestrus/estrus and in the
metestrus/diestrus showed an increase in relation to SHR females of 4 weeks-age. SHR males showed na
increase in systolic pressure at 4 weeks of age, while SHR females in proestrus/estrus and metestrus/diestrus
from the sixth week of age. The accumulated active or inactive skin sodium reserve does not change
depending on the strain in adult males or young rats. When comparing adult males and females, there was
an increase in the osmotically inactive skin sodium reserve. We conclude that sodium and water intake are
influenced by lineage and sexual dimorphism and most hormonal variations occurred due to lineage
differences, in which there was a predominant stimulus for sodium and water retention and thirst inhibition
in young and adult SHR. SHR animals are hypertensive since 4 weeks-age and hypertension does not
change the osmotically active or inactive reserve under physiological conditions, however, age diferences
and sexual dimorphism were the main factors influencing the accumulated skin sodium reserve.
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representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 42- ConcentracGes hormonais de angiotensina 2 (A) e peptideo natriurético atrial (B) em
fémeas de 4 semanas e 12 semanas de idade normovolémicas e normohidratadas. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 43- Concentracdes hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) em fémeas adultas da
linhagem SHR em relagdo as Fémeas Wistar adultas normovolémicas e normohidratadas. Dados
representados por media(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 44- Concentracdes hormonais de angiotensina 2 (A) peptideo natriurético atrial (B) em
fémeas adultas da linhagem SHR em relacdo as Fémeas Wistar adultas. Dados representados por
média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo
considerado *P<0,05.

Experimento 3 — Avaliacdes da pressao sistolica, presséo diastolica e pressao arterial média
em animais machos e fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de
idade.

Fig. 45— Avaliacdo da frequencia cardiaca em machos e em fémeas SHR e Wistar da semana de
avaliacGes com 4 semanas de idade normonatremicos e normohidratados, considerando apenas 0s
animais adaptados ao teste. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 46— Avaliacdo diaria da pressao arterial sistélica em machos SHR e Wistar de 4 semanas de
idade normonatremicos e normohidratados.(A) Insert grafico em tamanho aumentado: avaliagcdo
das diferencas entre machos e fémeas e (B) avaliagdo da pressdo sistolica entre as linhagens.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-
teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 47— Avaliacdo semanal da pressdo arterial sistolica em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas
de idade normonatremicos e normohidratados. (A) Insert grafico em tamanho aumentado:
avaliagdo das diferencas entre machos e fémeas e (B) avaliacdo da pressdo arterial sistolica entre
as linhagens. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pds-teste de Bonferroni, sendo considerado, *P<0,05.
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Fig. 48— Avaliacdo da frequencia cardiaca em machos e em fémeas SHR e Wistar da semana de
avaliagdes com 12 semanas de idade normonatremicos e normohidratados, considerando apenas
0s animais adaptados ao teste. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por p6s-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 49— Avaliacdo semanal da pressdo arterial sistélica em animais SHR e Wistar machos (A) e
fémeas (B) da 42 semana até a 122 semana de idade normonatremicos e normohidratados. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Experimento 4 — Avaliacdo do estoque tecidual de sédio na pele em animais machos e
fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade.

Fig. 50- Avaliacdo da concentracdo de sodio total na pele comparando machos e fémeas de 4
semanas de idade, da mesma linhagem sob condig6es basais. Dados representados por média(DP)
e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pés-teste de Bonferroni.

Fig. 51- Avaliacdo da concentracdo de sodio total na pele comparando machos e fémeas adultos
da mesma linhagem sob condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 52- Avaliacdo da razdo sodio/agua na pele dos filhotes sob condi¢Bes basais. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 53- Avaliacdo da razdo sodio/agua na pele dos animais adultos sob condi¢cdes basais. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 54- Avaliacdo do sddio osmoticamente inativo total dos filhotes sob condi¢des basais. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 55- Avaliacdo do sddio osmoticamente inativo total na pele dos animais adultos sob
condicBes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pds-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 56- Avaliacdo do sddio osmoticamente ativo e inativo acumulados na pele, comparando as
cargas de s6dio acumulado e as linhagens dos animais de 4 semanas (A,B) e de 12 semanas de
idade (C) sob condices basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

15



Fig. 57- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na pele,
comparando as idades dos machos de 4 semanas e 12 semanas de idade sob condigdes basais.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pés-
teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 58- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) inativo (B) acumulados na pele
comparando machos e fémeas de 4 semanas de idade sob condi¢6es basais. Dados representados
por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por po6s-teste de Bonferroni,
sendo considerado *P<0,05.

Fig. 59- Avaliacdo do so6dio osmoticamente acumulado, comparando as fémeas de 4 semanas e
12 semanas de idade (A,B = proestro/estro) e (C,D = metaestro/diestro) sob condigdes basalis.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pés-
teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Fig. 60- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na pele de fémeas
de 12 semanas na fase de proestro/estro em relacdo aos machos de mesma linhagem sob
condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pds-teste de Bonferroni.

Fig. 61- Avaliacdo do s6dio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na pele de fémeas
de 12 semanas na fase de metaestro/diestro em relacdo aos machos de mesma linhagem sob
condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pds-teste de Bonferroni.

Fig. 62- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na pele,
comparando as linhagens e fase do ciclo estral. Dados representados por média(DP) e analisados
por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni.

Missdo de investigacao

Fig 63- Figura 5 extraida de Geerling et al. (2006).
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1.0 Introducéo
Regulacéo do equilibrio hidroeletrolitico

A ingestdo de &gua e de cloreto de sddio sdo comportamentos motivados
importantes para a homeostase dos fluidos corporais. A ingestdo de agua ocorre em
situacdes em que ha desidratacdo celular, perda de volume sanguineo e hiperosmolalidade
plasméatica. Evidéncias da literatura demonstraram que em condi¢cbes de
hiperosmolalidade, ndo estdo ativados apenas 0s mecanismos de sede e de reducdo da
excrecdo urinaria de agua mediada pela vasopressina, mas também mecanismos que
inibem o consumo adicional de soluto e que induzem a excrecdo de sddio mediada pela
ocitocina e pelo peptideo natriurético atrial (ANTUNES-RODRIGUES et al. 1997;
JONHSON & THUNHORST, 1997).

Os estudos de Verney (1947) apresentaram o conceito de variacfes da
osmolalidade plasmética que alteram a taxa de excrecdo renal de &gua e propuseram a
existéncia de um mecanismo osmorreceptor relacionado a liberacdo de vasopressina em
resposta ao aumento de osmolalidade dos liquidos corporais. Posteriormente, Anderson &
McCann (1955), postularam a existéncia de um osmorreceptor que seria um sensor para
sodio localizado em regides cerebrais desprovidas de barreira hematoencefalica, que
poderiam estar envolvidas na regulacdo do apetite ao sodio e sua excre¢do em resposta a
variacOes da concentracdo desse soluto no liquido cefalorraquidiano (LCR). O estudo de
Noda (2007) verificou que canais para sodio sensiveis as concentracdes de sédio sdo
localizados em 0Orgdos circunventriculares e que esses canais atuam como sensores dos
niveis de sodio dos fluidos corporais. Os osmorreceptores sdo neurdnios especializados
capazes de traduzir variacdes da pressdo osmotica no liquido extracelular (LEC) em sinais
elétricos que ativam areas do sistema nervoso central envolvidas no controle da ingestao e
excrecdo de sal e agua.

Essas células sensiveis as variacdes de osmolalidade ou concentracdo de s6dio do
LEC estdo localizadas nos 6rgaos circunventriculares (CVOs) localizados principalmente
na parede do terceiro ventriculo. Além de sua localizacdo no SNC, receptores para sodio
também estdo localizados perifericamente nas terminac6es nervosas aferentes e adjacentes
aos vasos hepaticos, renais e intestinais. Por exemplo, os receptores para sodio localizados

em vasos hepéticos sdo estimulados pelo aumento na concentragdo de sodio na veia porta
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e que por aferéncias vagais ativam neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS) que € um
importante centro de integracédo e estes, entdo, estimulam estruturas neurais do bulbo, que
induzem o aumento da natriurese e inibicdo da absorcdo intestinal de sédio.

O controle da homeostase hidroeletrolitica conta ainda com um importante
sistema de controle homeostatico do volume e da tonicidade dos fluidos corporais. O
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), juntamente com peptideo natriurético
atrial, sistema ocitocinérgico e inervacdao simpatica renal sdo mecanismos integrados da
reabsorcao renal de sodio.

A renina é uma enzima secretada pelas células justaglomerulares presentes na
arteriola aferente e participa dessa reacdo em resposta a hiponatremia, alteracdo no
volume de fluidos extracelular e hipotensdo. Os niveis circulantes da renina sdo o fator
limitante para esse sistema. A renina, portanto, age como o proprio regulador do sistema
renina — angiotensina — aldosterona (IKEDA, 1982). Além disso, a renina converte o
angiotensinogénio em angiotensina I (ANG 1). A enzima conversora de angiotensina
(ECA) ¢ a responsavel pela conversdo da angiotensina | em angiotensina Il (ANG II).

A angiotensina Il (Ang IlI) é um potente vasoconstritor que através de seus
receptores AT1 e ATZ2, atuam nos vasos sangilineos, rins e coracdo além de promover a
reabsorcdo renal de sodio. O receptor AT1 é responsavel pela acdo vasoconstritora
(GAVRAS & GAVRAS, 1996) e também é o receptor predominante que media a
secrecdo de aldosterona (TANABE, 1998). A angiotensina Il, por sua vez podera atuar na
regido cortical da glandula adrenal, estimulando a sintese e liberacdo de
mineralocorticoides, principalmente a aldosterona, um horménio que auxilia na retencéo
corporea de ions sédio.

Algumas regibes cerebrais contém neurdnios imunorreativos a angiotensina Il
como os orgdos circunventriculares (FITZSIMONS, 1998). Dentre esses a area postrema
(AP), o 6rgdo subfornicial (SFO) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT) seriam
0s principais sitios de acdo para a ANG Il no cérebro. A éarea postrema esta envolvida na
acdo pressora da angiotensina, enquanto o nucleo subfornicial esta relacionado ao
comportamento de ingestdo, efeito pressor e secrecdo de AVP (MANGIAPANE &
SIMPSON, 1980). O OVLT e estruturas adjacentes sdo importantes locais para a agao
central da angiotensina (SIMPSON & ROUTTENBERG, 1978). O acesso da ANG Il a
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regido anterior do terceiro ventriculo parece ser essencial para a ingestdo de &gua (DE
LUCA et al. 1992). Existe uma relagédo entre o controle da pressdo e a dipsogénese, como
se pode ver pela inibicdo da ingestdo estimulada pela ANG II, hiperosmolalidade ou
hipovolemia sob condigdes de aumentos da pressédo arterial (EVERED et al. 1988;
STOCKER et al. 2001).

O papel da ANG Il na inducdo da sede e do apetite ao sodio foi muito bem
descrito por FITZSIMONS (1998). Na presenca de estimulo hipovolémico ocorre um
aumento da ANG Il circulante devido a queda da pressao arterial e consequente secrecéo
de renina. Concomitantemente, alteracdes no volume sanguineo influenciam a chegada de
informacgdes ao cérebro pelo NTS e provocam a liberagdo de ANG |1 cerebral, resultando
em estimulacdo de sede. As informacOes aferentes oriundas dos barorreceptores
cardiopulmonares que chegam ao NTS, participam também do controle da liberacdo de
AVP, e ainda, do aumento da ingestdo de agua e sodio em resposta a queda do volume
sanguineo ou queda da pressao arterial.

Em situacdes de hiponatremia hd um aumento na atividade do SRAA, aumento na
secrecdo de ANP e na pressdo arterial. As acdes da ANG |1 sobre a ingestao e excrecao de
agua e sal sdo antagonizadas por ANP e OT. No cérebro o ANP inibe a ingestdo de agua
induzida por ANG Il e desidratacdo (ANTUNES-RODRIGUES et al. 1985). Por sua vez,
agonistas alfa-adrenérgicos blogueiam a ingestdo de agua induzida por ANG Il por
estimularem a liberacdo neuronal de ANP no cérebro (BASTOS et al. 2001).

A aldosterona € sintetizada principalmente na zona glomerulosa da glandula
adrenal. Foi relatada a sintese extra-adrenal da aldosterona tanto nas células endoteliais
como no cérebro. Seus receptores estdo presentes também nos midcitos cardiacos e
células endoteliais (YOUNG et al. 1994). Também foi relatada a presenca de um SRAA
cardiaco com formacdo local de angiotensina (DE LANNQOY et al., 1998) e a sintese
cardiaca da prépria aldosterona (TAKEDA et al., 2000). A aldosterona é um horménio
esteroidal, portanto derivado do colesterol. Sua biossintese na glandula adrenal se da
principalmente pela acdo de quatro enzimas: colesterol desmolase, 21-hidroxilase,
aldosterona sintetase e 3p-hidroxiesteroide desidrogenase.

Os efeitos da aldosterona sdo gerados via receptores mineralocorticoides. Os

receptores mineralocorticdides sdo encontrados no citoplasma e nucleo e os canais para
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sodio sdo expressos ha membrana apical das células epiteliais do tdbulo contorcido distal
assim como nas células envolvidas com a conservacdo de sal como as da lingua e
glandulas salivares. O mecanismo de acdo da aldosterona na reabsorcao de sodio se da por
sua ligacdo nos receptores mineralocorticoides que estdo no citoplasma em complexo com
outras proteinas. Apos a ligacdo, o complexo aldosterona-receptores mineralocorticoides
se transloca até o nucleo ligando-se a elementos hormdnio-responsivos de genes alvo e
modulam a taxa de transcricdo. Canais de calcio e proteinas relacionadas sdo os alvos
desta regulacdo (ARAI & CHROUSQOS, 1994).

O ADH (horménio antidiurético) ou vasopressina também é importante nesse
mecanismo de regulacdo. Em condicdo de hipovolemia ou desidratacdo e
hiperosmolalidade plasmética os sistemas de controle homeostaticos reconhecem esse
erro e sinalizam para a neurohipofise promover a liberacdo da vasopressina, que estimula
a reabsorcdo renal de sodio nos tubulos renais e reabsorcdo de agua pela insercdo de
canais para aquaporina tipo 2 na membrana apical dos tubulos coletores renais. Essa acao
resulta no aumento da sintese de cAMP (adenosina-monofosfato ciclico) e fosforilacdo da
regido c-terminal de aquaporina 2 (canais para dgua) nas células tubulares no néfron distal
(YAMAMOTO et al. 1995).

A presenca de aquaporina 2 na membrana apical causa um aumento na
permeabilidade a 4gua seguida de movimento de agua livre a partir do duto coletor para
dentro da célula tubular e, por conseguinte, para a membrana basolateral facilitada pela
expressao constitutiva de aquaporina 3 e 4 (KLUSSMANN et al. 2000).

A vasopressina possui ainda um efeito vasoconstritor levando ao aumento da
pressdo arterial através do receptor V1 (LIARD, 1986). O Vla é expresso no figado,
células endoteliais e varios outros tecidos periféricos (OSTROWSKI et al., 1992). Essas
influéncias hemodinanicas sdo mediadas por aferentes neurogénicos que iniciam com
receptores sensiveis a diferencas de pressdo em conjunto com o atrio cardiaco e artéria
aorta chegando ao tronco cerebral via nervo vago e glossofaringeo. Pequenas diminuicdes
no volume dos fluidos tem pouco efeito na secre¢do da AVP, mas qualquer reducédo
superior a 10% do fluido extracelular causa uma marcante secre¢do da AVP que ndo s
conserva a agua, mas também pode ter um papel importante na manutencdo da pressao
sanglinea (RAMSAY, 1983).
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A ocitocina aumenta a excrecao renal de eletrolitos em vérias espécies, sendo seus
efeitos natrurético e caliurético independentes de vasopressina. A OT e a AVP sédo
secretadadas simultaneamente em resposta a hiperosmolalidade e a hipovolemia
(BALMENT et al. 1980; STRICKER & VERBALIS, 1986; HAANWINCKEL et al.
1995). Alguns estudos sugeriram um efeito sinérgico da AVP e OT no duto coletor da
medula interna, ondem ambos os peptideos induziram aumento de CAMP e da natriurese
(BALMENT et al. 1980; FORSLING et al. 1982).

A ocitocina liga-se ao receptor V2 da AVP por causa de sua semelhanga com a
AVP. A excre¢do urinaria de sodio induzida pela OT é completamente bloqueada pelo
pré-tratamento com um antagonista de OT, mas ndo é afetada por um antagonista de
receptores V1 de AVP. No entanto, esse efeito foi parcialmente bloqueado pela
combinacgédo de tratamentos com antagonistas de receptores V1 e V2 (VERBALLIS, et al.
1991). Além de seus efeitos periféricos, esses peptideos podem também produzir outros
efeitos complementares para sua acdo fisiologica. De fato a AVP, injetada no SNC
aumenta a ingestdo de agua (SZCZEPANSKA-SADOWSKA, et al. 1982). Em contraste,
a administracdo central de OT diminui a ingestdo de sal (STRICKER & VERBALIS,
1996). O estiramento dos cardiomidcitos e aumento na secrecdo da ocitocina, que possui
efeito natriurético, reforca os estimulos para a excrecdo renal de sédio (FITZSIMONS,
1998).

Outro mecanismo de regulacdo ocorre pela atividade dos canais ENaC, que sao
canais para sodio epiteliais encontrados nos tubulos renais em sua porcdo cortical e séo
também responsaveis pela reabsorcdo de sddio. Frindt & Palmer (2012) evidenciaram que
a aldosterona é capaz de aumentar 0s niveis protéicos da subunidade aENaC, presentes
nos canais epiteliais para sodio renais, modulando positivamente esses canais. Assim, um
outro possivel mecanismo seria a modulacdo do canal pela aldosterona, que aumenta a
permeabilidade da barreira apical dos epitélios, aumentando assim a absorcdo de ions Na*
no intestino grosso e a sua reabsor¢do no ducto coletor, o que leva a posterior reducdo na
excre¢do urinaria.

Dos-Santos et al. (2017) avaliou o papel central da angiotensina (1-7) na sede sob
condi¢des basais ou sob estimulo osmético em modelos de privagdo hidrica e de

sobrecarga salina em ratos machos. Os resultados mostraram que sob condicdes basais a
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angiotensina 1-7 ndo induz sede, mas aumenta a ingestdo de agua sob estimulo osmético.
Os resultados mostraram uma nova fungdo para esse peptideo, que se liga ao receptor
MAS e antagoniza os efeitos classicos do sistema renina-angiotensina. A privacao hidrica
aumentou a expressdo do receptor MAS no SON (nGcleo supra 6ptico) e PVN (nlcleo
paraventricular), sem alteracdes na expressdo de ARNm de ECA 2, o que se relaciona
com o aumento da sede observado apés privacao hidrica.

Paes-Leme et al. (2018) avaliou em ratos machos da linhagem Sprague- Dawley
0s neurdnios sensiveis & glicose e 8 ANG Il no ndcleo subfornicial (SFO). A angiotensina
I1 (ANG II) é um peptideo que regula a ingestdo alimentar e 0 ganho de peso corporal. O
experimento avaliou se alteragdes agudas na concentracdo de glicose poderiam modificar
a resposta a ANG Il na concentracdo de 10 mmol/L de glicose. Os dados permitiram
concluir que um mesmo neurdnio do SFO pode perceber variagcbes na concentragdo de
glicose e de ANG Il e que alteragOes agudas na concentracdo de glicose podem alterar a
resposta a ANG I1.

Porcari et al. (2019) examinaram se a deplecdo de sodio corporal altera a
expressdo de subtipos de receptores ATl1a no nucleo dorsal da rafe (NDR). Nesse estudo
foram realizadas microscopia confocal e imunofluorescéncia para serotonina (5-HT). Os
autores verificaram que neurbnios serotoninérgicos expressam receptores AT1 no NDR.
A imunofluorescéncia demonstrou que apos a deplecdo de sodio existe uma significativa
reducdo no contetido de serotonina, mas ndo houve alteracdo na expressao de receptores
AT1 ou na co-localizacdo AT1/5-HT. A deplecédo de sodio também aumentou a expressao
de ARNm de Agtrla no nucleo subfornicial e nicleo dorsal da rafe, indicando que a

expressao de Agtrla nesses nucleos pode ser um marcador da deplecédo de sddio.

Influéncia de horménios gonadais na ingestéo de cloreto de sédio e 4gua
Antunes-Rodrigues & Covian (1963) reportaram que a ingestdo de cloreto de

sodio varia em funcdo da fase do ciclo estral em ratas. Assim, durante o estro ha um

aumento na ingestdo de cloreto de s6dio enquanto que no diestro quando altos niveis

plasmaticos de estrogénio sdo encontrados a ingestao de salina hiperténica diminui. Dados
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similares foram encontrados por Danielsen & Buggy (1980) em ratas intactas na fase do
estro.

A avaliacdo do efeito dispsogénico da angiotensina Il em ratos machos e fémeas
foi demonstrado por Vijande et al. (1978), o qual observou que as fémeas adultas
ingerem mais &gua do que os machos e também demonstrou que as fémeas adultas
apresentavam maior sensibilidade a ANG Il durante o proestro. Os machos e as fémeas
castradas ao nascimento e fémeas androgenizadas ao nascimento bebiam volumes
similares de dgua apds a injecdo de ANG Il. O padrdo de ingestdo induzida por estimulo é
diferente em ambos os sexos, mas parece depender do estdgio de desenvolvimento dos
animais.

Mulheres que possuem niveis plasmaticos elevados de estrogeno como no
momento da ovulacdo ou pela administragdo de estrogeno exdgeno apresentam retencédo
de liquidos corporais. Durante a fase folicular, mulheres jovens apresentam niveis
plasmaticos elevados de vasopressina em paralelo com elevadas concentracdes de E2
(SOMPONPUN, 2007).

Auger et al. (2011) demonstraram especificamente em machos adultos da
linhagem Sprague-Dawley, que tiveram duas semanas de recuperacdo cirurgica até o
inicio do tratamento com testosterona. Nesses animais a expressao de vasopressina no
BST (bed nucleus of stria termilalis) no cérebro adulto é dependente da exposicdo a
testosterona. A orquiectomia reduz dramaticamente a expressao de AVP (vasopressina)
no BST, enquanto que a reposi¢do com testosterona restaura a expressao de AVP no BST.
Neste estudo foi testada a hipotese de que a expressdao de AVP no cérebro adulto é
mantida através de modificacGes epigenéticas no gene promotor da vasopressina. Neste
estudo foi observado que a orquiectomia de machos adultos resultou na diminuicdo da
expressdo de vasopressina e aumento da metilacdo de sitios CpG especificos no gene
promotor da vasopressina no BST.

Bingham et al. (2012) sugeriram que a aromatizacao de testosterona a estrégeno é
importante para o0s efeitos neonatais da testosterona em relacdo a respostas
neuroendocrinas a estimulos agudos. Neste estudo foi utilizado um bloqueador de
aromatase que resultou na diminuicdo da expressdo de arginina vasopressina dentro de

regides extra-hipotalamicas em adultos, o que confirmou que a exposigdo cerebral ao
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estrogeno é diminuida durante o desenvolvimento em machos. Os adultos tratados com o
bloqueador de aromatase durante o periodo neonatal apresentaram niveis altos de
corticosterona 30 minutos ap0s a exposicdo ao estresse de restricdo comparado com 0S
animais controles bem como aumento da expressdo de c-fos no ndcleo paraventricular do
hipotalamo.

Epstein (1992) verificou que a ingestdo espontéanea de sal, que ocorre diariamente
quando o rato estd em balango positivo de sal é organizado durante o periodo perinatal
pela aromatizacdo da testosterona que suprime a ingestdo no macho. Em outro trabalho
Chow et al. (1992) verificou que fémeas ingerem maior volume de NaCl 3 % do que
machos tanto em condicdo induzida ou pela ingestdo esponténea e sugeriu que a ingestao
de cloreto de sodio apresenta dimorfismo sexual que seria instaurado durante o periodo
neonatal e que se torna significativamente diminuido na vida adulta por acdo da
testosterona. Neste estudo machos e fémeas adultos castrados apresentaram ingestdo de
salina hipertonica suprimida pela testosterona exogena e parece que o dimorfismo sexual
relacionado com a ingestdo de sodio € governada pela testosterona que € convertida em
estrégeno no cérebro. Tal achado foi demonstrado pelo tratamento de um dia em fémeas
castradas com um andrégeno nao aromatizavel, a dihidrotestosterona, que nao alterou a
ingestdo espontanea e também ndo alterou a ingestéo induzida de cloreto de sodio.

Na revisdo de Santollo & Daniels (2015) foram abordadas as diferencas na
expressdo de receptores estrogénicos em diferentes estruturas encefalicas, bem como
aspectos relacionados com o dimorfismo sexual relacionado com a ingestdo de salina
hipertonica de machos e fémeas.

Kensicki et al. (2002) em modelo de fémeas ovariectomizadas e tratadas com
diferentes doses de estrogeno, mediante implantacdo de pellets subcutaneos, demonstrou
que fémeas ovariectomizadas da linhagem SHR ingeriram maior volume de salina
hipertnica que fémeas ovariectomizadas da linhagem Wistar Kyoto. Foi observado que
concentracdes salinas acima de 1,0% sdo bastante aversivas para fémeas SHR sham e
ovariectomizadas com estrogeno. Esses animais tiveram acesso a diferentes concentracdes
de solucdo salina hipertbnica, a qual a salina hiperténica 0,5% apresentou maior consumo
pelas fémeas SHR e conforme a dose de estrégeno aumentava, maior era 0 consumo de

salina nessa mesma concentragdo comparando com as fémeas da linhagem Wistar Kyoto.
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Em machos intactos SHR, o consumo induzido de cloreto de sédio foi cerca de 10
vezes maior que os da linhagem Wistar Kyoto (PEREIRA-DERDERIAN et al. 2010). Os
autores observaram que no modelo de privagdo hidrica com ciclos de rehidratacéo parcial
houve elevada expressdo de c-fos na lamina terminalis, sendo significativa a
imunoreatividade no 6rgdo subfornicial em animais SHR. Esse modelo intensifica a
atividade neuronal de areas prosencefalicas e mesencefélicas relacionadas com o apetite
por sédio.

Em fémeas SHR ovariectomizadas, o tratamento com estradiol diminuiu respostas
heddnicas e aumentou respostas aversivas ao cloreto de sodio e também reduziu a
ingestdo de cloreto de sodio durante o teste de apetite ao sddio, mas ndo afetou a pressao
arterial média e a frequencia cardiaca (PEREIRA et al. 2019).

Almeida-Pereira et al. (2019) demonstraram os mecanismos celulares pelos quais
0 estrogeno interage com as a¢des da angiotensina Il em fémeas ovariectomizadas. Os
resultados mostraram que a via PKC/p38 MAPK estd envolvida na ingestdo de agua
induzida por ANG Il e na secrecdo de ocitocina em ratas. Existiria um mecanismo
intracelular distinto de sinalizacdo da ANG Il que levaria a liberacdo do horménio
neurohipofisario. O estrégeno atenuou a fosforilacao da via p38/ MAPK/ E; em resposta a
ANG II. Os resultados também sugeriram que o estradiol modula os efeitos da ANG 1l

através da atenuacao da via MAPK.

Aspectos gerais da fisiologia reprodutiva em machos e fémeas

Os androgenos sdo 0s horménios sexuais masculinos no homem e no rato. Os
androgenos  sao:  diidrotestosterona,  testosterona,  androstenediona e a
desidroepiandrosterona. Esses horménios sdo produzidos no testiculo e na glandula
adrenal. O colesterol é o precursor para a sintese dos esteroides sexuais na glandula
adrenal, e posteriormente a testosterona sera sintetizada nas células de Leydig e secretada
no fluido dos tubulos seminiferos em direcdo a circulacdo sistémica. Ja a
diidrotestosterona é sintetizada na préstata, uma vez que esse tecido expressa uma enzima
importante, a Sa- redutase, que converte a testosterona em diidrotestosterona. E as células
de Sertoli sdo responsaveis por secretar a inibina. Todos esses hormdnios realizam um

importante feedback com a hipéfise e regulam a fungéo reprodutiva.
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Os androgénios com efeitos fisiolégicos mais relevantes sdo a testosterona e a
diidrotestosterona. A testosterona possui efeitos importantes sobre a diferenciacdo dos
ductos de Wolf na fase embrionéria, na espermatogénese, possui efeito anabdlico
muscular, sobre a regulacdo das gonadotrofinas e GnRH, além de inibir o surgimento de
caracteres sexuais femininos como o desenvolvimento mamério e promover o
alongamento das cordas vocais. Ja a diidrotestosterona possui agdes relevantes na
maturacdo sexual durante a puberdade e sobre a masculinizacdo da genitalia externa
(GRIFFIN & WILSON, 2003).

Os hormdnios gonadais femininos principais sdo 0s estrogénios: estradiol, estrona
estriol e a progesterona. As células da granulosa presentes no foliculo ovariano sdo as
responsaveis pela producao de estradiol, ativinas e inibinas e as células da teca secretam
androgénios e progesterona. A regulacdo hormonal do ciclo reprodutivo na mulher
envolve o controle hipotalamico da secrecdo de hormdénios, mediante o horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), que atua no gonadotrofo adeno-hipofisario,
estimulando a liberagcdo de hormdnios como LH (horménio luteinizante), FSH (horménio
foliculo estimulante) e estradiol, cujas concentragdes plasmaticas flutuam, o que regula a
funcdo ovariana, e promove o desenvolvimento das etapas de maturacdo folicular,
ovulacdo e formacgdo do corpo luteo. Os horménios FSHR, LH, estradiol e progesterona
realizam feedback com a hipdfise e as oscilagdes hormonais determinam efeitos troficos
importantes no tecido uterino. Na mulher existem duas fases no ciclo reprodutivo: a fase
folicular e a fase lutea (YEN & ADASHI, 1999).

Sobre os aspectos da fisiologia reprodutiva das ratas, a literatura menciona a
existéncia de 4 fases do ciclo estral que se repetem diariamente e assim sdo denominadas:
proestro, estro, metaestro e diestro (MARCONDES et al. 2002).

Segundo a figura de Emanuelle et al 2002, existem diferencas entre o ciclo

reprodutivo da mulher e o ciclo estral da rata.
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A Human Reproductive Menstrual Cycle
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Fig. 1- O ciclo reprodutivo da mulher e da rata. A) O ciclo reprodutivo
humano. O ciclo menstrual humano tipico dura 28 dias, com a ovulagédo
ocorrendo no 14° dia, que é o ponto médio. A primeira fase do ciclo é a fase
folicular, na qual os niveis de estrégeno e de progesterona estdo muito baixos.
Aproximadamente no dia 12, ocorre o pico de estrogénio, causando aumento da
secrecdo de LH e FSH a partir da hipofise, atingindo o pico de concentracéo
hormonal no dia 14. O pico de LH/FSH resulta na ovulacdo, sustentada pela
elevacdo do estrogénio e um novo aumento nos niveis de progesterona. Apos a
ovulacdo se inicia a fase l(tea, na qual os niveis de estrégeno e progesterona
aumentam e depois sofrem queda novamente. B) O ciclo reprodutivo da rata. O
ciclo da rata é mais curto que o ciclo do ser humano, consistindo de 4 a 5 dias.
A progesterona aumenta nitidamente na fase pos-ovulacdo ou lutea (diestro), no
dia 2, e sofre uma queda no final do diestro. No inicio da fase folicular (tarde
do proestro), os niveis estrogénicos aumentam, causando um rapido pico de LH
e FSH entre 4 p.m e 6 p.m. e uma aumentada secre¢cdo de progesterona. Como
nos humanos, o pico de gonadotropinas leva a ovulacdo. Todos esses hormdnios
retornam aos niveis basais quando ocorre a ovulacdo (estro) no dia 4.
Finalmente ocorre um pico de estradiol no fim da tarde do estro. (Figura
apresentada na integra e texto extraido da legenda da Figura 3 de
EMANUELLE et al. (2002).
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Ao observar a citologia vaginal das ratas podem ser encontrados diferentes tipos
de células como células cornificadas, células epiteliais e leucocitos. As populacdes
celulares variam de acordo com a fase do ciclo. No proestro predominam as células
epiteliais, no estro sdo encontradas células cornificadas em grande quantidade, no
metaestro os trés tipos células se apresentam com igual populacdo e na fase do diestro
predomina a presenca de leucocitos (MARCONDES et al. 2002).

O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona e seu papel na hipertensdo: aspectos

neuroenddcrinos

Johren et al. (2003) avaliou a expressdo de receptores AT1la, ATlg e AT, no
hipotalamo, na hipofise e na adrenal antes e apds o estabelecimento da hipertensdo nos
animais SHR e Wistar Kyoto na mesma idade e verificou que a maior atividade do
sistema renina-angiotensina aldosterona na linhagem SHR implicava no aumento da
ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal.

Um estudo de Pereira-Derderian et al. (2016) demonstrou alteracBes no sistema
renina-angiotensina-aldosterona cerebral, principalmente na regido hipotalamica no
modelo SHR. De acordo com esse estudo, os animais SHR ndo sdo especificamente
sensiveis aos efeitos plasticos da angiotensina Il em resposta a desidratacdo, ja que
provavelmente a sensibilizacdo da ingestdo de sddio pode ocorrer precocemente nessa
linhagem, independente de sessdes repetidas de desidratacéo.

Wang et al. (2017) avaliaram a expressdo da ECA 2 (enzima conversora de
angiotensina tipo 2) no hipotadlamo e na hipdfise e sua relacdo com a hipertensdo,
comparando animais machos intactos de 40 semanas de idade da linhagem SHR com os
da linhagem Wistar Kyoto. Nesse estudo foi demonstrado que a expressdo de ARNm para
ECA, AT1R, ECA 2, MasR foi encontrada no hipotalamo e na hipofise tanto em animais
da linhagem SHR quanto nos animais da linhagem Wistar, sugerindo que o eixo ECA-
Angll-AT1R apresentava aumento de sua atividade no hipotadlamo de animais SHR,
enquanto que ao contedo de proteina ECA 2 estava relativamente insuficiente no
hipotdlamo e foi observado que o sistema renina angiotensina hipofisario ndo esta

envolvido na hipertensdo de animais machos da linhagem SHR. A supra regulacdo da
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expressdo da ECA e a infra regulagdo da ECA 2 no hipotalamo sugeriram que o balanco
entre ECA 2 e ECA hipotalamicas sé@o determinantes para a pressdo arterial, sendo
importante considerar a acdo hormonal, por exemplo, a acdo da testosterona na pressao
arterial, conforme foi estudada por Dalmasso et al. 2017. Esses autores avaliaram 0s
efeitos da suplementacdo com testosterona em ratos SHR machos de 12 e 22 semanas de
idade em relacdo a pressdo arterial, sendo que os animais também foram tratados com
enalapril. Os dados sugeriram que a suplementacdo com testosterona pode causar em
machos SHR jovens e intactos um aumento da presséo arterial com reducdo de ganho de
peso, tecido adiposo, e dos niveis de leptina, embora no envelhecimento de machos SHR

ainda ndo tenha sido elucidado o mecanismo pelo qual a hipertenséo pode ser atenuada.

A reserva de sodio corporal

Evidéncias da literatura demonstradas pelos estudos de Stricker & Wolf (1969),
Wolf et al. (1974) e Ferreyra & Chiraviglio (1977) sugeriram que a longa laténcia para a
resposta apetitiva ao sédio e pelo seu déficit extracelular poderia ser explicada pela
existéncia de um reservatorio de sodio corporal. Cannon (1932) também comentou em seu
livro sobre a possivel existéncia de um reservatorio de sodio epitelial que poderia ser
utilizada frente aos disturbios homeostéaticos.

Os jfons Na" se ligam aos sitios polianidnicos dos glicosaminoglicanos (GAGS),
que sdo polissacarideos lineares ligados covalentemente a proteoglicanos, consistindo em
multiplas unidades dissacaridicas (FARBER et al., 1957). Essas unidades exibem sitios
aniénicos (grupos sulfato) nos quais os cations, como o Na*, podem se ligar (FALLER &
GUVENCH, 2015). GAGs estdo presentes na pele e cartilagem de ratos (Titze et al.,
2004) e humanos (KOPP et al., 2013). Os ions Na" sdo possivelmente armazenados
nessas regides e podem ser mobilizados dependendo das diferentes condic6es fisioldgicas
para repor o Na" plasmatico apos diferentes desafios hidroeletroliticos, como a dieta
crbnica restrita ao sal (SCHAFFLHUBER et al., 2007).

Entre os roedores, o rato é a espécie na qual a pele possui maiores similaridades
estruturais em relacdo aos humanos (GODIN & TOUITOU, 2007) e a pele do macaco

Rhesus € a que mais se assemelha a pele humana, filogeneticamente (JUNG et al. 2014).
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A principal diferenca entre a pele de roedores e a pele do ser humano é que nos
roedores a capacidade de absor¢do de drogas através da pele € maior (JUNG et al. 2014).
Outras diferencas na pele da orelha de coelhos em relagdo a dos humanos seriam a
espessura do estrato corneo que é mais fina e a composicao lipidica que é maior do que
em humanos.

De acordo com WEISTEIN et al. (1984) os queratindcitos se proliferam a partir
das células basais da parte mais interna da pele humana (estrato basal). As células-tronco
epidérmicas estdo ligadas por hemi-desmossomas ao estrato basal e podem se dividir em
mais células-tronco, que persistem indefinidamente e mantém a capacidade regenerativa,
mas possuem potencial de divisao limitado. Ao longo da diferenciacdo, os queratindcitos
migram em direcdo ao estrato espinhoso e estrato granuloso para eventualmente se
tornarem cornedcitos que formam uma camada externa relativamente impermeével, o
estrato corneo. Uma vez totalmente diferenciados, esses corneocitos perdem seus nucleos
e células citoplasmaticas. As organelas eventualmente serdo eliminadas por descamacéo.
O tempo estimado para o turnover de células-tronco epidérmicas até a descamacao na pele
humana saudavel é cerca de 39 dias. De acordo com a calculadora de Du Bois & Du Bois
(1916), um ser humano de 1,70 m e 70 kg apresenta 0,064 m* de area de superficie
corporal.

Hofmeister et al. (2015) apos realizar ressondncia magnética em humanos, com
marcacdo de sodio radioativo, determinou a concentracdo de sodio na pele. Essa
concentragdo de Na' poderia variar de 170 a 250 mmol/L. Considerando que o0s
queratindcitos bombeiam Na* para a derme, haveria um aumento da concentracio de Na*
na papila dérmica, onde as células de Langerhans residem. A papila dérmica seria
submetida a circulacdo de sangue em um sistema de contra-corrente semelhante ao do
rim, que posteriormente concentraria os eletrolitos, e através de drenagem linfatica
haveria a reducdo da concentracdo intersticial de eletrdlitos.

Alguns modelos de hipertensdo foram estudados pelo grupo de Titze e
colaboradores que determinaram os contetdos de sdédio osmoticamente ativo e inativo na
pele. No modelo DOCA-salt no trabalho de Titze et al. (2005) que é modelo de
hipertensdo induzida por desoxicorticosterona resulta no acimulo de Na* epitelial por

diferentes mecanismos, nomeados estoque de Na“ osmoticamente inativo e estoque de
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sodio osmoticamente ativo. Esses estoques permitem a manutencdo do volume
independente do aumento do contetdo de sodio corpéreo.

Assim, o estoque de s6dio osmoticamente inativo acumulado estaria relacionado
com o conteddo de sdédio formando complexos com as proteinas carregadas
negativamente que sdo os glicosaminoglicanos; o estoque de sédio osmoticamente ativo
seria 0 sodio presente na pele e que poderia se deslocar ao plasma através da
microcirculacdo e vasos linfaticos; o estoque de sddio inativo total da pele toma como
referéncia a carga de sddio que chega a pele através do fluido extracelular e o sodio ativo
total seria a carga de sodio encontrada no plasma, ou seja, a propria concentracdo de sodio
plasmatico. Essas descrigdes podem ser encontradas nos trabalhos de TITZE et al. (2003,
2004).

O estoque de sodio osmoticamente inativo acumulado na pele, pode contribuir
para a manutencdo da eunatremia em fémeas ovariectomizadas com e sem reposicao de
estrégeno, apos a deplecdo de sddio com furosemida. A deplecdo de sodio induziu a
mobilizacdo da reserva osmoticamente inativa acumulada. A reposi¢do com estrégeno nao
alterou a reserva osmoticamente inativa e também ndo exerceu influencia sobre a
mobilizacdo de sodio inativo, mas reduziu a ingestdo cumulativa de salina hipertdnica em
fémeas tratadas com estrégeno (LOPES-MENEZES et al. 2019).

Em outro estudo, Titze et al. (2002) investigou o estoque de sodio em modelo de
hipertensdo. Nesse experimento foi verificado que o estoque de sédio osmoticamente
inativo pode ser reduzido no modelo de hipertensdo sensivel ao sal e no modelo de
hipertenséo resistente ao sal (Dahl-model) pela utilizacdo de duas dietas: uma delas com
alto teor de sodio (8%) e outra com baixo teor de sédio (0,1%) por 4 semanas e a pressao
arterial foi medida ao final do experimento. Nos animais com hipertensdo sensivel ao sal,
a dieta de NaCl 8% levou ao acumulo de sodio e retencdo de agua pela reduzida excrecao
renal de sodio apresentada nesse modelo.

Rendell et al. (1996) realizou a avaliacdo do fluxo sanguineo epitelial mediante a
técnica de Doppler em animais SHR e Wistar Kyoto a partir dos 3 meses de idade e
avaliou os animais pelo periodo de um ano. Nesse trabalho foi observado que o fluxo

sanguineo epitelial diminui com o avango da hipertenséo, sobretudo quando esta se torna
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cronica e o fluxo sanguineo se torna ainda menor em regibes da pele com maior perfuséo

arteriovenosa.

Lankhorst et al. (2017) avaliaram que em resposta a ingestdo de sal os ions Na* e
ClI" se acumulam na pele, estimulando a linfangiogénese via ativacdo do sistema
mononuclear fagocitario e pela sinalizagdo do fator VEGF-C (fator de crescimento
vascular endotelial). A inibicdo dessa via resulta na hipertensdo sensivel ao sal. O receptor
VEGFRS3 pertence a superfamilia dos receptores VEGF e seu ligante é o VEGF-C. Esse
receptor apresenta atividade tirosina kinase, cuja sinalizacdo esta voltada para migracao,
proliferacdo e linfangiogénese (BAE et al. 2015).

Wiig et al. (2013) avaliou um modelo de dietas com alto e baixo teor de sddio e
observou que o microambiente da pele de animais com dieta hiperssodica seria
hipertdnico em relacdo ao plasma e que o sistema mononuclear fagocitario dita eventos
regulatérios via TonEBP (proteina responsiva ao aumento da tonicidade) e que o VEGF-C
presente na pele é importante para o controle da pressdo arterial sistémica. Este mesmo
estudo também demonstrou que no meio intersticial da pele de animais sob dieta
hiperssddica houve aumento na quantidade de celulas do sistema mononuclear fagociario,
aumento de ceélulas VEGF-C positivas. E ao avaliar a via TonEBP/VEGF-C foram
observados aumentos da expressdo de ARNm do TonEBP e VEGF-C, bem como aumento
da expressdo proteica de VEGF-C. Além disso, foi demonstrado que a densidade de
capilares linfaticos também aumentou.

Wiig et al. (2018) reportaram em uma revisdo que o meio intersticial da pele, pode
ser considerado como um terceiro compartimento de armazenamento de sddio, e que o
balanco de sddio envolve ndo somente a excrecdo renal de agua e eletrolitos, mas também
mecanismos de regulacdo extra-renais. Em conjunto, esses fatores contribuiriam para a
manutencdo da pressao arterial.

Na literatura varios autores discutem que a reserva de sodio corporal,
principalmente a reserva de Na* da pele, poderia estar integrada a manutencéo da pressio
arterial e do volume circulante (Titze et al. 2005; Titze et al. 2002) e que 0 rim ndo seria o
unico efetor importante para o balanco de sodio e &gua corporal (TITZE et al. 2014).
Além do rim, a pele poderia contribuir com o clearance de sédio (WIGG et al. 2013,
MULLER et al. 2019).
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O estudo clinico realizado por Van lJzendoorn et al. (2019) demonstraram em
humanos (homens ou mulheres) com choque septico apresentaram aumento no estoque de
sodio osmoticamente ativo e de conteldo de &gua na pele, sendo que o estudo foi
realizado com bidpsia de pele. Nos casos de hipernatremia na sepse foi observado
aumento do estoque osmoticamente ativo de sddio, conferindo maior probabilidade de
ocorrer edema.

Rabelink & Rotmans (2009), em um artigo de comentario também ilustrou um
modelo para explicar o balangco de s6dio no compartimento subcutaneo apds sobrecarga
salina, no qual o aumento da tonicidade do instersticio levaria a inibicdo da Na*/K"
ATPase e acimulo de sddio na matrix extracelular, o que levaria a atracdo de macrofagos

para o local em resposta ao estresse hipernatrémico.
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Fig. 2- Figura representativa do recrutamento de macrofagos residentes na
pele devido a ingestdo de alto e baixo contetdo de sddio. Painel superior:
baixa ingestao de sodio. Quando existe baixa ingestdo de sddio a natriurese
também é reduzida. Para conservar agua e sodio um alto gradiente osmético
de sodio é formado entre a medula renal e o cortex, sendo excretada a urina
rica em ureia. E os vasos linfaticos apresentam uma fisiologia normal.
Painel inferior: alta ingestao de s6dio. Quando a ingestdo de sddio € alta, os
macrofagos se infiltram no tecido, sinalizam a hipertonicidade e iniciam a
sinalizacdo de uma cascata do fator de ativacdo nuclear de células T tipo 5
(NFATS), que leva a producdo do fator de crescimento endotelial tipo C
(VEGF-C). O VEGF-C ativa seu receptor VEGFRC, nos capilares linfaticos
de células endoteliais, levando a hiperplasia de capilares linfaticos, que
facilita o clearance de Na* dos tecidos. Figura apresentada em parte e texto
extraido da legenda da Figura 1 de MULLER et al. 2019. 38




Em outros trabalhos foi demonstrado que o bloqueio do sistema mononuclear
fagocitério levaria a reducdo na densidade de capilares linfaticos cutaneos, ao acimulo de
eletrolitos na pele e reducdo na expressao de eNOS em vasos sanguineos e aumento da
pressao arterial. Esses achados sugerem que as células do sistema imune séo reguladoras
do ambiente interno e da homeostase da presséo arterial (MACHNIK et al. 2009, 2010).

Em geral, diversos estudos na literatura apontam o papel dos hormdnios gonadais
na pele. Alguns desses trabalhos foram motivados pelos aspectos dermatoldgicos outros
estudos foram motivados por aspectos enddcrinos ou funcionais da pele, sendo esse
ultimo tema descrito em mais detalhes nesta revisao.

A acdo dos andrégenos, como a testosterona e a di-hidrotestosterona, na pele é
mediada pelo receptor de andrdgeno (Ar), e a acdo dos estrdgenos € mediada por
receptores estrogénicos (ERa e¢ ERp), codificados como genes Esrl e Esr2. Esses
receptores fazem parte da superfamilia dos receptores nucleares.

A acdo estrogénica na pele estd relacionada com a melhora da cicatrizacdo
tecidual. No estudo de Perzelovd et al. (2016) em cultura de células de ratas
ovariectomizadas foi demonstrado que os queratindcitos expressam tanto receptores ERa
quanto ERP. O uso do agonista ERa melhorou a expressdo da proteina Ki-67 € 0 uso do
agonista ERB melhorou a proliferagdo celular, a expressao de keratin-19 e acelerou a
regeneracao epitelial.

Em outro estudo, foi observado aumento da proliferacdo de fibroblastos em cultura
de células da pele de ratas ovariectomizadas, também submetidas a tratamento com
agonista ERa e agonista ERP (NOVOTNY et al. 2011). O estimulo do receptor ERa
levou a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos in vitro. A formagdo da matrix
extracelular foi melhor e a forca tensil da cicatriz foi aumentada quando o receptor ER
foi estimulado.

A sintese de hormdnios esteroides ocorre em varios tecidos como as glandulas
adrenais, 0s ovarios, os testiculos e a placenta. Aléem desses tecidos, é possivel haver
esteroidogénese para a producdo de androgenos na pele, e sobretudo, essa caracteristica €
particularmente presente no homem e nos animais machos. Neste sentido, a pele possui
toda a maquinaria enzimética necessaria para producdo de esteroides de novo e expressa

enzimas importantes como a esteroide sulfatase, 33-hidroxi-esteréide desidrogenase, 173-
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hidroxyesterdide desidrogenase, Sa-redutase, 3a- hidroxi-esterdide desidrogenase e a
aromatase. Assim, a pele consegue sintetizar esteroides a partir do colesterol endégeno
(CHEN et al. 2002). Outra funcéo dos androgenos na pele seria a de estimular a producéo
de sebo (CERUTI, et al. 2018).

Kumtornrut et al. (2019) demonstraram a acdo de andrégenos em um estudo in
vitro na pele humana com acne e verificaram que os andrégenos aumentam a producao de
fatores de crescimento a partir de fibroblastos da derme, e que esses fatores de
crescimento produzidos podem alterar a diferenciacdo de queratindcitos na lesdo da acne.
Os androgenos junto com seus co-reguladores, afetariam a fungdo dos fibroblastos por
mecanismos Via receptor de andrégeno por via genémica e ndo genémica.

E importante lembrar que o processo de calcinacdo, abordado neste estudo nas
analises de sddio da pele, € definido como um tratamento de remocéao da agua, didxido de
carbono e de outros gases ligados fortemente a hidratos e carbonatos. A calcinagdo é um
processo vigorosamente endotérmico, sendo usada principalmente na producdo de 6xidos
(SOARES, 2007).

Regulacéo da presséo arterial
A manutencdo da pressdo arterial é essencial a preservacdo da vida, sendo
necessaria a constancia de valores de pressdo arterial e adequada perfusao tecidual para a

continuidade de diversas funcdes fisiologicas.

Véarios mecanismos e sistemas atuam de forma integrada para o controle
homeostatico da pressdo. Existem, portanto, mecanismos de curto, médio prazo e longo

prazo.

A regulacdo a curto e médio prazo ocorre com fatores neurais, locais e hormonais.
Os fatores neurais ocorrem via quimiorreceptores e mecanorreceptores arteriais, além de
receptores cardiopulmonares, que contam com a neurotrasmissdo vagal. Os fatores locais
sdo dioxido de carbono (CO,), oxigénio (O,), fatores endoteliais, osmolalidade, variac6es
de temperatura e fatores miogénicos (MICHELINI & KRIEGER, 1984). Os fatores
hormonais seriam a vasopressina, ocitocina, peptideo natriurético atrial, sistema renina-
angiotensina-aldosterona (HALL et al. 1984; SULLIVAN & RATTS, 1988).
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Neurotrasmissores como adrenalina e noradrenalina também seriam fatores parécrinos
nessa regulagdo (JULIUS, 1991).

A regulagéo a longo prazo da presséo arterial conta com a resposta de ingestéo de
fluidos e excrecdo renal de eletrolitos para que ocorra uma balango de sédio e agua
corporais. Além disso, a angiogénese e a diminuicdo da populacdo de vasos sanguineos
sd0 mecanismos que ocorrem para modificar a hemodindmica na hipertensdo (BROOKS
& OSBORN, 1995; COWLEY, 1992).

A diferenca de género na regulacdo da pressdo arterial em SHR se deve a
expressao dimdrfica do FGF-21 (fator de crescimento de fibroblastos). As fémeas Wistar
Kyoto apresentaram significativamente maior concentracdo sérica de FGF-21, enquanto
gue nos animais SHR a concentragédo desse fator estava reduzida (CHEN et al. 2019). Os
autores reportaram que possivelmente ocorreu downregulation do receptor FGFR1/R4 em
machos e de FGFR2/FGFR4 em fémeas SHR. Os autores comentaram que na hipertensao

fisiologica esse mecanismo ainda ndo foi elucidado.

Wsol et al. (2019) demonstraram o papel central da ocitocina na regulacdo da
pressdo arterial em ratos machos espontaneamente hipertensos submetidos a infusao
intracerebroventricular de NaCl 0,9%. A injecdo central de ocitocina foi hipotensora tanto
nos animais SHR expostos e ndo expostos ao desafio osmoético, enquanto que na linhagem

Wistar Kyoto, apenas 0s animais expostos responderam com a reduc¢éo da presséo arterial.

Reckelhoff et al. (2019) reportaram que alguns antioxidantes como o tempol e a
apocinina podem reduzir a pressdo arterial em machos SHR, enquanto que nas fémeas o
estresse oxidativo parece ser importante na fase inicial da hipertensdo. Ainda ndo esta

elucidado se a manutencédo da hipertensdo em fémeas € devida ao estresse oxidativo.

O modelo de animais espontaneamente hipertensos (SHR)

O modelo SHR (animais espontaneamente hipertensos) é um modelo de
hipertensdo essencial, sendo este o0 modelo que mais se aproxima da hipertensdo do ser

humano. Essa linhagem foi produzida por Okamoto & Aoki (1963) a partir de animais da
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linhagem Wistar que desenvolviam hipertensdo espontanea. Esses animais foram cruzados
entre si e foram estudados por varias geragdes e semanas. Os autores mencionaram que a

partir da geragdo F3 havia 100% de animais hipertensos.

Geralmente, em estudos com a linhagem SHR o controle experimental é a
linhagem Wistar Kyoto, comumente utilizados como controle normotenso.

De acordo com artigos j& publicados na literatura, é possivel a comparacdo entre
ratos Wistar e ratos da linhagem SHR (HOSFORD et al. 2017, SCHRECKENBERG et al.
2017). Em ambos os trabalhos os ratos Wistar albinos foram utilizados como controle

normotenso, o que justificaria a sua utilizagdo neste presente estudo.

No estudo de Okamoto & Aoki (1963) foi observado que os animais dessa
linhagem néo apresentaram hipertensdo até as 5 semanas de vida pds-natal. 1sso torna o

modelo SHR interessante para ser estudado antes do estabelecimento da hipertenséo.

A hipertensdo esta associada com aumento de incidéncia de doencas coronarianas
e cerebrovasculares. E uma doenca de causa multifatorial na qual a heranca familiar, a
susceptibilidade individual, o ambiente e o estilo de vida s@o fatores importantes para o
desenvolvimento da doenga. O modelo SHR tem sido bastante estudado, do ponto de vista
fisiologico, farmacoldgico e clinico, no contexto de melhorar a condigdo de hipertensdo e

agregar novos conhecimentos sobre esse tema.

A hipertensdo arterial tem sido caracterizada como uma sindrome inflamatéria
crénica com ativacéo de receptores Toll-like (TLR) e de padrdes moleculares associados a
danos (DAMPS). Recentemente foi demonstrado que os efeitos do DNA mitocondrial
sobre o ténus vascular podem contribuir para o dimorfismo sexual na hipertensdo arterial
em animais espontaneamente hipertensos (ECHEM et al. 2019).

Saxena et al. (2018) em um artigo de revisdo enfatizaram que a patogenia da
hipertensdo essencial esta relacionada com a hiperatividade do sistema nervoso autonémo
simpatico e alteracbes em conexdes hipotalamo-corticais. Os autores abordaram outros
fatores que contribuem para a hipertensdo essencial como: polimorfismos de genes,
disfuncdo do endotélio vascular, ineficiéncia na excrecdo renal de sddio, niveis
plasmaticos elevados de renina, a obesidade e resisténcia a insulina, apnéa do sono,

hiperuricemia, a insuficiéncia da vitamina D, fatores ambientais (poluicdo e tabaco),
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alteracbes no débito carciaco e resisténcia periférica, fatores comportamentais e de

estresse.

Hipdteses do estudo

Levando em consideracdo que os animais SHR ndo sdo hipertensos até as 4
semanas de vida tentamos explicar porque esses animais ndo Sdo hipertensos nesse
momento e porque depois de adultos eles se tornariam hipertensos.

Consideramos também que a reserva de sodio da pele nunca foi investigada nessa
linhagem, mesmo em condic@es fisioldgicas, e que na literatura existem evidencias de que
essa reserva pode contribuir na manutencdo do volume sanguineo e da pressdo arterial
TITZE et al. (2005).

Pensamos, entdo que modificagdes no nivel da reserva de sodio da pele poderiam
ser atribuidas a hipertensao e isso poderia ser uma explicacdo para a hipertensdo nos SHR.
Por isso também, estudamos em duas idades: 4 semanas e nas 12 semanas de vida para
contemplar a fase de desenvolvimento da hipertensdo nos animais jovens e a fase madura
da hipertensdo nos adultos.

Os hormdnios vasopressina, ocitocina e angiotensina 2 possuem relevancia na
regulacéo hidroeletrolitica e a angiotensina 2 estaria mais relacionada com a regulacao da
pressdo, entdo nos pensamos que esses horménios podem sofrer alteracdes pela idade dos
animais, na hipertensdo ou pela diferenca entre machos e fémeas. A literatura reporta que
0s horménios ANG 2, AVP e OT também expressam receptores na pele (MANZANO-
GARCIA et al. 2018; VISWANATHAN & SAAVEDRA 1992).

Considerando também evidéncias da literatura, foi mostrado que machos e fémeas
intactos possuem alta concentragdo de sédio osmoticamente inativo na pele, enquanto
gue, ao serem castrados, a concentracdo de sodio osmoticamente inativo diminui (Titze et
al. 2003), o que indicaria que os horménios sexuais sdo importantes na formacdo da
reserva de sodio da pele. Por isso, foi colocada a hipdtese de que machos e fémeas podem
ser diferentes em relacdo a reserva de sodio da pele e que o fator idade pode ser
importante, tendo em vista a possivel influéncia de hormdnios gonadais e o estagio

reprodutivo dos animais.
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2.0 Objetivo
2.1 Objetivo geral:

Avaliar o status fisiolégico da reserva de sddio corporal, principalmente
armazenada na pele, em animais machos e fémeas da linhagem Wistar e SHR nas 4

semanas e 12 semanas de vida.

2.2 Objetivos especificos:

Relacionar a fase do ciclo estral com comportamento ingestivo, pressdo arterial, sodio
tecidual e hormonios.

Avaliar a ingestdo de alimento, agua e salina hipertdnica e excrecdo de eletrolitos em
animais machos e fémeas filhotes e adultos da linhagem SHR e Wistar em condicGes
basais.

Avaliar a presséo arterial sistolica de animais SHR e Wistar machos e fémeas adultos e e
avaliar a relacdo entre a hipertensdo na fase adulta e o reservatorio de sddio da pele.
Quantificar horménios no plasma relacionados com a regulacdo da ingestdo de sédio e
agua e da pressdo arterial, comparando com os animais da linhagem SHR e Wistar, e
verificar como o perfil hormonal se altera com o avango da idade.

Avaliar se o reservatério de sédio epitelial em animais SHR e Wistar filhotes e adultos
poderia ser diferente entre machos e fémeas, em funcdo da idade dos animais ou em

funcéo da fase do ciclo estral.

Justificativa do estudo

Esse estudo precisou ser realizado sob condi¢des fisioldgicas, porque o contexto
central que é a investigacdo da reserva de sodio da pele ainda ndo foi investigada em
animais espontaneamente hipertensos, sendo necessarios maiores estudos da linhagem
SHR antes do estabelecimento da hipertensdo e também apds o surgimento dessa

condicdo.
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3.0 Material e métodos
3.1 Animais e Manutencéao

Este trabalho foi conduzido conforme o “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (NIH Publicagdo N° 85-23, revisado 1996) em consonancia com a
Lei AROUCA 11794 de 8 de outubro de 2008.

Foram utilizadas duas linhagens de ratos: animais da linhagem Wistar e da
linhagem SHR (espontaneamente hipertensos). Para experimentos com a linhagem Wistar
foram utilizados animais com 28 a 30 dias de idade pds-natal sendo esses animais machos
(80-100 g) e fémeas (80-100 g) e animais adultos de 12 semanas de idade machos (300-
400 g) e fémeas (250-300 g) e para experimentos com a linhagem SHR foram utilizados
animais com 28 a 30 dias de idade pos-natal machos (40-50 g) e fémeas (40-45 g) e
animais com 12 semanas de idade machos (250-300 g) e fémeas (180-200 g). Ambas as
linhagens sdo provenientes do Biotério Experimental do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Essa espécie apresenta facil
manejo, bom indice reprodutivo, sendo um modelo que reproduz bons resultados, que via
de regra, podem ser extrapolados para o ser humano.

Os animais foram mantidos em caixas coletivas (5 animais por caixa), aclimatados
a temperatura controlada (22 + 2 °C), sob regime de luz com ciclo claro-escuro de 12
horas (luz 6:00-18:00h). Os animais tiveram acesso a agua e alimento ad libitum. Os
experimentos foram realizados no periodo da manhd, entre 08:00 — 11:00 horas. Para
avaliacdo de ingestdo de agua e de solucdo salina hipertonica (NaCl 1,8%), ingestdo de
racdo, volume urinario, carga excretada de sédio, os animais foram transferidos para
gaiolas metabdlicas, nas quais seriam aclimatados antes do experimento.

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica sobre o Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o n°
23083.026847/2017-01.

3.2 Grupos experimentais
Para facilitar a leitura das tabelas e graficos, os grupos foram denominados do seguinte
modo: (i) FSHR-4: fémeas espontaneamente hipertensas com 4 semanas de idade; (ii)

FSHR-12-PE: fémea espontaneamente hipertensa em proestro ou estro; (iii) FSHR-12-
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MD: fémea espontaneamente hipertensa em metaestro ou diestro; (iv) FW-12-PE: fémea
Wistar em proestro ou estro; (v) FW-12-MD: fémea Wistar em metaestro ou diestro; (vi)
FW-4. fémeas Wistar com 4 semanas de idade; (vii) MSHR-4: machos espontaneamente
hipertensos com 4 semanas de idade; (viiij MSHR-12: machos espontaneamente
hipertensos com 12 semanas de idade; (ix) MW-4: machos Wistar com 4 semanas de
idade; (X) MW-12: machos Wistar com 12 semanas de idade.

Assim:

Na comparagdo entre as linhagens, os animais da linhagem Wistar sdo o controle.

Ex.: Macho SHR vs. Macho Wistar

-Na avaliacdo do dimorfismo, o macho € o controle observando a mesma linhagem;
Ex. Macho SHR vs. Fémea SHR proestro/estro (Macho SHR é o controle)

Filhotes : (4 semanas) Adultos (12 semanas)
Wistar Normotenso Wistar Normotenso
Vs. Vs.
SHR Normotenso SHR Hipertenso

/ machos machos
€ Wistar

1 1star

Wistar .  FAmead

——— femeas T tfemeas
Proestro/Estro
Metaestro/
Diestro

machos / machos

\ SHR—— .
SHR— fomeas <€ > SHR — femeas

Proestro/Estro
Metaestro/Diestro

Fig. 3- Grupos experimentais e possibilidades de comparacdes entre 0s grupos. As setas
horizontais indicam as comparacGes entre as idades (4 semanas e 12 semanas) € 0
dimorfismo sexual e as setas verticais indicam a comparacdo entre as linhagens. As
fémeas adultas serdo comparadas entre as linhagens em funcdo da fase do ciclo. No total

sdo 10 grupos experimentais.
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4.0 Protocolos experimentais
4.1 Protocolo experimental geral

Os animais foram acondicionados em caixas coletivas (5 animais por caixa) e
mantidos com &gua e racdo ad libitum, com a temperatura da sala mantida sob ar-
condicionado na temperatura 22 +2 °C. Os experimentos foram realizados com duas
linhagens de ratos: animais Wistar albinos (n=210) e animais Espontaneamente
Hipertensos (n=212).

O primeiro protocolo consistiu nas avaliagdes de comportamento ingestivo em
gaiolas metabdlicas, no segundo protocolo verificamos nas avaliacbes hormonais, no
terceiro protocolo foram realizadas avaliagfes indiretas da pressdo arterial, no quarto
protocolo estudamos o conteddo de sodio e agua teciduais. O uso sequencial de animais
ocorreu entre os protocolos 2 e 4. Foram realizados no total 4 protocolos experimentais,
sendo incluidos todos o0s grupos em todos os protocolos. Os animais SHR e Wistar foram
avaliados em dois momentos da vida: com 28 a 30 dias de idade pds-natal (4 semanas) e
na fase adulta (12 semanas). Foram realizados acompanhamentos do desenvolvimento dos
animais no protocolo 3 (pletismografia de cauda).

As fémeas, quando adultas, foram agrupadas em dois grupos: proestro/estro e
metaestro/diestro, sendo incluidas no estudo da fase adulta apenas as fémeas com ciclo
estral regular.

A ordem de execucdo dos experimentos foi definida no sentido de facilitar o
desenvolvimento do presente estudo, sendo 0s protocolos 2 e 4 0s primeiros a serem
executados, concomitantemente, e 0s demais foram executados na seguinte ordem:

protocolo 1 (segundo), protocolo 3 (terceiro).
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4.2 Protocolos especificos

Experimento 1 — Avaliagdes do comportamento ingestivo de animais machos e
fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade em gaiolas
metabdlicas.

Avaliacao das ingestdes de agua e solucédo salina hiperténica (NaCl 1,8%)

Ratos normovolémicos e normohidratados foram previamente adaptados as
gaiolas metabdlicas por cinco dias. Os animais receberam em suas gaiolas bebedouros
volumétricos individuais graduados em 0,1 mL contendo agua e comedouros contendo
racdo comumente utilizada no biotério, ad libitum, previamente pesada, até o final do
experimento. A ingestdo basal dos fluidos foi avaliada em ciclos de 24 horas. Os animais
foram avaliados diariamente em gaiolas metabolicas a partir de 23 dias de idade até
completarem 33 dias, respeitando intervalos de 3 dias em caixas coletivas, permitindo a
interacdo social dos animais, e recolocando os animais nas gaiolas para as proximas

etapas de avaliacao.

Avaliacdo do volume urindrio e excrecao de sodio

O volume urinario basal foi avaliado diariamente, durante 10 dias, sob condi¢cdes
basais durante a fase de 23 a 33 dias. Apo0s as coletas das amostras de urina realizadas em
gaiolas metabolicas o conteddo de sodio das mesmas foi determinado por meio de
fotometria de chama (modelo B462, Micronal) pela emissdo de radiacdo apds exposicdo
da amostra a chama e a osmolalidade urinaria foi determinada por meio do osmdmetro
(Osmometer 11, modelo 5005, Precision Systems) baseado no ponto de fusdo da amostra
(10 pL) e expresso por mOsmol/kg H,O. Para uniformizar os resultados, e para
comparacdo entre médias dos diferentes grupos, os dados obtidos foram expressos em
mEQ/24h/100g para carga excretada de sodio e de mOsm/Kg H,O /24h para avaliacdo da
osmolalidade.

A seguir mostramos a linha do tempo do experimento 1.
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Avaliagdes didrias de ingestdo de
agua, salina 0,3 M, peso corporal,
volume urinério.

(A) )
( \

1° dia 2° dia 3° dia 42 dia o
Inicio das Comcljnua(;ao o dn
avaliacdes as n &

¢ avaliacdes avaliagdo.
Animais

Animais entram
na gaiola
metabélica

\ J
!

transferidos para
caixas coletivas

48 hde
adaptacéo
AvaliagBes  diarias/semanais  de
ingestdo de 4gua, salina 0,3 M, peso
corporal, volume urinario.
(B) (
21 dias 22 dias 23 dias -
dias
Desmane
24 h de

adaptacéo Fim da avaliacéo

Fig. 4- Linha temporal do experimento 1- Acompanhamento do
comportamento ingestivo em gaiolas metabolicas em animais SHR
e Wistar. (A) AvaliacBes diarias de uma semana qualquer e (B)
Avaliacdes diarias dos filhotes.
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Ao final do experimento 1, os animais foram submetidos a eutanasia apds
anestesia com barbituricos (Tiopentax®)/pentobarbital) na dose anestésica de 40 mg/kg,

utilizando como veiculo agua estéril para injecdo no frasco de 0,59 ou 40mL de solucéo.

Experimento 2 — Avaliagdo dos hormdnios ocitocina, vasopressina, angiotensina Il e
ANP plasmaticos em animais machos e fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4
semanas e 12 semanas de idade.

Ratos de todos os grupos foram decapitados e o sangue foi coletado em animais
normovolémicos e normonatrémicos para quantificar as concentragdes plasmaticas de
AVP, OT, ANP, ANG II, com o intuito de estudar o efeito da idade, do dimorfismo e da
condicao de hipertensdo sobre o sistema-renina-angiotensina.

O método de decapitacdo por guilhotina apesar de restrito € o mais indicado para o
protocolo 2, pois, 0 uso de agentes anestésicos podem influenciar os resultados obtidos
nas analises hormonais e na hemodinamica (CABRAL et al. 1998; GOULD, 2008;
JACQUES et al. 2004; JANSSEN et al. 2004; SARANTEAS et al. 2005;
WAKABAYASHI, 2001; XU et al. 2015).

Coleta de sangue

O sangue foi coletado por decapitacdo, em tubos de polipropileno, mantidos sob
gelo, contendo o anticoagulante heparina para dosagens de AVP, OT, e sodio plasmatico
ou inibidores de peptidases (para ANP e ANG I1). O plasma foi obtido apos centrifugacao
por 20 minutos, 3000 rpm a 4 °C e estocado a -20 °C, até a realizacdo das respectivas

dosagens plasmaticas.

Coleta de tecidos

Foram coletados os seguintes tecidos: coracdo, figado, rim e Utero, que foram
pesados para determinacdo dos indices ponderais e foi realizada a coleta da pele para
quantificacdo do sodio epitelial. A pele foi congelada em nitrogénio para realizacdo da

técnica de PCR para um futuro estudo.
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Dosagens hormonais

Todas as extragdes e dosagens hormonais foram realizadas através de
radioimunoensaios especificos usando as técnicas descritas por Elias et al. (1998),
Haanwinckel et al. (1995), Gutkowska et al. (1984), Botelho et al. (1994), Vecsei (1979)
respectivamente para AVP, OT, ANG II, ANP. Todas as dosagens foram realizadas em
duplicata num mesmo ensaio. Foram utilizados anticorpos especificos para o
radioimunoensaio de ANG Il, AVP e OT que foram obtidos de Bachem Company, USA
(ANG I1I: T4007, AVP: T4561 and OT: T4084), e o anticorpo para ANP foi doado por
Jolanta Gutkowska (Universidade de Montreal, Canadd). A imunorreatividade do ensaio
de vasopressina foi de 55,4%, no ensaio de ocitocina foi de 48,01%, no ensaio de
angiotensina 2 foi de 27,94% e no ensaio de ANP foi de 25,57%. Foram realizados dois
experimentos de radioimunoensaio, considerando cada hormonio estudado. Foi realizada
a coleta do plasma para as avaliagbes hormonais de ocitocina, vasopressina, ANP e
Angiotensina 2, Os ensaios foram realizados realizados em maio de 2018 e marco de 2019

na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Avaliagdo do sodio plasmatico e hematdcrito

Para quantificagdo do Na* plasmatico (mEq) o plasma foi diluido (1:100) e dosado
por meio de fotometria de chama (Fotdmetro de Chamas, Micronal — Modelo B 462).
Apos a decapitacdo dos animais foi determinado também o hematdcrito, coletando-se o
sangue do tronco por meio de tubo capilar para microhematocrito e centrifugacao do

mesmo por 5 minutos a 10000 rpm.
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Eutanasia
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f

Coleta de plasma para avaliages hormonais, dos 6érgdos e da pele.

Fig. 5- Linha temporal do experimento 2- Avaliacdes hormonais e sodio da
pele em animais SHR e Wistar em 4 semanas (28-30 dias) e 12 semanas (84
dias).

Experimento 3 — Avaliagdes da pressdo sistélica em animais machos e fémeas das

linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade.

Avaliamos a evolucdo da pressao arterial sistélica (PAS) registradas através de
pletismografia de cauda, utilizando o pletismémetro de cauda com aquecedor (Bonther
Equipamentos, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo), o qual contém um termostato para manutencao
da temperatura a 39 graus celsius. Esse € um sistema indireto de avaliacdo da presséo
arterial, no qual os animais sdo acondicionados em tubos cilindricos de acrilico e
ventilados, de maneira adequada para a realizacdo das medidas de pressao arterial.

No procedimento experimental, um manguito de borracha foi acoplado na regido
proximal da cauda (estrangulador) dos animais, com a funcdo de inflar e desinflar
automaticamente em intervalos fixos de 15 segundos, juntamente com o transdutor de

pulso (sensor), acoplado na parte distal da cauda, sendo adequado para cada tamanho de
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animal. Os sinais foram captados por um sensor e analisados por um software
(Pletysmometer Tail Cuff versdo 2.7.5, Bonther Equipamentos).

Os animais foram aclimatados na sala de experimentacdo 24 horas antes do teste,
sob ciclo claro-escuro natural, uma vez que a luz branca € aversiva aos animais,
implicando em maior estresse, € passaram por uma adaptacdo prévia ao teste, no qual
foram incentivados a atravessar espontaneamente os tubos de acrilico, em seguida foram
colocadas as travas de contencao e aguardamos por um periodo de um a dois minutos para
a reducdo da frequéncia respiratoria dos animais e observacdo de seu comportamento, e
em seguida tracionamos a cauda para inser¢cdo da mesma nos manguitos. Durante todo o
experimento os animais foram mantidos em caixas coletivas.

Neste estudo, as fémeas intactas foram testadas em blocos de 5 a 6 animais para
manutencdo do horario de avaliacdo do ciclo estral apos o teste, enquanto que os machos
foram testados intercalados com as fémeas. A coleta de dados foi realizada das 8h até as
14h do mesmo dia, considerando o periodo de sono dos animais. No restante da tarde
seguimos com a adaptacdo de outros grupos no teste.

Foram realizadas cinco afericdes de cada animal durante um periodo de 15
minutos, e assim a PAS de cada animal foram consideradas como a media de cinco
afericOes. Esse experimento foi realizado com o objetivo de acompanhar a evolucdo da
pressdo arterial e de confirmar a hipertensdo arterial dos animais SHR em relacdo aos
Wistar.

A aquisicdo dos dados foi feita durante 8 dias consecutivos (de 25 aos 33 dias de
idade) e em seguida, 0 acompanhamento foi realizado semanalmente até os animais
completarem a idade de 12 semanas. A aquisi¢do dos dados foi realizada apés ajustar o
ganho para 1000, para que a amplitude estivesse entre 200 e 250.

Ao final do experimento 3, os animais foram submetidos a eutanasia ap0s
anestesia com barbitaricos (Tiopentax®)/pentobarbital) na dose anestésica de 40 mg/kg,
utilizando como veiculo agua estéril para injecdo no frasco de 0,59 ou 40mL de solucéo.

A seguir mostramos a linha do tempo experimental.
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Fig. 6- Linha temporal do experimento 3 — Avaliagbes de
pletismografia de cauda em animais SHR e Wistar de 4 semanas a 12
semanas de vida.

Experimento 4 — Avaliacdo do estoque tecidual de sddio na pele em animais machos e
fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade.

Amostras de pele de aproximadamente 6 g do dorso foram obtidas de animais
adultos acordo com o método empregado por Titze et al. (2004) e amostras de
aproximadamente 4 g do dorso foram obtidas dos filhotes. O procedimento para
avaliacdo do reservatorio de sodio foi modificado pelo nosso laboratorio da seguinte
forma: as amostras foram dessecadas a 100 + 10 °C por 72 h. O contetdo de agua total da
pele foi calculado pela diferenca entre o0 peso imido e 0 peso seco (peso apos estufa). As
amostras dessecadas foram submetidas ao processo de calcinacdo a 450 °C for 48 h, e
posteriormente as cinzas foram dissolvidas em 20 mL de acido nitrico (HNO3) 10%
diluido em agua destilada e para as amostras com massa menor que 6 gramas foi utilizado
um volume de &cido proporcional a massa de tecido obtida. A concentracdo de sddio no
plasma e na solucdo das cinzas com &cido nitrico foram medidas com o fotometro de
chamas (Micronal, modelo B462). Valores da concentragio de sodio total na pele (SKNa”,
total skin sodium concentration). razdo sodio/agua (R skna /skw, SKin sodium/water ratio),

sodio osmoticamente ativo acumulado (SKNa'y osmotically active skin sodium
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accumulation), sédio osmoticamente inativo acumulado (SKNa'( osmotically inactive
skin sodium accumulation) e sddio inativo total da pele (SKNa'G) o, total osmotically
inactive skin sodium concentration) foram medidos e calculados de acordo com os
métodos de TITZE et al. (2003, 2004). Os célculos estdo descritos abaixo:

v' Concentracdo de Na" total na pele (SKNa®, total skin sodium concentration; mEg/
L): foi avaliada pelo fotdmetro de chamas e os valores foram obtidos diretamente da
leitura do aparelho, a partir do fator de diluicdo do padréo (1:100), posteriormente as

concentragdes foram convertidas em mmol/ml.

v/ Contelido de agua total da pele (SKW, total skin water; mL): foi calculado pela
diferenca entre peso umido da pele (SWW) e peso seco apos estufa (SDW) resultando no
peso da agua (g), o que foi demonstrado pela equacéao 1.

SKW = SWW — SDW (1)

A densidade da agua (1g/mL) foi considerada como padrdo para determinar o

volume de agua presente na pele.

v Agua relativa da pele (rSKW, relative skin water; mL/g): foi calculada pela divisao
entre 0 volume total de agua da pele (SKW) e o peso umido da pele (SWW), sendo

demonstrado pela equacéo 2.

rSKW = 222 ()
SWw

v Razdo sédio/agua da pele [R (skna+/iskw), SKin sodium/water ratio; unidade arbitraria]:
foi calculada pela divisdo entre a concentragéo de sodio total da pele (SKNa*) e a agua
total da pele (SKW). Quando a razdo aumenta significa que ha maior contetdo de sodio

inativo acumulado na pele, o que foi mostrado pela equagéo 3.
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SKNa*
R= SKW (3)

Soédio osmoticamente ativo acumulado [SKNa'g, osmotically active skin
sodium accumulation; mmol/mL]: primeiro calculamos o valor delta (A) de agua
relativa da pele que é obtido pela diferenga entre as médias de rSKW. O valor delta é a
variacdo de agua relativa da pele entre 0s grupos de interesse e se encontra apresentado
em tabelas de 3 até 23.

O sodio osmoticamente ativo acumulado foi calculado pela multiplicacdo dos
fatores valor delta da agua relativa da pele (ArSKW, relative skin water variation), peso
Umido da pele (SWW, skin wet weight) e concentracdo de sddio plasmatico (mmol/mL).

Para obtermos o sodio ativo acumulado na pele com valores individuais
consideramos para os célculos o valor ArSKW respectivo para cada condi¢do do estudo,
sendo utilizados os valores individuais de peso umido da pele e de sodio plasmatico de

cada animal estudado, o que foi mostrado pela equacéo 4.

SKNa* = ArSKW X SWW X Na* pigsma) (4)

Sédio osmoticamente inativo acumulado [ASKNa'(;), osmotically inactive skin
sodium accumulation; mmol/mL] : primeiro calculamos o valor delta (A) da razéo
sodio/agua da pele que € obtido pela diferenga entre as médias de R(sknaskw). O valor
delta € a variacdo da razdo sodio/agua da pele entre os grupos de interesse e se encontra

apresentado em tabelas de 3 até 23.

O sbdio osmoticamente inativo acumulado foi calculado pela multiplicacdo dos
fatores: valor delta da razdo sodio/agua da pele (AR(sknaskw), SKin sodium/water ratio
variation) e agua total da pele (SKW).

Para obtermos o sdédio inativo acumulado na pele com valores individuais

consideramos para os calculos o valor AR(sknaskw) respectivo para cada comparagdo do
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estudo, sendo utilizados os valores individuais de &gua total da pele de cada animal

estudado, sendo o célculo mostrado pela equagdo 5.
SKNa+(i) = AR(skna+/skw) X SKW (5)

Sédio osmoticamente inativo total da pele [SKNa™), total osmotically inactive skin
sodium concentration; mmol/mL]: essa avaliagdo consiste na subtracdo entre a
concentragéo de sodio plasmatico e a concentracdo de sodio total da pele (SKNa*) que foi
obtida da fotometria de chamas, o que foi mostrado na equacgdo 6. Assumimos que todo o
Na* carreado para a pele foi oferecido pelo fluido extracelular.

SKNa (Dtotar = Napiasma — SKNQ pere  (6)

As equacOes mostradas acima foram obtidas de TITZE et al. (2003).

O método de decapitacdo por guilhotina foi também utilizado para o protocolo 4,
uma vez que esse experimento foi realizado na sequéncia do protocolo 2, no qual
obtivemos as amostras de plasma e também de pele. O uso de agentes anestésicos podem
influenciar os resultados obtidos nas analises hormonais e na hemodinamica (CABRAL et
al. 1998; GOULD, 2008; JACQUES et al. 2004; JANSSEN et al. 2004; SARANTEAS et
al. 2005; WAKABAYASHI, 2001; XU et al. 2015).

5.0 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os dados
foram analisados usando o programa Graphpad Prism 6.0 (San Francisco, USA). Foi
realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk e de Grubbs (¢=0,05) que indica um
outlier. Os dados foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias e ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguida de pds-teste de Bonferroni. Foram comparadas as
interacdes entre idade vs. dimorfismo sexual, linhagem vs. dimorfismo sexual, linhagem
vs. acumulo de sodio e linhagem vs. fase do ciclo estral. O intervalo de confianca adotado
para todo o estudo foi de 95% (a = 5%).
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6.0 Resultados

Experimento 1 — Avaliagdes do comportamento ingestivo de animais machos e
fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade em gaiolas
metabdlicas.

Esse experimento foi conduzido tomando em conjunto machos e fémeas de ambas
as linhagens simultaneamente e foi o terceiro protocolo a ser executado. Os experimentos
de avaliagdes comportamentais ocorreram em dois blocos distintos: um bloco para 4
semanas e outro bloco para 12 semanas. Para o experimento da fase adulta foi mantidos

todos os animais da fase de 4 semanas, sendo aumentado o nimero de fémeas.

Avaliacoes metabdlicas obtidas em SHR e Wistar de 4 semanas de idade

v’ Peso corporal

A analise estatistica da Figura 1 (Avaliacdo do peso corporal em animais de 4
semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(3,28) = 52,90; P<0,0001], demonstrou efeito
da idade [F(10,280) = 580,2; P<0,0001], e demonstrou interacdo entre os fatores
(linhagem x idade) [F(30,280) = 29,98; P<0,0001].
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Fig. 7- Avaliacéo do peso corporal diario de animais SHR e Wistar nas 4 semanas
de idade sob dieta controle em condicGes basais. Dados analisados por Anova de
duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-teste de Bonferroni e expressos
por média(DP), *#P<0,05.

Nesse grafico observamos diferencas significativas entre as linhagens desde os 24
dias de idade, mas nos gostariamos de destacar as diferencas mais significativas: (i)
machos SHR vs. machos Wistar aos 31 dias (62,4 +7,8 vs. 93,8 +7,5g; P<0,0001), aos
32 dias (62,4 + 8,0 vs. 96,0 + 8,3 g, P<0,0001), aos 33 dias de idade (60,6 + 6,4 vs.
92,2 + 55 g, P<0.0001) e (ii) fémeas SHR vs. fémeas Wistar nos mesmos dias,
respectivamente: aos 31 dias (54,6 £ 3,7 vs. 90,2 £5,6 g, P<0.01), aos 32 dias de idade
(55,5 + 3,2 vs. 90,6 +5,6 g, P<0.0001) e aos 33 dias de idade (56,1 + 5,6 vs. 83,1 + 8,50,
P<0.0001).

Esses dados demonstraram que 0s animais SHR possuem menor peso corporal que
0s animais Wistar nas 4 semanas de vida, o que era esperado e indica que a evolucdo da

carcaga ocorre mais lentamente nos SHR. Nesta avaliagdo machos e fémeas de ambas as
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linhagens néo diferiram entre si no acompanhamento de peso corporal. Nesse experimento

obtivemos uma boa ninhada fruto de um bom manejo no biotério.

v' Ingestao espontanea de salina hipertdnica

Neste estudo mostramos o padrdo de ingestdo esponténea de fluidos nos animais
SHR e Wistar na idade de 4 semanas. O objetivo desse estudo foi de determinar em que
momento os animais SHR estdo mudando seu comportamento ingestivo em fungdo do
desenvolvimento da hipertensdo, em comparagdo com animais Wistar.

Apresentamos a seguir a avaliacdo da ingestdo basal de salina hipertdnica em
machos SHR e Wistar.

A analise estatistica da Figura 2 (Avaliacdo da ingestdo basal de 0,3 M NaCl em
machos de 4 semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70) = 5,621; P<0,0001],
demonstrou efeito da idade [F(1,7) = 38,03; P=0,0005], e demonstrou interacdo entre os
fatores (linhagem x idade) [F(10,70) = 18,05; P<0,0001].
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Fig. 8- Avaliacdo da ingestdo basal de 0,3 M NaCl em machos intactos na
idade de 4 semanas. Dados analisados por Anova de duas vias com medidas
repetidas, seguido de pds-teste de Bonferroni e expressos por média(DP),
*P<0,05.
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Nesse grafico observamos diferengas significativas entre os grupos machos SHR
vs. machos Wistar aos 30 dias (19,52 £ 11,81 vs. 3,29 + 2,45 mL/100g, P<0,0001), aos
31 dias (14,40 £ 9,25 vs. 3,81 + 1,92 mL/100g, P<0.01), aos 32 dias (14,13 = 8,9 vs.
4,0 £ 1,86 mL/100g, P<0.01) e aos 33 dias de idade (27,74 = 11,27 vs. 11,44 £55
mL/100g , P<0.0001).

Esses dados demonstraram que os machos SHR possuem padrdo de ingestdo basal
de salina hipertdnica distinto em relacdo aos animais Wistar, antes das 4 semanas de
vida), periodo no qual a hipertensdo ainda ndo foi instalada nos SHR.

Vimos que 0s machos SHR apresentaram um pico de ingestdo de cloreto de sddio
aos 30 dias de vida e parecem apresentar continuo aumento da ingestdo desse fluido,
enquanto que os animais machos Wistar parecem manter a ingestdo de salina reduzida,
como era esperado.

Na figura a seguir (Fig. 3) observamos diferencas na ingestdo espontanea de salina

hipertonica entre fémeas SHR e fémeas Wistar, que foram avaliadas no mesmo periodo.

A andlise estatistica da Figura 3 (Avaliacdo da ingestdo basal de 0,3 M NaCl
fémeas de 4 semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70) = 17,64; P<0,0001],
demonstrou efeito da idade [F(1,7) = 39,90; P=0,0004 ], e demonstrou interacao entre 0s
fatores (linhagem x idade) [F(10,70) = 43,60; P<0,0001].
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Fig. 9- Avaliacdo da ingestdo basal de 0,3 M NaCl em fémeas intactas na
idade de 4 semanas. Dados analisados por Anova de duas vias com medidas
repetidas, seguido de pds-teste de Bonferroni e expressos por média(DP),
*P<0,05.
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Observamos diferencas na ingestdo de salina hipertonica entre fémeas SHR vs.
fémeas Wistar aos 29 dias (12,24 + 5,27 vs. 4,03 £ 3,33 mL/100g , P<0.001), aos 30
dias (15,51 + 8,76 vs. 3,46 = 2,13 mL/100g, P<0.0001), aos 31 dias (13,16 + 4,81 vs.
4,15 + 2,58 mL/100g , P<0.001), aos 32 dias (12,8 £ 4,24 vs. 4,02 + 2,36 mL/100g,
P<0.001) e aos 33 dias (35,20 £ 9,25 vs. 10,25 + 3,72 mL/100g, P<0.0001).

O resultado sugeriu que fémeas SHR também possuem padrédo de ingestdo basal de
salina hipertonica distinto em relacdo as fémeas Wistar, antes das 4 semanas de idade, no
qual as fémeas SHR ingerem maior volume de NaCl 0,3 M ao longo do tempo em relagéo
as fémeas Wistar de mesma idade.

Verificamos que as fémeas SHR apresentaram uma flutuacdo ascendente do
consumo de salina ndo significativa aos 26 dias e aumento significativo do consumo a
partir dos 29 dias de vida e parecem apresentar continuo aumento da ingestdo desse
fluido, enquanto que as fémeas Wistar parecem ingerir um volume menor de salina como
era esperado.

A ingestdo espontanea de agua nos animais SHR e Wistar na idade de 4 semanas
também foi avaliada nesse experimento, sendo mostrada a seguir.

A analise estatistica da Figura 4 (Avaliacdo da ingestdo basal de &gua em machos
de 4 semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=2,035; P=0,0423], demonstrou
efeito da idade [F(1,7)=72,48; P<0,0001], e demonstrou interacdo entre os fatores
(linhagem x idade) [F(10,70)=17,29; P<0,0001].
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v" Ingestao espontanea de agua
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Fig. 10- Avaliacdo da ingestdo basal de agua em machos intactos na idade de
4 semanas de idade. Dados analisados por Anova de duas vias com medidas
repetidas, seguido de pds-teste de Bonferroni e expressos por média(DP),
*P<0.05.

Na figura 4, observamos diferencas significativas entre os grupos: machos SHR vs.
machos Wistar aos 26 dias (42,45 £ 10,39 vs. 57,55 + 12,03 mL/100g, P<0.001), aos 27
dias (27,71 £ 7,3 vs. 41,48 + 6,19 mL/100g , P<0.01), aos 28 dias (20,95 + 6,67 vs.
36,27 + 5,94 mL/100g , P<0.001), aos 29 dias (24,89 + 7,73 vs. 41,99 + 4,85 mL/100g,
P<0.0001), aos 30 dias (20,52 £ 6,1 vs. 38,56 £ 5,51 mL/100g , P<0.0001), aos 31 dias
(22,01 £5,36 vs. 34,34 + 6,03 mL/100g , P<0.01), aos 32 dias (20,71 £5,76 vs. 35,07 £
5,66 mL/100g, P<0.001), e aos 33 dias (31,91+7,43 vs. 48,96+6,97 mL/100g, P<0.0001).

O resultado sugeriu que os machos SHR também possuem um distinto padrdo
comportamental de ingestdo de agua em relacdo aos machos Wistar, sob condicGes
fisiologicas. Verificamos que os machos SHR apresentaram uma reducdo significativa do
consumo de agua a partir dos 26 dias de vida e parecem apresentar continua reducdo da
ingestdo desse fluido, enquanto que os machos Wistar parecem ingerir um volume maior

de &gua, basalmente, como era esperado.
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Na Fig.5 a seguir mostramos a ingestdo de agua em fémeas SHR comparadas com
as fémeas Wistar.

A anélise estatistica da Figura 5 (Avaliacdo da ingestdo basal de 4gua em fémeas
de 4 semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=4,548; P<0,0001], demonstrou
efeito da idade [F(1,7)=33,91; P=0,0006], e demonstrou interacdo entre os fatores
(linhagem x idade) [F(10,70) = 25,28; P<0,0001].
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Fig. 11- Avaliacéo da ingestdo basal de agua fémeas SHR e Wistar na idade
de 4 semanas, normonatrémicas e normohidratadas. Dados analisados por
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pds-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

Verificamos diferencas significativas entre os grupos Fémeas SHR vs. Fémeas
Wistar aos 26 dias (40,27 + 13,28 vs. 74,74 +6,72 mL/100g, P<0,0001), aos 27 dias
(30,08 £8,67 vs. 42,74 +7,94 mL/100g, P<0,01), aos 28 dias (28,71 + 8,55 vs. 40,79
+ 7,35 mL/100g, P<0,01), aos 30 dias (24,74 + 9,17 vs. 39,95 + 6,98 mL/100g, P<0,01)
e aos 33 dias (38,08 £ 9,37 vs. 51,17 £ 6,50 mL/100g, P<0,05).

O resultado sugeriu que as fémeas SHR também possuem um comportamento de
ingestdo de agua diferente em relacdo as fémeas Wistar, sob condicdes fisiologicas.
Verificamos que as fémeas SHR apresentaram uma reducéo significativa do consumo de

agua a partir dos 26 dias de vida e parecem apresentar permanente reducdo da ingestdo
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desse fluido, enquanto que as fémeas Wistar parecem ingerir um volume maior de agua,

basalmente, como era esperado.

v' Ingestao espontanea de alimento
A andlise estatistica da Figura 6 (Avaliacdo da ingestdo basal de alimento em
animais de 4 semanas de idade) ndo evidenciou efeito da linhagem [F(3,21)=0,1442;
P=0,9323], demonstrou efeito da idade [F(10,70)=27,93; P<0,0001], e demonstrou
interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(30, 210)=1,954; P=0,0035].
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Fig. 12- Avaliacdo da ingestdo basal de alimento em machos (A) e em
fémeas (B) comparando as linhagens na idade de 4 semanas,
normonatrémicos e normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguido de pos-teste de Bonferroni e expressos
por média(DP).
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O resultado indicou que a ingestdo de alimento ndo é um parametro influenciado pela
linhagem, ou seja, independente da linhagem a ingestdo de alimento é semelhante nos

animais avaliados.

v Volume urinario

A andlise estatistica da Figura 7 (Avaliacdo do volume urinério basal machos de 4
semanas de idade) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=2,288; P=0,0219],
demonstrou efeito da idade [F(1,7)=7,606; P=0,0282], e demonstrou interacdo entre 0s
fatores (linhagem x idade) [F(10,70) =19,88; P<0,0001].
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Fig. 13- Avaliacdo do volume urinério basal em machos SHR e Wistar na
idade de 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados analisados
por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pds-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

Verificamos diferencas significativas entre 0s grupos machos SHR vs. machos
wistar aos 26 dias (13,06 + 6,13 vs. 19,14 £ 5,49 mL/100g, P<0,05), aos 27 dias (6,71
+ 3,53 vs. 14,71 + 4,68 mL/100g, P<0,01), aos 28 dias (6,63 + 2,79 vs. 16,07 + 2,75
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mL/100g, P<0,0001) e aos 30 dias de idade (7,87 + 3,44 vs. 14,58 + 3,29 mL/100g,
P<0,05).

Os resultados indicam que o volume urinario é influenciado pela diferenca entre as
linhagens e que apesar de os machos tomarem mais salina hiperténica esponataneamente e
ingerirem menor volume de agua, o volume urinario produzido por esses animais é
também menor, o que demonstra uma caracteristica dessa linhagem no desenvolvimento
da hipertensao.

A andlise estatistica da Figura 8 (Avaliacdo do volume urinério basal em fémeas
de 4 semanas de idade) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=3,358; P=0,0013],
demonstrou efeito da idade [F(1,7)=19,21; P=0,0032], e demonstrou interacdo entre 0s
fatores (linhagem x idade) [F(10,70) = 20,64; P<0,0001].
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Fig. 14- Avaliacdo do volume urinario basal em fémeas SHR e Wistar na
idade de 4 semanas, normonatrémicas e normohidratadas. Dados analisados
por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sequido de pds-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

Verificamos diferencas significativas entre os grupos fémeas SHR vs. fémeas
Wistar aos 24 dias (4,87 £2,23 vs. 9,72 £ 2,64 mL/100g , P<0,01), aos 26 dias (11,22 +
3,86 vs. 23,36 +5,43 mL/100g, P<0,00001), aos 27 dias (5,99 + 3,18 vs. 11,22 + 3,08
mL/100g, P<0,05), aos 28 dias de idade (6,71 + 2,63 vs. 13,40 £ 3,97 mL/100 g,
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P<0,01), aos 29 dias (5,83 + 4,17 vs. 14,06 £ 1,97 mL/100g , P<0,00001) e aos 33 dias
de idade (14,56 + 6,57 vs. 24,02 + 8,97 mL/100g, P<0,00001).

Os resultados com as fémeas demonstraram a mesma resposta fisioldégica obtida
com os machos. As fémeas SHR produziram menor volume urinario em relacéo as fémeas
Wistar, indicando uma caracteristica da linhagem SHR nas 4 semanas de vida. Essa
caracteristica seria a de menor producdo de urina, apesar de as fémeas SHR ingerirem
maior volume de salina hiperténica que as fémeas Wistar e menor volume de agua.

Ao associarmos os resultados de volume urinario de ambas as linhagens, 0s
resultados indicariam que a linhagem SHR poderia expressar mecanismos para retengéo

de volume e s6dio mais exacerbados mesmo no desenvolvimento da hipertens&o.

v Osmolalidade urinaria

A andlise estatistica da Figura 9 (Avaliagdo da osmolalidade urinaria basal em
machos de 4 semanas de idade) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=2,009;
P=0,0451], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=1,297; P=0,2922], e demonstrou
interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(10,70) =15,33; P<0,0001].
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Fig. 15- Avaliacdo da osmolalidade urinaria basal em machos SHR e Wistar
na idade de 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

68



Verificamos diferencas significativas entre 0os grupos machos SHR vs. machos
Wistar aos 31 dias de idade (1468,37 + 152,49 vs. 1747,37 £ 162,06 mOsm/kg H,O 24h,
P<0,05).

O resultado da osmolalidade urinéaria avaliada nos machos, demonstrou uma
diminuicdo da osmolalidade urinaria como variacdo fisioldégica desse parametro em
animais SHR de 4 semanas de idade.

A andlise estatistica da Figura 10 (Avaliacdo da osmolalidade urinaria basal em
fémeas de 4 semanas de idade) evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=5,097;
P<0,0001], demonstrou efeito da idade [F(1,7)=18,64; P=0,0035], e demonstrou interagao
entre os fatores (linhagem x idade) [F(10,70) = 6,349; P<0,0001].
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Fig. 16- Avaliacdo da osmolalidade urinaria basal em fémeas SHR e Wistar
na idade de 4 semanas, normonatrémicas e normohidratadas. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

Verificamos diferencas significativas entre os grupos fémeas SHR vs. fémeas
Wistar aos 30 dias (1370,37+193,11 vs. 1698,12+190,12 mOsm/kg H,O 24h,
P<0,0001), aos 31 dias (1301,12+218,57 vs. 1866,37+104,22 mOsm/kg H,O 24h,
P<0,0001).
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Os resultados indicaram que as fémeas SHR na idade de 4 semanas apresentam

reducdo da osmolalidade urinaria, sendo essa uma variagdo fisioldgica encontrada.

v Carga excretada de sodio

A analise estatistica da Figura 11 (Avaliacdo da carga excretada de sddio basal em
machos de 4 semanas de idade) ndo evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=0,7821;
P=0,6454], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=0,2114; P=0,6596], e demonstrou
interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(10,70)=24,05; P<0,0001].
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Fig. 17- Avaliacdo da carga excretada de sodio basal em machos SHR e
Wistar na idade de 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por media(DP).

O resultado da carga excretada de sdédio em machos ndo € influenciado pela
diferenca de linhagem, o que significa que outros mecanismos influenciam esse
parametro.

A analise estatistica da Figura 12 (Avaliagdo da carga excretada de sédio basal em

fémeas de 4 semanas de idade) ndo evidenciou efeito da linhagem [F(10,70)=0,8972;
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P=0,5404], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=0,5138; P=0,4967], e demonstrou
interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(10,70)=31,29; P<0,0001].
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Fig. 18- Avaliacdo da carga excretada de sédio basal em fémeas SHR e
Wistar na idade de 4 semanas, normonatrémicas e normohidratadas. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por media(DP).

O resultado indicou que a carga excretada ndo sofre variacdes fisiologicas

devido a diferenca de linhagem dos animais nesse periodo de avaliacéo.

Avaliacdes metabolicas obtidas em animais SHR e Wistar em funcdo das
diferencas entre machos e fémeas

Avaliamos se 0 padrdo de comportamento natriorexigénico ou dipsogénico dos
animais SHR e Wistar é sexualmente dimérfico, mesmo antes da maturacao reprodutiva e

no desenvolvimento da hipertensdo da hipertensdo nos SHR.
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v Ingestao espontanea de salina hipertdnica

A andlise estatistica da Figura 13A (Avaliacdo da ingestdo basal de salina
hipertdnica em machos e em fémeas SHR de 4 semanas) evidenciou efeito do dimorfismo
[F(10,70)=3,330; P=0,0014], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7) =1,166; P=0,3160],
e evidenciou interagdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=29,11; P<0,0001].

A anélise estatistica da Figura 13B (Avaliacdo da ingestdo basal de salina
hipertbnica em machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) evidenciou efeito do
dimorfismo [F(10,70)=20,44; P<0,0001], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=0,1681;
P=0,6940], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=
1,305; P = 0,2451].
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Fig. 19- Avaliacdo da ingestdo basal de salina hipertbnica em machos e fémeas
SHR (A) e Wistar (B) de 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sequido de pds-
teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

Verificamos diferencas significativas entre os grupos machos SHR vs. fémeas
SHR aos 26 dias (17,87« 8,14 vs. 9,79 + 4,44 mL/100g , P<0,01) e aos 33 dias
(27,74+11,27  vs. 35,20+9,25 mL/100g, P<0,05). Foi observado que o padrdo de
comportamento natrorexigénico nos animais SHR é sexualmente dimorfico, mas ndo é

dimérfico nos animais da linhagem Wistar.
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v Ingestdo esponténea de 4gua

O dimorfismo do comportamento dipsogénico € mostrado a seguir.

A andlise estatistica da Figura 14A (Avaliacdo da ingestdo basal de &gua em
machos e em fémeas SHR de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(10,70)=0,6034; P=0,8058], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=5,048; P=0,5950],
e evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70) =9,304; P<0,0001].

A andlise estatistica da Figura 14B (Avaliacdo da ingestdo basal de agua em
machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) evidenciou efeito do dimorfismo
[F(10,70)=2,748; P=0,0065], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,7)=2,006; P=0,1996], e
evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=45,66; P<0,0001].
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Fig. 20- Avaliacdo da ingestdo basal de &gua em machos e fémeas SHR (A) e
Wistar (B) 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados analisados
por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pds-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.
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Verificamos diferencas significativas entre os grupos Machos Wistar vs. Fémeas
Wistar aos 26 dias (57,55 £ 12,03 vs. 74,74 £ 6,72 mL/100g, P<0,0001). O consumo
espontdneo de agua é sexualmente dimorfico apenas na linhagem Wistar no periodo
avaliado.

v Ingestéo espontanea de alimento

A anélise estatistica da Figura 15A (Avaliacdo da ingestdo basal de alimento em
machos e em fémeas SHR de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo [F(1,7)=
0,2639; P=0,6233], demonstrou efeito da idade [F(10,70)=19,91; P<0,0001], e n&o
evidenciou interagdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70) =0,8430; P=0,5894].

A andlise estatistica da Figura 15B (Avaliacdo da ingestdo basal de alimento em
machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=0,05432; P=0,9943], demonstrou efeito da idade [F(10,70) =14,59; P<0,0001], e
evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=3,537; P=0,0008].

Verificamos diferencas significativas na ingestdo de alimento entre os grupos
fémeas Wistar vs. machos Wistar aos 30 dias de idade (25,49 + 3,72 vs. 33,57 £ 7,74
g/100g , P<0,05).

Foi observado que o padrdo de comportamento alimentar nos animais Wistar e
SHR ndo é sexualmente dimdérfico, mas foi encontrada uma variacdo fisiologica na

ingestdo de alimento em animais Wistar.

75



A
-8 MSHR-4 (n=8)

& FSHR-4 (n=8)

60

504

40

(g/100 g)

304

204

Ingestdo basal de alimento

20 25 30 35
Idade (dias)

B o ww.s (n=8)
-~ FW-4 (n=8)

60

45 -

(g/100 g)

30

*

Ingestdo basal de alimento

15 T T 1
20 25 30 35

Idade (dias)

Fig. 21- Avaliacdo da ingestdo basal de alimento em machos e fémeas SHR
(A) e Wistar (B) 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0.05.

4 Volume urinério basal
A andlise estatistica da Figura 16A (Avaliagdo do volume urinério basal em

machos e em fémeas SHR de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
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[F(1,7)=1,673; P=0,2370], ndo demonstrou efeito da idade [F(10,70)=0,6997; P=0,7296],
e evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=8,381; P<0,0001].

A andlise estatistica da Figura 16B (Avaliacdo do volume urinario basal em
machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=0,1218; P=0,7374], demonstrou efeito da idade [F(10,70)=2,133; P=0,0328], e
evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=32,85; P<0,0001].

Verificamos que ndo ha diferencas significativas entre os grupos avaliados em
ambas as linhagens.

Foi observado que o parametro volume urinério nos animais Wistar e SHR néo é
sexualmente dimérfico.
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Fig. 22- Avaliagdo do volume urinario basal em machos e fémeas SHR (A) e
Wistar (B) 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados analisados
por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sequido de pds-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP).
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v Osmolalidade urinaria

A andlise estatistica da Figura 17A (Avaliacdo da osmolalidade urinaria em
machos e em fémeas SHR de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=0,4723; P=0,5141], ndo demonstrou efeito da idade [F(10,70)=1,324; P=0,2350],
e evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=8,404; P<0,0001].

A andlise estatistica da Figura 17B (Avaliacdo da osmolalidade urinaria em
machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=3,791; P=0,0926], ndo demonstrou efeito da idade [F(10,70) =1,818; P=0,0731], e
evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70) =15,81; P<0,0001].
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Fig. 23- Avaliacdo da osmolalidade urinaria basal em machos e fémeas
SHR(A) e Wistar B) 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por média(DP).

78



Verificamos que ndo ha diferencas significativas entre os grupos avaliados em
ambas as linhagens.
Foi observado que o pardmetro osmolalidade urinéaria nos animais Wistar e SHR

nao é sexualmente dimdrfico.

v Carga excretada de sodio

A anélise estatistica da Figura 18A (Avaliacdo da carga excretada de sédio em
machos e em fémeas SHR de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=1,840; P=0,2170], ndo demonstrou efeito da idade [F(10,70)=10,70; P=0,3561], e
evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70) =10,52; P<0,0001].

A analise estatistica da Figura 18B (Avaliacdo da carga excretada de sddio em
machos e em fémeas Wistar de 4 semanas) ndo evidenciou efeito do dimorfismo
[F(1,7)=1,202; P=0,3092], ndo demonstrou efeito da idade [F(10,70)=1,0005; P=0,4484],
e evidenciou interacdo entre os fatores (dimorfismo x idade) [F(10,70)=26,77; P<0,0001].

Verificamos que ndo ha diferencas significativas entre os grupos avaliados em
ambas as linhagens.

Foi observado que o parametro carga excretada de sodio nos animais Wistar e

SHR nao é sexualmente dimérfico.
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Fig. 24- Avaliacdo da carga excretada de sodio em machos e fémeas SHR (A)
e Wistar (B) 4 semanas, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-
teste de Bonferroni e expressos por media(DP).
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Avaliacoes metabdlicas obtidas em SHR e Wistar de 12 semanas de idade

Mostramos a seguir os parametros avaliados em animais de 12 semanas de idade.
Os animais entraram na gaiola metab6lica com 80 dias de idade, considerando o periodo
de adaptacdo de 3 dias. Os dias experimentais foram considerados quando os animais
apresentaram 83 e 84 dias de idade. A avaliacdo do dimorfismo sexual foi realizada pela
observacao dos resultados na mesma figura (graficos A e B). Os dados mostram alguns
animais que estavam presentes no experimento de 4 semanas de idade e que
permaneceram neste experimento de 12 semanas de idade, sendo aumentado o nimero de
animais por grupo.
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Fig. 25- Awvaliacdo do peso corporal em machos (A) e fémeas (B) das
linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de pos-teste de Bonferroni e expressos por média(DP),
*P<0,05 para as diferengas de linhagem e #P<0,05 para as diferengas na fase
do ciclo estral. 81




A andlise estatistica da Figura 19A (Avaliacdo do peso corporal em machos SHR e
Wistar de 12 semanas) ndo evidenciou efeito da linhagem [F(1,8)=3,494; P=0,0985], e
demonstrou efeito da idade [F(4,32)=32,13; P<0,0001], e evidenciou interacdo entre os
fatores (linhagem x idade) [F(4,32)=7,150; P=0,0003].

A analise estatistica da Figura 19B (Avaliacdo do peso corporal em fémeas SHR e
Wistar de 12 semanas) evidenciou efeito da linhagem [F(3,24)=43,53; P<0,0001],
demonstrou efeito da idade [F(4,32)=507,7; P<0,0001], e evidenciou interacdo entre os
fatores (linhagem x idade) [F(12,96) =7,219; P<0,0001].

No gréafico A observamos diferencas no peso corporal com 82 (288,3+29,9 vs.
328,2 + 52,3 g, P<0,0001), 83 (293,9+ 30,6 vs. 339,3+55,6 g, P<0,0001) e 84
(299,0£30,1 vs. 363,7 +40,2 g, P<0,0001) dias de idade, comparando os animais SHR
com os da linhagem Wistar e no grafico B observamos diferencas significativas com 80
dias (164,4+19,8 vs. 267,0+34,4 g, P<0,0001) na fase de proestro/estro (176,3+13,9
vs. 244,9+19,0 g, P<0,0001) na fase de metaestro/diestro; com 81 dias (169,8+20,0
vs. 278,1+36,8 g, P<0,0001) na fase de proestro/estro (181,1+12,3 vs. 251,7£17,7 9,
P<0,0001) na fase de metaestro/diestro; com 82 (175,6+21,0 vs. 287,5+37,7 g,
P<0,0001) na fase de proestro/estro e (188,1+11,8 vs. 260,7+£16,9 g, P<0,0001) na fase de
metaestro/diestro; com 83 (182,3£21,6 vs. 297,1+37,3 g, P<0,0001) na fase de
proestro/estro e (194,3+11,9 vs. 269,8+£16,9 g, P<0,0001) na fase de metaestro/diestro;
com 84 (190,3+19,1 vs. 369,4+37,3 g, P<0,0001) na fase de proestro/estro e (202,6+13,7
vs. 279,3+19,4 g, P<0,0001) na fase de metaestro/diestro, comparando os animais SHR
com os da linhagem Wistar. Neste parametro foi observada uma significativa influéncia
da linhagem no peso corporal das fémeas, mas ndo dos machos, e comparando os graficos
A e B podemos observar que o peso dos machos é maior em relacdo as fémeas, conforme

sera mostrado também na estatistica dos indices ponderais no experimento 2.

v Ingestdo espontanea de salina hipertonica

A andlise estatistica da figura 20 A (Avaliacdo da ingestdo espontanea de salina
hipertdbnica em machos) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=5,317, P=0,0021],
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evidenciou influencia da linhagem [F(1,8)=89,76, P<0,0001], mas n&o evidenciou
interacdo (idade x linhagem) [F(4,32)=1,586, P=0,2020].
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Fig. 26- Avaliacdo da ingestdo espontanea de salina hipertbnica em machos (A) e
fémeas (B) das linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de poOs-teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05
para as diferencas de linhagem e #P<0,05 para as diferencas na fase do ciclo estral.

Demonstramos as alteracdes observadas pelas diferencas de linhagem. No grafico
A observamos aumento na ingestdo de salina hipertdnica pela influencia da linhagem em

todos os dias de avaliacdo. Com 80 dias de idade, comparando as machos SHR com os
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machos Wistar (5,15+2,14 vs. 1,47+1,23 mL/100 g, P<0,0001). Com 81 dias de idade,
comparando as machos SHR com os machos Wistar (6,47+1,85 vs. 1,65+0,98 mL/100
g, P<0,0001). Com 82 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(7,24+2,2 vs. 1,87+1,27 mL/100 g, P<0,0001). Com 83 dias de idade, comparando as
machos SHR com os machos Wistar (7,26+1,86 vs. 2,39+2,28 mL/100 g, P<0,0001).
Com 84 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar (7,12+3,32
vs. 1,97+1,69 mL/100 g, P<0,0001).

A analise estatistica da figura 20 B (Avaliacdo da ingestdo espontanea de salina
hipertdbnica em fémeas) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=21,19, P<0,0001],
evidenciou influencia da linhagem [F(3,24)=162,1, P<0,0001], mas n&o evidenciou
interacdo (idade x linhagem) [F(12,96)=1,782, P=0,0619].

Demonstramos, primeiramente, as alteracOes observadas pelas diferencas de
linhagem. No grafico B observamos aumento na ingestdo de salina hipertonica pela
influencia da linhagem em todos os dias de avaliacdo das fémeas.

Com 80 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (5,34+1,46 vs. 1,21+0,86 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas Wistar na fase
de metaestro/diestro (8,4+0,9 vs. 1,0+0,6 mL/100 g, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (6,31+1,96 vs. 1,89+1,03 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas Wistar na fase
de metaestro/diestro (8,82+1,76 vs. 1,37+0,75 mL/100 g, P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (7,27+1,59 vs. 4,42+1,34 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas Wistar na fase
de metaestro/diestro (10,0£1,2 vs. 1,74+1,09 mL/100 g, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (7,76+2,29 vs. 4,13+1,42 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas Wistar na fase
de metaestro/diestro (10,90+1,73 vs. 2,04+1,6 mL/100 g, P<0,0001).
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Com 84 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (7,76+2,29 vs. 4,13+1,42 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas Wistar na fase
de metaestro/diestro (10,90+1,73 vs. 2,04+1,6 mL/100 g, P<0,0001).

Também foi observada a influencia da fase do ciclo estral com dias 80 de idade,
comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (5,34+1,46 vs. 8,4+0,9 mL/100 g, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro (6,31+1,96 vs. 8,82+1,76 mL/100 g,
P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro (7,27+1,59 vs. 10,00+1,20 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com as fémeas Wistar
na fase de metaestro/diestro (4,42+1,34 vs. 1,74+1,09 mL/100 g, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro (7,76+2,29 vs. 10,90+1,73 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com as fémeas Wistar
na fase de metaestro/diestro (4,13£1,42 vs. 2,04+1,6 mL/100 g, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro (7,58+3,22 vs. 12,08+2,16 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com as fémeas Wistar
na fase de metaestro/diestro (4,09+1,67 vs. 1,75+1,55 mL/100 g, P<0,0001).

Em geral, a andlise estatistica evidenciou que os animais machos e fémeas SHR
adultos ingerem maior volume de salina hiperténica espontaneamente em relacdo aos
animais da linhagem Wistar, sendo essa uma caracteristica fenotipica padrdo nos SHR.
Os machos SHR tomam volume de salina hipertonica equivalente ao volume ingerido
pelas fémeas SHR em metaestro/diestro e 0 mesmo ocorre com 0s machos Wistar que
tomam volume de salina hipertdnica equivalente ao volume ingerido pelas fémeas Wistar
em metaestro/diestro.

As fémeas SHR tomam maior volume de salina na fase de metaestro/diestro,

enquanto que as fémeas Wistar ingerem maior volume na fase de proestro/estro.
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v Ingestao espontanea de agua
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Fig. 27- Avaliacdo da ingestdo espontanea de agua em machos (A) e fémeas (B) das
linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de poOs-teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05
para as diferencas de linhagem e #P<0,05 para as diferencas na fase do ciclo estral.
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A analise estatistica da figura 21 A (Avaliacdo da ingestdo espontanea de 4gua em
machos) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=6,808, P=0,0004], evidenciou
influencia da linhagem [F(1,8)=45,82, P=0,0001], e evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(4,32)=4,457, P=0,0056].

Demonstramos as alteracfes observadas pelas diferencas de linhagem. No grafico
A observamos aumento na ingestdo de salina hipertonica pela influencia da linhagem em
todos os dias de avaliacdo.

Com 80 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(3,69+2,21 vs. 14,31+3,69 mL/100 g, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(4,71%£2,38 vs. 15,34+4,04 mL/100 g, P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(6,08+1,91 vs. 15,3+4,74 mL/100 g, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(7,01£1,98 vs. 14,25+3,73 mL/100 g, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(8,9+1,47 vs. 15,76+4,49 mL/100 g, P<0,0001).

A analise estatistica da figura 21 B (Avaliacdo da ingestdo espontanea de agua em
fémeas) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=74,06, P<0,0001], evidenciou influencia
da linhagem [F(3,24)=55,43, P<0,0001], mas ndo evidenciou interacdo (idade x linhagem)
[F(12,96)=1,599, P=0,1046].

Demonstramos, primeiramente, as alteracGes observadas pelas diferencas de
linhagem. No grafico B observamos aumento na ingestdo de salina hiperténica pela
influencia da linhagem em todos os dias de avaliacdo das fémeas.

Com 80 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas SHR na fase de proestro/estro (9,91+1,66 vs. 5,71+1,23 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas
SHR na fase de metaestro/diestro (15,93+2,15 vs. 8,42+1,92 mL/100 g, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (13,89+2,01 vs. 7,99+1,41 mL/100 g, P<0,0001)
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e comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase
de metaestro/diestro (17,25+2,09 vs. 10,93+3,48 mL/100 g, P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (16,22+2,84 vs. 9,25+1,68 mL/100 g, P<0,0001)
e comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase
de metaestro/diestro (19,41+1,99 vs. 13,3+1,88 mL/100 g, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas SHR na fase de proestro/estro (15,78+2,21 vs. 10,44+2,82 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas
SHR na fase de metaestro/diestro (19,68+2,1 vs. 13,90+1,95 mL/100 g, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (17,43+2,94 vs. 11,94+3,14 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas
SHR na fase de metaestro/diestro (21,27+2,68 vs. 16,72+2,16 mL/100 g, P<0,0001).

Também foi observada a influencia da fase do ciclo estral com dias 80 de idade,
comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (5,71+1,23 vs. 8,42+1,92 mL/100 g, P<0,01).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (13,89+2,01 vs. 17,25+2,09 mL/100 g,
P<0,001) e as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (7,99+1,41 vs. 10,93+3,48 mL/100 g, P<0,001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (16,22+2,84 vs. 19,41+1,99 mL/100 g,
P<0,001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (9,25+1,68 vs. 13,3+1,88 mL/100 g, P<0,001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (15,78+2,21 vs. 21,27+2,69 mL/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (10,44+2,82 vs. 13,90+1,95 mL/100 g, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (15,78+2,21 vs. 21,27+2,69 mL/100 g,
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P<0,0001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (10,44+2,82 vs. 13,90+1,95 mL/100 g, P<0,0001).

Em resumo, os animais SHR machos e fémeas tomam menor volume de &gua
espontaneamente em relacdo aos animais machos e fémeas Wistar. As fémeas de ambas as
linhagens ingerem maior volume de agua quando se encontram na fase de metaestro ou
diestro. Observamos, entdo, 0 comportamento tipico de ingestdo de &gua espontanea nos

animais espontamenate hipertensos e nos animais normotensos.

v' Ingestao espontanea de alimento
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Fig. 28- Avaliacdo da ingestdo espontanea de alimento em machos (A) e fémeas (B)
das linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de poOs-teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05
para as diferencas de linhagem e #P<0,05 para as diferengas na fase do ciclo estral.
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A anélise estatistica da figura 22 A (Avaliacdo da ingestéo espontanea de alimento
em machos) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=6,877, P=0,0004], evidenciou
influencia da linhagem [F(1,8)=1,095, P=0,3259], e evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(4,32)=0,1097, P=0,9782].

Demonstramos as alteracfes observadas pelas diferencas de linhagem. No grafico
A observamos aumento na ingestdo de alimento pela influencia da linhagem em todos os
dias de avaliagéo.

A analise estatistica da figura 22 B (Avaliacdo da ingestdo espontanea de alimento
em fémeas) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=16,15, P<0,0001], evidenciou
influencia da linhagem [F(3,24)=56,02, P<0,0001], e evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(12,96)=5,767, P<0,0001].

Demonstramos, primeiramente, as alteracGes observadas pelas diferencas de
linhagem. No grafico B observamos aumento na ingestdo de alimento pela influencia da
linhagem em todos os dias de avaliacdo das fémeas.

Com 80 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (12,62+3,19 vs. 2,3+1,11 ¢g/100 g, P<0,0001) e
comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (17,97£2,52 vs. 5,52+1,35 ¢/100 g, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (8,02+4,15 vs. 3,07+1,13 ¢g/100 g, P<0,0001) e
comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (14,62+3,58 vs. 5,47+2,84 /100 g, P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (5,46+2,21 vs. 2,96+1,91 ¢g/100 g, P<0,0001) e
comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (11,5+2,89 vs. 6,83+2,34 g/100 g, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (6,34+1,12 vs. 2,78+1,21 g/100 g, P<0,0001) e
comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (13,36£3,16 vs. 6,42+2,21 g/100 g, P<0,0001).
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Com 84 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas SHR na fase de proestro/estro (7,35+2,33 vs. 2,18+1,03 g/100 g, P<0,0001) e
comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (12,46%4,5 vs. 6,62+2,88 g/100 g, P<0,0001).

Também foi observada a influencia da fase do ciclo estral com 80 dias de idade,
comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (2,3+1,11 vs. 5,52+1,35 g/100 g, P<0,01).

Com 81 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (8,02+4,15 vs. 14,62+3,58 g/100 g,
P<0,001) e as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na fase de
metaestro/diestro (3,07+1,13 vs. 5,47+2,84 g/100 g, P<0,001).

Com 82 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (5,46+2,21 vs. 11,5+2,89 ¢/100 g,
P<0,001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (2,96+1,91 vs. 6,83+2,34 ¢/100 g, P<0,001).

Com 83 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro com
as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (6,34+1,12 vs. 13,36+3,16 g/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (2,78+1,21 vs. 6,42+2,21 ¢/100 g, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de proestro/estro
com as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro (7,35+2,33 vs. 12,46+4,5 g/100 g,
P<0,0001) e comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas SHR na
fase de metaestro/diestro (2,18+1,03 vs. 6,62+2,88 ¢/100 g, P<0,0001).

Com esses resultados podemos dizer que a linhagem nédo influenciou o
comportamento ingestivo nos machos, mas nas fémeas houve a influencia da linhagem e
na fase do ciclo de metaestro/diestro as fémeas de ambas as linhagens ingeriram maior

quantidade de alimento.
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Fig. 29- Avaliacdo do volume urinario em machos (A) e fémeas (B) das linhagens
Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e normohidratados. Dados
analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de pos-teste de
Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05 para as diferencas de linhagem e
#P<0,05 para as diferencas na fase do ciclo estral.

A andlise estatistica da figura 23 A (Avaliacdo do volume urinario em machos)

demonstrou influencia da idade [F(4,32)=3,646, P=0,0148], ndo evidenciou influencia da
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linhagem [F(1,8)=2,254, P=0,1717], e ndo evidenciou interacdo (idade X linhagem)
[F(4,32)=0,4185, P=0,7940].

Ao comparar 0s volumes urinarios de todos 0s grupos observamos que ndo houve
diferenca significativa neste parametro, sob condi¢6es fisioldgicas.

A anélise estatistica da figura 23 B (Avaliacdo do volume urindrio em fémeas)
demonstrou influencia da idade [F(4,160)=1,622, P=0,1713], evidenciou influencia da
linhagem [F(3,160)=3,099, P=0,0284], e evidenciou interagdo (idade x linhagem)
[F(12,160)=0,2789, P=0,9918].

Observamos que o volume urinario das fémeas ndo se modificou durante os dias

de avaliacéo.

v Osmolalidade urinaria

A andlise estatistica da figura 24 A (Avaliacdo da osmolalidade urinaria em
machos) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=0,4988, P=0,7367], ndo evidenciou
influencia da linhagem [F(1,8)=170,2, P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(4,32)=0,3434, P=0,8466].

Com 80 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(1013+209,47 vs. 1414,224+216,57 mOsm/kg H,0, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(959,56+230,06 vs. 1362,33+154,13 mOsm/kg H,0O, P<0,0001).

Com 82 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(1040,0+185,47 vs. 1474,11+151,1 mOsm/kg H,O, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(1040,33+174,01 vs. 1401,33+122,75 mOsm/kg H,O, P<0,0001).

Com 84 dias de idade, comparando as machos SHR com os machos Wistar
(1049,22+261,83 vs. 1350,22+204,03 mOsm/kg H,0, P<0,0001).
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Fig. 30- Avaliacdo da osmolalidade urinaria em machos (A) e fémeas (B) das
linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de pos-teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05
para as diferencas de linhagem e #P<0,05 para as diferencas na fase do ciclo estral.

A andlise estatistica da figura 24 B (Avaliacdo da osmolalidade urinaria em
fémeas) demonstrou influencia da idade [F(4,32)=5,71; P=0,0014], evidenciou influencia
da linhagem [F(3,24)=7,325; P=0,0012], evidenciou interacdo (idade x linhagem)
[F(12,96)=2,271; P=0,0139].

Com 84 dias de idade, comparando as fémeas Wistar na fase de metaestro/diestro
as fémeas Wistar na fase de proestro/estro (959,67+265,57 vs. 1370,22+296,58 mOsm/kg
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H,0; P<0,0001); comparando as fémeas SHR na fase de proestro/estro com as fémeas
Wistar na fase de proestro/estro (797,22+120,2 vs. 1370,22+296,58 mOsm/kg HO;
P<0,0001); comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as fémeas
Wistar na fase de metaestro/diestro (1389,89+216,6 vs. 959,67+£265,57 mOsm/kg H-O;
P<0,0001) e, por fim, comparando as fémeas SHR na fase de metaestro/diestro com as
fémeas SHR na fase de proestro/estro (1389,89+£216,6 vs. 797,22+120,2 mOsm/kg H-0O;
P<0,0001).

Durante os dias de avaliacdo a osmolalidade urindria nos machos da linhagem
SHR foi menor que nos animais da linhagem Wistar. Nas fémeas SHR foi observada
reducdo da osmolalidade urinéria na fase de proestro/estro e na fase de metaestro/diestro
das fémeas Wistar apenas aos 84 dias de idade. O aumento da osmolalidade urinaria foi
observado nas fémeas SHR na fase de metaestro/diestro e na fase de proestro/estro das
fémeas Wistar apenas aos 84 dias de idade.

v Carga excretada de sodio

A analise estatistica da figura 25 A (Avaliacdo da carga excretada de sodio em
machos) ndo demonstrou influencia da idade [F(4,32)=0,04849; P=0,9954], evidenciou
influencia da linhagem [F(1,8)=18,66; P=0,0025], ndo evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(4,32)=2,427; P=0,0681].

Com 80 dias de idade, comparando os machos SHR com os machos Wistar
(3,23+1,83 vs. 5,73 +1,58 mEQq/100g 24h, P<0,0001).

Com 81 dias de idade, comparando os machos SHR com os machos Wistar
(3,35+1,28 vs. 5,42+1,64 mEqg/100g 24h, P<0,0001).

Com 83 dias de idade, comparando os machos SHR com os machos Wistar
(3,19+0,85 vs. 5,29+2,38 mEq/100g 24h, P<0,0001).

A analise estatistica da figura 25 B (Avaliacdo da carga excretada de sddio em
fémeas) ndo demonstrou influencia da idade [F(4,32)=1,781; P=0,1570], evidenciou
influencia da linhagem [F(3,24)=5,666; P=0,0044], ndo evidenciou interacdo (idade x
linhagem) [F(12,96)=0,5659; P=0,8643].
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Nesta avaliagdo, houve diferencas significativas entre fémeas SHR

metaestro/diestro e fémeas Wistar metaestro/diestro com 82 dias de idade (3,23+1,83 vs.

5,73 +1,58 mEq/100g 24h, P<0,0001).
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Fig. 31- Avaliacdo da carga excretada de s6dio em machos (A) e fémeas (B) das
linhagens Wistar e SHR de 12 semanas de idade, normonatrémicos e
normohidratados. Dados analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguido de poOs-teste de Bonferroni e expressos por média(DP), *P<0,05
para as diferencas de linhagem.
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Verificamos que houve influencia da linhagem na carga excretada de s6dio nos
machos. A linhagem SHR apresentou reduzida carga excretada de sodio, indicando que
essa linhagem possui como caracteristica a dificuldade da excrecdo desse eletrolito com
12 semanas de idade.

Durante o periodo de avaliagdo, verificamos uma variagdo fisioldégica na carga
excretada de sodio nas fémeas na fase de metaestro/diestro, no qual as fémeas SHR
escretaram menos sédio.

Possivelmente a caracteristica de incapacidade de excretar sddio € mais importante
em machos do que em fémeas sob condi¢es fisioldgicas.

Experimento 2 — Avaliagdo dos hormdnios ocitocina, vasopressina, angiotensina Il e
ANP plasmaticos em animais machos e fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4

semanas e 12 semanas de idade.

O experimento 2 foi o primeiro a ser executado por ser o protocolo mais
demorado.

A partir dos mesmos animais foram obtidos os tecidos e foi realizada a pesagem
dos oOrgaos para avaliacdo dos indices e padronizacdo do tamanho corporal dos animais
utilizados nesse estudo. Assim os dados dos indices foram obtidos pela diviséo do peso do
orgao (peso umido) pelo comprimento da tibia em milimetros. O comprimento da tibia €
um valor constante que nao varia em fungdo de maior ingestao de alimento ou de agua, ou
seja € uma medida mais fidedigna que o peso corporal.

Avaliamos também neste estudo o hematdcrito e a osmolalidade plasmatica sob

condicdes basais.
Avaliacdes do hematocrito, da osmolalidade plasmatica e dos indices ponderais em
filhotes de 4 semanas e adultos de 12 semanas.

Avaliacdo do hematocrito

A andlise estatistica do hematdcrito em filhotes SHR e Wistar (Fig. 26A)
evidenciou efeito da linhagem [F(1,44)=4,147; P=0,0478], ndo demonstrou efeito do
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dimorfismo [F(1,44)=0,02018; P=0,8877], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores
(linhagem x dimorfismo) [F(1,44)=0,6481; P=0,4251].

Na avaliacdo do hematécrito dos filhotes de 4 semanas ndo foram observadas
diferencas significativas sob condicdes basais como era esperado. Os percentuais de
hematdcrito encontrados mostram que os animais utilizados no estudo, nesta faixa

etaria, estavam normohidratados, comprovando a condicéo experimental.

Também foi realizada a andlise estatistica do hematocrito em animais SHR e
Wistar adultos (Fig. 26B), que ndo evidenciou efeito da linhagem
[F(1,63)=0,0002507; P = 0,9874], demonstrou efeito do dimorfismo [F(2,63)=11,02;
P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo)
[F(2,63)=1,857; P=0,1645].
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Fig. 32- Avaliacdo do hematdcrito dos animais com 4 semanas (A) e 12
semanas (B) sob condi¢bes basais. Dados representados por meédia(DP) e

analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de Bonferroni,
sendo considerado *P<0,05.

Avaliamos o hematocrito dos animais adultos sob condi¢bes basais e
verificamos que as (i) fémeas SHR em metaestro/diestro apresentaram reducdo no
hematocrito em relacdo aos machos SHR (43,0+1,86 vs. 50,7+1,1 %, P<0,01) e

também que (ii) fémeas SHR em proestro/estro apresentaram reducdo no hematocrito
em relagdo aos machos SHR (43,8+0,98 vs. 50,7+1,1%, P<0,01).
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Ao observar os graficos 26A e 26B em conjunto vimos que no hematocrito
ocorreu dimorfismo sexual apenas na linhagem SHR, quando adultos, e essa resposta
ocorreu independentemente da fase do ciclo estral, enquanto que o hematdcrito na
idade de 4 semanas ndo foi influenciado pela linhagem ou pela diferenga entre machos

e fémeas.

Avaliacdo da osmolalidade plasmatica

A seguir mostramos a analise estatistica da osmolalidade plasmatica em filhotes
SHR e Wistar (Fig. 27A), que ndo evidenciou efeito da linhagem [F(1,44)=3,283;
P=0,0768], ndo demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,44)=3,722; P=0,9952], e nédo
evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,44)=2,382;
P=0,1299]. Na avaliagdo da osmolalidade plasmatica nos animais de 4 semanas de idade

ndo foram observadas diferencas significativas sob condi¢cfes basais.

Na anélise estatistica da osmolalidade plasmatica (Fig. 27B) em animais SHR e
Wistar adultos ndo foi evidenciado o efeito da linhagem [F(1,66)=0,1871; P= 0,6668], ndo
ocorreu efeito do dimorfismo [F(2,66)=2,849; P=0,0650], e ndo foi demonstrada a

interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(2,66)=1,205; P=0,3063].

Em conjunto, os graficos 27A e 27B indicam que a osmolalidade plasmatica néo é
um parametro que pode ser influenciado pela linhagem ou pelo estado hipertensivo dos
animais, em condic6es fisioldgicas. Verificamos que a osmolalidade plasmatica também
ndo foi influenciada pelo dimorfismo ou pela fase do ciclo estral em condi¢des basais. As
médias de osmolalidade plasmatica obtidas sugerem que os animais utilizados no estudo,

quando filhotes e adultos, estavam normohidratados.
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Fig. 33- Avaliacdo da osmolalidade plasmaética dos animais de 4 semanas
(A) e de 12 semanas (B) sob condicBes basais. Dados representados por
média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de
Bonferroni.
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Avaliacgdes dos indices ponderais

Tabela 1. Indices ponderais em animais das linhagens SHR e Wistar de 4 semanas de idade

em condicdes fisioldgicas.

Wistar Estatistica
MW-4 FW-4 MSHR-4 FSHR-4 Efeito do Efeito da
Parametros Interacdo
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) dimorfismo  linhagem
F(144)=  F(144)=  F(1L44)=
113,5+ 93,7 62,1+ 575+ 10,76: 139.7: 4,181
Peso corporal, g 18
60@ (b)) 19 35 p=00020 P<0,0001 P =0,0469
9214 F(144)=  F(144)=  F(144)=
Comprimento 23,6 + 0 ’39‘ 21,8+ 20,6 + 15,63; 24,49; 0,07483;
da Tibia, mm 0,46 (a) (b’)(c) 0,07 0,29
P =0,0003 P <0,0001 P =0,7857
) F(144)=  F(144)=  F(1,44)=
Indice de peso 52+ 4,56 + 2,63+ 2,58 + 4,815; 207,8; 3,469;
corporal 0,27 (a) 0,09 0,06 0,13
(b)(c) P=0,0335 P <0,0001 P =0,0692
F(1,44) = F(1,44) = F(1,44) =
- - 0,02 + 0,002 + 0,001 + 0,001 + 0,2866; 6,603; 0,1404;
Indiceatrial  o'5004 00002 00007 0,000
P=0,5951 P =0,0136 P =0,7097
) 0.023 + F(1,44) = F(1,44) = F(1,44) =
Indice 0,03+ 0 0005 0,012 + 0,014 + 0,6088; 102,4; 4,628;
ventricular 0,001(a) ’( 0 0,0003 0,002
P=0,4394 P <0,0001 P =0,0370
F(1,44) = F(1,44) = F(1,44) =
0,028+ 0,024 +
- . ’ ' 0,014 + 0,015 + 0,5208; 96,65; 3,925;
Indice cardiaco 0,((;%6 0,(()(5))08 0,0004 0,0016
P =0,4743 P <0,001 P =0,0538
) F(1,44)=  F(1,44) = F(1,44) =
indice %%%62;-' 0603821 0022+ 0019+ 4943 146,9; 0,6224;
pulmonar Y(a) kc) 0,0006 0,0009
P=0,0314 P <0,0001 P =0,4344
0.24 + F(L44) =  F(1,44) = F(1,44) =
P " 0,3+ D 0,014 + 0,12 + 8,006; 109,7; 3,615;
Indice hepético 0,02 (a) ?b())(lc? 0,006 0,005
P =0,0070 P <0,0001 P =0,0638
; F(1,44) = F(1,44) = F(1,44) =
Indice renal 0,03 + 0,03 + 0,016 + 0,014 + 5,023; 147.0; 1,104;
(rim esquerdo)  0,002(a)  0,002(c) 0,0005 0,0006
P=0,0301 P <0,0001 P =0,2992

Dados expressos como média(DP) e analisados por ANOVA two way medidas repetidas,
seguido de pos-teste de Bonferroni, P<0,05. Os indices sdo apresentados em unidades
arbitrarias.(a) MSHR vs. MW; (b) FW vs. MW; (c) FSHR vs. FW.
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A seguir mostramos a analise estatistica do indice uterino (Fig. 28) em fémeas
SHR e Wistar adultas, que evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=35,11; P<0,0001],
demonstrou efeito da fase do ciclo estral [F(1,41)=38,38; P<0,0001], e ndo evidenciou
interacéo entre os fatores (linhagem x fase do ciclo estral) [F(1,41)=3,422; P=0,0716].

0.020 - 12 2
(_I_) [ wistar

Hl SHR

0.015
(12) (10)

0.010- (11)

0.005 +

Peso uterino/ Comp tibia
(unidade arbitraria)

0.000 T T
Proestro/Estro Metaestro/Diestro

Fig. 34- Avaliacdo do indice uterino em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de
idade sob condicGes basais, considerando o peso uterino com o conteldo drenado.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo do indice uterino observamos diferencas significativas entre os
grupos: (i) Fémeas SHR proestro/estro vs. Fémeas Wistar proestro/estro (0,012+0,0007
vs. 0,017+0,0009, P<0,0001); (ii) Fémeas Wistar proestro/estro vs. Fémeas Wistar
metaestro/diestro (0,0173+0,0009 vs. 0,0116+0,0006, P<0,0001; (iii) Fémeas SHR
metaestro/diestro vs. Fémeas SHR proestro/estro (0,009+0,0005 vs. 0,012+0,0007,
P<0,05); (iv) Fémeas SHR metaestro/diestro vs. Fémeas Wistar metaestro/diestro
(0,009+0,0005 vs. 0,012 £ 0,0006, P<0,05).

Nesse grafico vimos que o indice uterino foi influenciado pela linhagem e pela
fase do ciclo estral, sendo que as fémeas Wistar apresentaram maior indice uterino,

independentemente da fase do ciclo estral.
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AvaliacOes das concentracdes hormonais de ocitocina, vasopressina, angiotensina 2 e

peptideo natriurético atrial em animais da linhagem SHR e Wistar de 4 semanas de

idade

Apresentamos a seguir as avaliagdes das concentracfes plasmaticas de AVP, OT,
ANG 2 e ANP de acordo com as variaveis do estudo. Mostramos a seguir as avaliacdes
hormonais em fung&o das diferengas de linhagem e de diferengas entre machos e fémeas.

A seguir mostramos as concentragdes hormonais de vasopressina (AVP) e

ocitocina (OT) nas 4 semanas de idade.

A andlise estatistica do horménio vasopressina mostrou uma tendéncia para o
efeito da linhagem [F(1,34)=3,877, P=0,0571], mas ndo mostrou efeito do dimorfismo
[F(1,34)=0,8605, P=0,3601], e mostrou interacéo entre os fatores linhagem x dimorfismo
[F(1,34)=4,694, P=0,0374].

Na avaliagdo do horménio vasopressina (Fig. 29A), comparando as linhagens,
observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Fémeas SHR vs.
Filhotes Fémeas Wistar (1,17£0,09 vs. 0,80+0,08 pg/ml, P<0,05).

A andlise estatistica do hormodnio ocitocina mostrou efeito do dimorfismo
[F(1,33)=6,000; P=0,0198], mas ndo mostrou efeito do linhagem [F(1,33)=0,1553;
P=0,6960], e ndo houve interacdo entre os fatores (dimorfismo x linhagem)
[F(1,33)=1,550; P=0,2219].

Na avaliagdo do hormdnio ocitocina (Fig. 29B), comparando as duas linhagens,
também observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Fémeas SHR
vs. Filhotes Fémeas Wistar (1,04+0,16 vs. 3,15+0,7 pg/ml, P<0,05).
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Fig. 35- Concentracdes hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) sob
condicBes animais de 4 semanas de idade normovolémicos e normohidratados.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Os graficos A e B em conjunto mostram que as fémeas SHR 4 semanas de idade
apresentaram menor concentracdo de vasopressina plasmatica, porém maior concentracao
de ocitocina plasmatica em relacdo as fémeas Wistar de 4 semanas de idade, enquanto que

os machos SHR e Wistar filhotes apresentaram igual concentracdo de AVP e OT.

O objetivo da figura a seguir (Fig. 30) foi comparar as concentracbes hormonais

de vasopressina e ocitocina dos machos e das fémeas adultos de 12 semanas de idade e

linhagens diferentes. A andlise estatistica do horménio vasopressina evidenciou efeito da
linhagem [F(1,61)=6,261, P= 0,0150], demonstrou efeito do dimorfismo [F(2,61) = 3,855,
P=0,0265], e demonstrou interagéo entre os fatores [F(2,61)=9,176, P=0,0003].
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Fig. 36- ConcentracGes hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) em SHR e
Wistar adultos de 12 semanas de idade normovolémicos e normohidratados. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por
pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo do horménio vasopressina (Fig. 30A), comparando as linhagens, ndo
observamos diferencas significativas na comparacdo (i) Fémeas SHR metaestro/diestro
vs. Fémeas Wistar metaestro/diestro (1,29+0,1 vs. 0,85+0,06 pg/ml, P<0,001).

A analise estatistica do horménio ocitocina ndo mostrou efeito da linhagem
[F(1,60) =2,678, P=0,1050], mas evidenciou efeito do dimorfismo [F(2,60)=4,152,
P=0,0205], e ndo evidenciou interacao entre os fatores [F(2,60)=0,5350, P=0,5884].
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Na avaliagdo do hormdnio ocitocina (Fig. 30B), comparando as linhagens néo
observamos diferengas significativas entre os grupos estudados.

Os graficos A e B em conjunto nos permitem concluir que a concentracdo
plasmética de vasopressina variou em funcéo da linhagem ao comparar na mesma fase do
ciclo (metaestro/diestro) as fémeas adultas, sendo que as fémeas SHR apresentaram maior
concentracdo plasmatica deste horménio. Em relacdo a concentracdo plasmatica de

ocitocina ndo houve nenhuma influencia da linhagem.

A seguir mostramos as concentragcbes hormonais de angiotensina 2_(ANG 2) e

peptideo natriurético atrial (ANP) nas 4 semanas de idade.

A analise estatistica do horménio angiotensina 2 (Fig.31) mostrou efeito da

linhagem [F(1,34)=15,37, P=0,0004], mas ndo mostrou efeito do dimorfismo
[F(1,34)=0,5918, P=0,4470], e ndo mostrou interacdo entre os fatores linhagem x
dimorfismo [F(1,34)=0,006286, P=0,9373].

Na avaliagdo do hormdénio ANG 2 (Fig. 31A), comparando as linhagens,
observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Fémeas SHR vs.
Filhotes Fémeas Wistar (98,6£7,92 vs. 343,6+98,99 pg/ml, P<0,05) e na comparacédo
(i) Filhotes Machos SHR vs. Filhotes Machos Wistar (150,6+11,03 vs. 385,8+66,34
pg/ml, P<0,05).

A andlise estatistica do hormdnio peptideo natriurético atrial (Fig. 31B) nao
mostrou efeito do dimorfismo [F(1,28)=1,687; P=0,2046], ndo mostrou efeito da

linhagem [F(1,28)=2,852; P=0,1024], e ndo houve interacdo entre os fatores (dimorfismo
x linhagem) [F(1,28)=0,1765; P=0,6776].
Na avaliacdo do hormdnio ANP, comparando as duas linhagens, também nao

foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Fig. 37- Concentracfes hormonais de angiotensina 2 (A) e peptideo natriurético
atrial (B) sob condicbes animais de 4 semanas de idade SHR e Wistar
Dados representados por média(DP) e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pés-teste de Bonferroni, sendo

Os graficos 31A e 31B em conjunto mostram que desde a idade de 4 semanas, uma

fase de desenvolvimento da hipertensdo, existem diferencas nas concentragdes hormonais

de angiotensina 2 devido a linhagem dos animais, sendo que 0s animais Wistar

apresentaram maior concentracdo plasmatica de angiotensina 2, independente do sexo dos

animais, enquanto que a avaliacdo do ANP ndo foi influenciada pela diferenca de

linhagem.
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Avaliacdes das concentracfes hormonais de ocitocina, vasopressina, angiotensina 2 e

peptideo natriurético atrial em animais da linhagem SHR e Wistar de 12 semanas de

idade

Comparamos a seguir as concentragdes hormonais de angiotensina 2 e de peptideo

natriuretico atrial na idade de 12 semanas em linhagens diferentes.

A andlise estatistica do horménio angiotensina 2 (Fig. 32A) evidenciou efeito da

linhagem

[F(1,42)=8,279; P=0,0063],

ndo demonstrou efeito do dimorfismo

[F(2,42)=0,6544; P=0,6544], e demonstrou interacdo entre os fatores [F(2,42)=8,289;

P=0,0009].
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Fig. 38- Concentracdes hormonais de angiotensina 2 (A) peptideo natriurético atrial
(B) em SHR e Wistar adultos de 12 semanas de idade normovolémicos e
normohidratados. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.
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Na avaliacdo do horménio angiotensina 2 (Fig.32), comparando as linhagens,

observamos diferengas significativas na comparagdo (i) Fémeas SHR metaestro/diestro
vs. Fémeas Wistar metaestro/diestro (509,5+32,64 vs. 45,54+12,69 pg/ml, P<0,001).

A analise estatistica do hormonio peptideo natriurético atrial (Fig. 32B) néo
mostrou efeito da linhagem [F(1,63)=0,5262; P=0,4706], ndo evidenciou efeito do

dimorfismo [F(2,63)=2,197; P=0,1196], e ndo evidenciou interagdo entre os fatores
[F(2,63) =0,3667; P=0,6945].
Na avaliacdo do hormdnio peptideo natriurético atrial, comparando as linhagens

ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos estudados.

Os gréaficos 32A e 32B em conjunto nos permitem concluir que a concentracdo
plasmatica de angiotensina 2 variou em fungdo da linhagem apenas em fémeas na fase de
metaestro/diestro. E a concentracdo plasmatica de ANP né&o sofreu influencia da linhagem

dos animais.

Avaliacoes das concentracées hormonais de ocitocina, vasopressina, angiotensina 2 e

peptideo natriurético atrial em animais da linhagem SHR e Wistar em funcdo das

diferencas de idade

O objetivo da figura a seguir (Fig.33) foi comparar as concentracdes hormonais de

vasopressina e ocitocina em filhotes e adultos machos de uma mesma linhagem.

A andlise estatistica do hormonio vasopressina (Fig. 33A) ndo mostrou efeito da linhagem
[F(1,38)=1,649; P=0,2069], mas demonstrou efeito da idade [F(1,38)= 5,683; P=0,0222],
e ndo mostrou interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(1,38)=1,158, P=0,2887].

Na avaliacdo do hormdnio vasopressina (Fig. 33A), comparando as idades,
observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Machos SHR vs.
Adultos machos SHR (1,06+0,08 vs. 0,76+0,04 pg/ml, P<0,05).

A analise estatistica do horménio ocitocina ndo mostrou efeito da linhagem
[F(1,38)=0,01188, P=0,9138], mostrou efeito da idade [F(1,38)=7,134, P=0,0111], e ndo
houve interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(1,38)=2,733, P=0,1065].
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Na avaliagdo do hormodnio ocitocina (Fig. 33B), comparando as duas idades
observamos diferengas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Machos Wistar vs.
Adultos Machos Wistar (2,66+0,6 vs. 0,73+0,13 pg/ml, P<0,01).
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Fig. 39- Concentracdes hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) em machos
de 4 semanas e 12 semanas de idade normovolémicos e normohidratados. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por
poOs-teste de Bonferroni, sendo considerado, *P<0,05.

Os graficos 33A e 33B em conjunto mostram que 0s machos SHR de 4 semanas de
idade apresentaram maior concentragdo de vasopressina plasmatica e igual concentracéo

de ocitocina plasmética em relagdo aos machos SHR adultos. Os Machos Wistar
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apresentaram igual concentracdo de vasopressina na idade de 4 semanas e na idade adulta,
no entanto quando adultos os machos Wistar apresentaram menor concentracdo de
ocitocina em relacdo a idade de 4 semanas.

O objetivo da figura a seguir (Fig.34) foi comparar as concentra¢ées hormonais

de vasopressina e ocitocina das fémeas em fungéo das idades em uma mesma linhagem.

A anélise estatistica do hormdnio vasopressina (Fig. 34A) evidenciou efeito da
linhagem [F(1,58)=31,92, P<0,0001], demonstrou uma tendéncia para o efeito da idade
[F(2,58) =3,017, P=0,0567], e ndo houve interacdo entre os fatores [F(2,58)=0,8652,
P=0,4263].
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Fig. 40- Concentraces hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) em fémeas
de 4 semanas e 12 semanas de idade normovolémicas e normohidratadas. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por
poOs-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo do horménio vasopressina, comparando as fases do ciclo estral,
observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Fémeas SHR metaestro/diestro
vs. Fémeas SHR proestro/estro (1,29+0,1 vs. 1,01+0,08 pg/ml, P<0,05). As comparacdes
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entre as fémeas Wistar adultas e filhotes ndo demonstraram diferencas estatisticas na

analise da vasopressina.

A anélise estatistica do horménio ocitocina (Fig. 34B) mostrou efeito da linhagem
[F(1,54)=3,010, P=0,0884], mostrou efeito da idade [F(2,54)=6,872, P=0,0022], e
interacdo entre os fatores [F(2,54)=5,440, P=0,0070].

Na avaliagdo do hormdnio ocitocina, comparando as duas idades observamos

diferencas significativas entre os grupos: (i) Filnotes Fémeas Wistar vs. Fémeas Wistar
proestro/estro (3,15+0,67 vs. 1,4+0,34 pg/ml, P<0,05 ) e (ii) Filnotes Fémeas Wistar
vs. Fémeas Wistar metaestro/diestro (3,15+0,67 vs. 0,52+0,07 pg/ml, P<0,05).

Os graficos A e B em conjunto mostram que as fémeas SHR apresentaram
concentracdes plasmaticas semelhantes de vasopressina e de ocitocina independentemente
da idade dos animais. As fémeas Wistar, quando filhotes, apresentaram maior
concentracdo plasmatica de ocitocina em relagdo a idade adulta, mas a concentracéo
plasmatica de vasopressina ndo variou com a idade. As fémeas SHR na fase de
metaesto/diestro apresentaram maior concentracdo de vasopressina plasmatica em relagcéo
a fase de proestro/estro e igual concentracdo de ocitocina plasmatica em ambas as fases do
ciclo estral.

O objetivo da figura a sequir (Fig. 35) foi comparar as concentracbes hormonais

de angiotensina 2 e de ANP em filhotes e adultos machos de uma mesma linhagem.

A analise estatistica do hormdnio angiotensina 2 (Fig.35A) ndo mostrou efeito da
linhagem [F(1,32)=0,04703; P= 0,9946], ndo demonstrou efeito da idade [F(1,32)=1,195;
P=0,2825], e mostrou interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(1,32)=11,27,
P=0,0020].
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Fig. 41- Concentracfes hormonais de angiotensina 2 (A) e peptideo natriurético
atrial (B) em machos de 4 semanas e 12 semanas de idade normovolémicos e
normohidratados. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliagdo do horménio angiotensina 2, comparando as idades, observamos

diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes Machos Wistar vs. Adultos Machos
Wistar (385,8+66,34 vs. 74,58+21,96 pg/ml, P<0,01).

A andlise estatistica do hormdnio peptideo natriurético atrial (Fig. 35B) ndao
mostrou efeito da linhagem [F(1,36)=0,2422, P=0,6256], ndo mostrou efeito da idade
[F(1,36)=0,4282, P=0,5170], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x
idade) [F(1,36)=0,6233, P=0,4350].
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Na avaliacdo do hormonio peptideo natriurético atrial, comparando as duas idades

ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos.

Os gréficos A e B em conjunto mostram que os filhotes machos Wistar apresentam
concentracdes plasmaticas de angiotensina 2 mais altas do que na idade adulta, enquanto
que os filhotes machos SHR apresentaram iguais concentragfes de ambos 0s hormonios
independente da idade, no desenvolvimento da hipertensdo e apds o estabelecimento dessa
condigéo.

A andlise estatistica do horménio angiotensina 2 (Fig. 36 A Comparacdo das

concentragfes hormonais de angiotensina 2 e de peptideo natriurético atrial das fémeas
nas 4 semanas e 12 semanas de idade) ndo evidenciou efeito da linhagem
[F(1,44)=0,1341; P=0,7160], ndo demonstrou efeito da idade [F(2,44)=0,3306;
P=0,7203], e evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x idade) [F(2,44)=14,93;
P<0,0001].

Na avaliagdo do horménio angiotensina 2, comparando as idades na linhagem

Wistar, observamos diferencas significativas entre os grupos: (i) Filhotes fémeas Wistar
vs. Fémeas Wistar adultas metaestro/diestro (343,6+98,99 vs. 45,54+12,69 pg/ml, P<0,05)
e (i) Fémeas Wistar adultas proestro/estro vs. Fémeas Wistar adultas metaestro/diestro
(329,8+£135,2 vs. 45,54+12,69 pg/ml, P<0,05). E comparando as idades na linhagem
SHR, observamos diferencas significativas entre os grupos: (iii) Filhotes fémeas SHR vs.
Fémeas SHR adultas metaestro/diestro (98,58+7,92 vs. 509,5+32,64 pg/ml, P<0,001) e
(iv) Fémeas SHR adultas proestro/estro vs. Fémeas SHR adultas metaestro/diestro
(173,949,93 vs. 509,5+32,64 pg/ml, P<0,01).

A andlise estatistica do hormdnio peptideo natriurético atrial (Fig. 36B) mostrou
efeito da linhagem [F(1,55)=4,170; P=0,0460], ndo mostrou efeito da idade
[F(2,55)=1,060; P=0,3534], e ndo houve interacdo entre os fatores (linhagem x idade)
[F(2,55)=0,4359; P=0,6489].

Na avaliacdo do hormdnio peptideo natriurético atrial, comparando as duas idades

ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos.
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Fig. 42- Concentra¢fes hormonais de angiotensina 2 (A) e peptideo natriurético
atrial (B) em fémeas de 4 semanas e 12 semanas de idade normovolémicas e
normohidratadas. Dados representados por media(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Os graficos 36A e 36B em conjunto mostram que as concentracdes de
angiotensina 2 no plasma sofrem influéncia da idade em ambas as linhagens. Ja a
concentracdo plasmatica do peptideo natriurético atrial ndo sofreu influencia da idade

independente da linhagem dos animais.
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Avaliacdes das concentracées hormonais de ocitocina, vasopressina, angiotensina 2 e

peptideo natriurético atrial em animais da linhagem SHR e Wistar em funcdo das

das fases do ciclo estral

O objetivo da figura a seguir

(Fig.37) foram avaliadas as concentragdes

hormonais, comparando as diferentes fases do ciclo estral e uma mesma linhagem para

observar se haveria diferenca nos niveis plasmaticos de vasopressina ou ocitocina em

funcéo das diferentes fases do ciclo estral.
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Fig. 43- Concentra¢6es hormonais de vasopressina (A) e ocitocina (B) em fémeas
adultas da linhagem SHR em relacdo as Fémeas Wistar adultas normovolémicas e
normohidratadas. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.
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A anélise estatistica do hormdnio vasopressina (Fig. 37A) evidenciou efeito da
linhagem [F(1,40)=22,94, P<0,0001], demonstrou efeito da fase do ciclo estral
[F(1,40)=6,630, P= 0,0138], e ndo demonstrou interagéo entre os fatores [F(1,40)=1,837,
P=0,1830].

Na avaliagio do hormonio vasopressina, comparando as fémeas adultas,
observamos diferencas significativas na comparacdo (i) Fémeas SHR proestro/estro vs.
Fémeas SHR metaestro/diestro (1,01+0,08 vs. 1,29+0,1 pg/ml, P<0,05).

A andlise estatistica do horménio ocitocina (Fig. 37B) ndo evidenciou efeito da
linhagem [F(1,38)=0,5083, P=0,4802], demonstrou efeito da fase do ciclo estral
[F(1,38)=7,718, P=0,0084], e ndo demonstrou interacdo entre os fatores
[F(1,38)=0,01655, P=0,8983]. Na comparac¢do das medias das concentra¢fes de ocitocina
plasmatica ndo observamos diferencas significativas entre 0s grupos.

Os graficos A e B em conjunto nos permitem concluir que a concentracéo
plasmatica de vasopressina variou em funcao da fase do ciclo estral apenas nas fémeas da
linhagem SHR, enquanto que a concentracdo plasmatica de ocitocina ndo variou em
funcéo da fase do ciclo estral, independente da linhagem.

O objetivo da figura a seguir (Fig.38) foi avaliar as concentracBes hormonais,
comparando as diferentes fases do ciclo estral e uma mesma linhagem para observar se

haveria diferenca nos niveis plasmaticos de angiotensina 2 ou peptideo natriurético atrial

em funcéo das diferentes fases do ciclo estral.

A andlise estatistica do hormdnio angiotensina 2 (Fig. 38A) evidenciou efeito da
linhagem [F(1,28)=4,843; P=0,0362], ndo demonstrou efeito da fase do ciclo estral
[F(1,28)=0,1341; P=0,7170], e demonstrou interacdo entre os fatores [F(1,28)=19,60,
P=0,0001].
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Fig. 44- Concentracdes hormonais de angiotensina 2 (A) peptideo natriurético atrial
(B) em fémeas adultas da linhagem SHR em relacdo as Fémeas Wistar adultas.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo do horménio angiotensina 2, comparando as fémeas adultas,

observamos diferencas significativas nas comparac@es (i) FEmeas SHR proestro/estro vs.
Fémeas SHR metaestro/diestro (173,9+9,93 vs. 509,5+32,64 pg/ml, P<0,01) e (ii) Fémeas
Wistar proestro/estro vs. Fémeas Wistar metaestro/diestro (329,8+135,2 vs. 45,54+12,69
pg/ml, P<0,05).
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A andlise estatistica do hormdnio peptideo natriurético atrial (Fig. 38B) néo

evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=1,546; P=0,2207], ndo demonstrou efeito da fase
do ciclo estral [F(1,41)=1,816, P=0,1852], e ndo demonstrou interacdo entre os fatores
[F(1,41)=0,002838, P=0,9578]. Na comparacdo das médias das concentracdes de peptideo
natriurético atrial ndo observamos diferengas significativas entre os grupos.

Os graficos 38A e 38B em conjunto nos permitem concluir que a angiotensina 2 e
de peptideo natriurético atrial ndo sdo influenciados pela fase do ciclo estral e que as
concentragdes hormonais de angiotensina 2 sdo influenciadas pela linhagem dos animais,
sendo que a linhagem SHR apresentou maior concentragdo de ANG 2 no
metaestro/diestro, enquanto que a linhagem Wistar apresentou maior concentracdo deste
horménio no proestro/estro. A concentragdo plasmatica de ANP, quando em condicdes

fisiologicas, ndo € modificada pela hipertensdo nas fémeas.

Experimento 3 — Avaliacdes da pressdo sistélica em animais machos e fémeas das
linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade.

Nesta analise, os experimentos de avaliagio de pressao foram realizados
separadamente em relacdo ao experimento de gaiolas metabdlicas. A seguir mostramos o
acompanhamento diario da pressdo arterial em animais de 4 semanas de idade.
Considerarmos nesta analise apenas 0s animais adaptados no teste, o que foi observado

pelo comportamento do animal durante o teste e pela frequéncia cardiaca.
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AvaliacOes da pressdo sistolica em animais da linhagem SHR e Wistar de 4 semanas
de idade
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Fig. 45— Avaliacéo da frequencia cardiaca em machos e em fémeas SHR e Wistar durante
a semana de avaliagdes com 4 semanas de idade normonatremicos e normohidratados,
considerando apenas 0s animais adaptados ao teste. Dados representados por média(DP) e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo
considerado *P<0,05.

A analise estatistica da frequéncia cardiaca em machos e em fémeas de 4 semanas
de idade (Fig. 39) evidenciou efeito da linhagem [F(1,16)=4,875; P=0,0422], nao
demonstrou efeito da dimorfismo [F(1,16)=0,2127, P=0,6508], e ndo demonstrou
interacdo entre os fatores [F(1,16)=2,076, P=0,1689].

A frequéncia cardiaca nos machos SHR de 4 semanas de idade foi maior do que
nos machos da linhagem Wistar (338,4+58,18 vs. 267,04+22,43 batimentos por minuto
(BPM), P<0,05). Ao comparar as fémeas ndo foram verificadas diferencas. Machos e

fémeas ndo foram diferentes entre si na avaliacdo da frequéncia cardiaca.
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Fig. 46— Avaliacdo diaria da pressdo arterial sistélica em machos SHR e Wistar de 4
semanas de idade normonatremicos e normohidratados.(A) Insert grafico em tamanho
aumentado: avaliacdo das diferencas entre machos e fémeas e (B) avaliacdo da pressao
sistélica entre as linhagens. Dados representados por média(DP) e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

A anélise estatistica da presséao arterial sistolica em machos e fémeas de 4 semanas
de idade (Fig. 40A) evidenciou efeito da dimorfismo [F(3,162)=111,9; P<0,0001],
demonstrou efeito da idade [F(8,162)=12,88, P<0,0001], e demonstrou interacdo entre 0s
fatores [F(24,162)=3,952, P<0,0001].

A anélise estatistica da pressao arterial sistolica em machos (Fig. 40B) evidenciou
efeito da linhagem [F(1,72)=132,3; P<0,0001], demonstrou efeito da idade

124



[F(8,72)=4,934, P<0,0001], e demonstrou interacdo entre os fatores [F(8,72)=3,080,
P=0,0048].

Foram observadas diferencgas significativas aos 25 dias na pressao sistélica dos
machos SHR em comparagdo aos machos Wistar (143,33+4,05 vs. 103,93+£10,10 mmHg,
P<0,05); aos 27 dias (135,2£15,16 vs. 96,07£13,08 mmHg, P<0,05); aos 28 dias
(136,67+10,77 vs. 88,4+15,07 mmHg, P<0,01); aos 29 dias (128,2+9,45 vs. 114,8+25,72
mmHg, P<0,0001), aos 31 dias (134,6+29,55 vs. 88,4+15,07 mmHg, P<0,05), aos 32
dias (174,9+30,91 vs. 113,07+11,21 mmHg, P<0,001) e 33 dias de idade (175,4+23,45
vs. 114,8 £25,72 mmHg, P<0,001).

Observamos que a pressao sistolica dos machos SHR é mais elevada do que na

linhagem Wistar nas 4 semanas de idade.
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Fig. 47— Avaliacdo semanal da pressdo arterial sistolica em fémeas SHR e
Wistar de 4 semanas de idade normonatremicos e normohidratados. (A) Insert
grafico em tamanho aumentado: avaliacdo das diferencas entre machos e fémeas
e (B) avaliacdo da pressdo arterial sistolica entre as linhagens. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado, *P<0,05.

A andlise estatistica da pressdo arterial sistolica em machos e fémeas (Fig. 43A)
evidenciou efeito da dimorfismo [F(3,162)=111,9; P<0,0001], demonstrou efeito da idade
[F(8,162)=12,88, P<0,0001], e demonstrou interacdo entre os fatores [F(24,162)=3,952,
P<0,0001].

A anélise estatistica da pressdo arterial sistolica em fémeas de semana de idade
(Fig. 43B) evidenciou efeito da linhagem [F(1,90)=191,7; P<0,0001], demonstrou efeito
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da idade [F(8,90)=11,73, P<0,0001], demonstrou interacdo entre os fatores
[F(8,90)=5,700, P<0,0001].

Observamos que houve diferengas significativas na pressao arterial média ao
comparar as fémeas SHR e as fémeas Wistar aos 25 dias (136,83+2,47 vs. 89,17+7,74
mmHg, P<0,05); aos 27 dias de idade (147,22+33,44 vs. 112,28+10,21 mmHg,
P<0,05); aos 29 dias de idade (146,89+8,73 vs. 112,28+10,21 mmHg, P<0,05); aos 30
dias de idade (158,5+25,33 vs. 113,94+556 mmHg, P<0,05); aos 31 dias de idade
(189,72+26,53 vs. 113,94+5,56 mmHg, P<0,05); aos 32 dias de idade (202,17+18,88 vs.
113,94+5,56 mmHg, P<0,05) e aos 33 dias de idade (193,28+42,49 vs. 113,94+5,56
mmHg, P<0,05).

Observamos que a presséo sistolica das fémeas SHR com 4 semanas de idade que

€ mais elevada em relacéo as fémeas SHR.

Avaliacdes da pressao sistdlica em animais da linhagem SHR e Wistar em funcdo das

diferencas de idade

Analisamos a frequéncia cardiaca dos animais adultos, considerando apenas 0S
animais treinados, analise estatistica da pressao arterial média em machos e em fémeas
(Fig. 46) evidenciou ndo efeito do dimorfismo [F(2,48)=1,136; P=0,3295], ndo
demonstrou efeito da linhagem [F(1,48)=0,2652, P=0,3295], e ndo demonstrou interacao
entre os fatores [F(2,48)=0,5260, P=0,5943].

N&o observamos diferencas significativas entre os grupos, porém a frequéncia

cardiaca observada estava proxima aos valores basais.
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Fig. 48— Avaliacdo da frequencia cardiaca em machos e em fémeas SHR e Wistar da
semana de avaliacbes com 12 semanas de idade normonatremicos e normohidratados,
considerando apenas 0s animais adaptados ao teste. Dados representados por média(DP) e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo
considerado *P<0.05.

A seguir mostramos 0 acompanhamento semanal da pressdo arterial em animais
SHR e Wistar da 42 semana até 122 semana de idade, incluindo nas andlises apenas 0s
animais treinados no teste.

Para que fosse possivel agrupar os dados, as fémeas foram analisadas a partir da 62

semana, considerando o periodo no qual o ciclo estral regular foi estabelecido.
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Fig. 49— Avaliacdo semanal da pressao arterial sistélica em animais SHR e
Wistar machos (A) e fémeas (B) da 4% semana até a 122 semana de idade
normonatremicos e normohidratados. Dados apresentados como média(DP) e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido de pos-teste de Bonferroni,
*P<0,05 para as diferencas de linhagem e #P<0,05 para as diferencas entre as

fases do ciclo estral.
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A andlise estatistica da pressdo sistélica em machos de 12 semanas de idade (Fig.
47A) evidenciou efeito da linhagem [F(1,144)=1598; P<0,0001], demonstrou efeito da
idade [F(8,144)=196,8, P<0,0001], e demonstrou interacdo entre o0s fatores
[F(8,144)=29,07, P<0,0001].

Observamos que houve diferencas significativas na pressao sistélica ao comparar
aos machos SHR com o0s machos Wistar 10 semana (154,56+2,92 vs. 110,67+7,11)
mmHg, P<0,05), 112 semana (174,44+8,92 vs. 116,89+4,2 mmHg, P<0,05) e 122 semana
(195,44+8,7 vs. 127,56+8,96 mmHg, P<0,05).

A analise estatistica da pressédo sistdlica em fémeas de 12 semanas de idade (Fig.
47B) evidenciou efeito da linhagem [F(3,224)=569,9; P<0,0001], demonstrou efeito da
idade [F(6,224)=26,23, P<0,001], e demonstrou interacdo entre os fatores
[F(18,224)=3,935, P<0,0001].

Observamos que houve diferencas significativas na pressdo sistolica ao comparar a
linhagem dos animais. As fémeas SHR proestro/estro com as fémeas Wistar proestro/estro
na 10% semana apresentaram aumento da pressdo diastolica (143,11+5,55 vs. 119,56+3,47
mmHg, P<0,05), as fémeas SHR metaestro/diestro com as fémeas Wistar
metaestro/diestro na 112 semana (168,2+13,3 vs. 95,57+9,53 mmHg, P<0,05) e as fémeas
SHR metaestro/diestro com as fémeas Wistar metaestro/diestro 122 semana (92,44+6,62
vs. 118,0+5,7 mmHg, P<0,05).

Considerando a fase do ciclo estral, foram observadas diferencas na presséao
sistlica ao comparar as fémeas SHR metaestro/diestro com as fémeas SHR proestro/estro
na 10? semana (159,22+8,3 vs. 143,11+5,55 mmHg, P<0,05), 112 semana (168,22+13,33
vs.146,89+3,41 mmHg, P<0,05) e 122 semana (181,11+14,07 vs. 149,67+4,53 mmHg,
P<0,05).

Com esses resultados verificamos que machos e fémeas SHR apresentaram
elevacdo pressao sistolica com o avanco da idade. Na fase do metaestro das fémeas SHR
foi observado aumento na pressdo sistdlica. As fémeas da linhagem Wistar na fase de

metaestro também apresentaram aumento da pressao sistolica.
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Experimento 4 — Avaliacdo do estoque tecidual de sodio na pele em animais machos e

fémeas das linhagens Wistar e SHR com 4 semanas e 12 semanas de idade.

O experimento 4 foi executado simultaneamente ao experimento 2. Nesta etapa, o
objetivo foi de mostrar o status fisiol6gico da reserva de sédio armazenada na pele.

Tabelas de avaliacdes do contetido de Na* e &qua da pele em cada comparacdo do

estudo

A primeira etapa de demonstracdo dos dados consiste na apresentacdo de tabelas
que possuem a fungdo de apresentar os valores delta (A) especificos de cada comparacéo.
Os valores delta (variacdo) de agua relativa da pele e da razdo Na+/agua da pele foram
obtidos a partir das diferencas entre as médias de agua relativa da pele e de razédo
Na+/agua da pele, sendo mostrados os valores relativos nas comparacdes de cada grupo
do estudo (Tabelas 3 a 23-valores relativos). A obtencdo do valor delta é parte do
resultado do experimento.

Os valores relativos, uma vez obtidos foram utilizados numa nova andlise, na qual
a variacdo de agua relativa da pele compde a formula de sddio osmoticamente ativo
acumulado e a variagdo da razdo Na'agua da pele compde a formula de sédio

osmoticamente inativo acumulado.
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Avaliacoes dos valores relativos de agua e de sédio da pele em funcdo das diferencas

entre as linhagens nos animais

Tabela 3: AvaliacGes de valores relativos de agua e sddio da pele em machos com 4
semanas de idade em condicdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
MW-4 (n=12) MHR-4 (n=12) A
rSKW,

L 0,70+0,015 0,69+0,007 0,01

[mL H,O (g SWW)7]
R(SKNa+/SKW),
[mmol Na* (mL SKW) 0,14+0,025 0,08+0,006 0,06
1

]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sédio/agua da pele.

Tabela 4: Avaliacbes de valores relativos de agua e sodio da pele em fémeas com 4

semanas de idade em condicdes fisioldgicas.

Grupos Variagdo
FW-4 (n=10)  FHR-4 (n=10) A
SKW.
0,740,015 0.69+0,006 0,01
[mL H,0 (g SWW) ]
Risknariskw), [mmol Na 0,18+0,020 0,09620,009 0,08

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.
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Tabela 5: AvaliacGes de valores relativos de agua e sodio da pele em machos com 12

semanas de idade em condicdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
MSHR-12 MW-12 A
(n=12) (n=10)
rSKW,
. 0,6+0,01 0,6+0,02 0
[mL H,0 (g SWW)™]
Risknavsiaw, [mmol Na 430,27 4,02+0,24 0,28

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Tabela 6: Avaliacbes de valores relativos de agua e sddio da pele em fémeas em

proestro/estro nas 12 semanas de idade em condi¢des fisioldgicas.

Grupos Variagéo
FW-12-PE FSHR-12-PE A
(n=12) (n=12)
rSKw,
0,6+0,02 0,7+0,03 0,1
[mL H,0 (g SWW) ]
Risknariskw), [mmol Na 5.02+0,38 3.64+0,22 1,38

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sdédio/agua da pele.
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Tabela 7: Avaliagdes de valores relativos de agua e sodio da pele em fémeas em

metaestro/diestro nas 12 semanas de idade em condi¢des fisiologicas.

Grupos Variagéo
FW-12-MD FSHR-12-MD A
(n=12) (n=12)
rSKW,
. 0,60+0,03 0,68+0,04 0,08
[mL H,0 (g SWW)™]
Reswarssicun, [mmol Na 3,9+0,16 3,41+0,35 0,49

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Avaliacoes dos valores relativos de agua e de sodio da pele em funcdo das diferencas

entre machos e fémeas

Tabela 8: Avaliacdes de valores relativos de agua e sddio da pele em animais machos e

fémeas Wistar com 4 semanas de idade em condi¢es fisioldgicas.

Grupos Variagdo
FW-4 (n=10) MW-4 (n=10) A
rSKw,
0,70%0,015 0,70+0,015 0
[mL H,0 (g SWW) ]
Risknarisiw), [mmol Na 0.18+0.02 0.14+0.025 0,04

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.
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Tabela 9: Avaliacdes de valores relativos de agua e sodio da pele em machos e fémeas

SHR com 4 semanas de idade em condi¢6es fisiologicas.

Grupos Variagéo
FSHR-4 (n=10) MSHR-4 (n=10) A
SKW.
0,69+0,006 0,69+0,007 0
[mL H,0 (g SWW)7]
Risinarsionn, [mmol Na™ g6, 5 59 0,08+0,006 0,016

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Tabela 10: Avaliacdes de valores relativos de dgua e sddio da pele em machos e fémeas

Wistar em proestro ou estro nas 12 semanas de idade em condigdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
FW-12-PE MW-12
- A
(n=12) (n=10)
rSKw,
0,640,02 0,6+0,02 0
[mL H,0 (g SWW)]
Risknariskw), [mmol Na 5.02+0,38 4,02+0,24 1,0

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sédio/agua da pele.
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Tabela 11: AvaliacGes de valores relativos de dgua e sodio da pele em machos e fémeas

Wistar em metaestro ou diestro nas 12 semanas de idade em condicdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
MW-12 FW-12-MD
-12) A
(n=10) (n
rSKwW,
) 0,640,02 0,6+0,03 0
[mL H.0 (g SWW)]
Risinarisiow, [mmol Na 4,02+0,24 3.9+0.16 012

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Tabela 12: AvaliacOes de valores relativos de agua e sodio da pele em machos e em

fémeas SHR em proestro ou estro nas 12 semanas de idade em condices fisiologicas.

Grupos Variagéo
MSHR-12 FSHR-12-PE A
(n=12) (n=12)
rSKw,
0,6+0,01 0,7+0,03 0,1
[mL H,O (g SWW) ]
Risknasiskw), [mmol Na 4.3+0,27 3.64+0,22 0.66

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sédio/agua da pele.
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Tabela 13: Avaliagdes de valores relativos de agua e sédio da pele em machos e em

fémeas SHR em metaestro ou diestro nas 12 semanas de idade em condigdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
MSHR-12 FSHR-12-MD A
(n=12) (n=12)
rSKW,
. 0,6+0,01 0,68+0,04 0,08
[mL H,0 (g SWW)™]
Reswarssicun, [mmol Na 4,3+0,27 3,4140,35 0,89

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Avaliacoes dos valores relativos de agua e de sodio da pele em funcdo das diferencas

em funcao da fase do ciclo estral

Tabela 14: Avaliacdes de valores relativos de dgua e sodio da pele em fémeas Wistar em

funcéo da fase do ciclo estral nas 12 semanas de idade em condicdes fisiologicas.

Grupos Variagdo
FW-12-PE FW-12-MD A
(n=12) (n=12)
rSKW,
0,6+0,02 0,6+0,03 0
[mL H,0 (g SWW) ]
Risknasiskw), [mmol Na 5.02+0,38 3.9+0.16 112

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.
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Tabela 15: Avaliagdes de valores relativos de dgua e sddio da pele em fémeas SHR em
funcéo da fase do ciclo estral nas 12 semanas de idade em condicdes fisioldgicas.

Grupos Variaco
FSHR-12-PE FSHR-12-MD A
(n=12) (n=12)
rSKW,
L 0,7+0,03 0,680,04 0,02
[mL H,0 (g SWW) ]
R (skna+/skw), [mmol Na”*
(mL SKW)7] 3,64+0,22 3,41+0,35 0,23

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Avaliacoes dos valores relativos de agua e de sodio da pele em funcdo das diferencas
entre as idades de animais Wistar e SHR

Tabela 16: Avaliacdes de valores relativos de agua e sodio da pele em machos Wistar de

12 semanas e 4 semanas de idade em condices fisiologicas.

Grupos Variacio
MW-12 MW-4
A
(n=10) (n=10)
rSKWwW,
0,6+0,02 0,7£0,015 0,1
[ML H,0 (g SWW)™]
R (skna+/skw), [mmol Na”*

(mL SKW)™Y] 4,02+0,24 0,14+0,025 3,88

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.
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Tabela 17: AvaliagOes de valores relativos de dgua e sddio da pele em machos SHR de 12

semanas e 4 semanas de idade em condi¢des fisioldgicas.

Grupos Variagéo
MSHR-12 MSHR-4
i A
(n=12) (n=10)
rSKwW,
) 0,60,01 0,690,007 0,09
[mL H.0 (g SWW)]
Risinarisiow, [mmol Na 4.3+0,27 0,08+0,006 422

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Tabela 18: AvaliacOes de valores relativos de dgua e sodio da pele em fémeas SHR de 12

semanas de idade em proestro ou estro e 4 semanas de idade em condicdes fisiologicas.

Grupos Variagéo
FSHR-12-PE FSHR-4
N A
(n=12) (n=10)
rSKw,
0,7+0,03 0,69+0,06 0,01
[mL H,0 (g SWW)]

Risknarisiw), [mmol Na 3.64+0 22 0,096:0,009 3.54

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sdédio/agua da pele.
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Tabela 19: AvaliacGes de valores relativos de agua e sodio da pele nas fémeas SHR de 12
semanas de idade em metaestro ou diestro e 4 semanas de idade em condicGes
fisioldgicas.

Grupos Variagéo
FSHR-12-MD FSHR-4
_ A
(n=12) (n=10)
rSKW,
) 0,68+0,04 0,69+0,006 0,01
[mL H,0 (g SWW)7]

Risinarisiow, [mmol Na 3,41+0.35 0,09620,009 3,31

(mL SKW) ]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.

Tabela 20: Avaliacdes de valores relativos de agua e sodio da pele nas fémeas Wistar de

12 semanas de idade em proestro ou estro e 4 semanas de idade em condigdes fisioldgicas.

Grupos Variagéo
FW-12-PE FW-4
- A
(n=12) (n=10)
rSKW,
0,6+0,002 0,740,015 0,1
[mL H,0 (g SWW) ]

Risknasiskw), [mmol Na 5.02+0,38 0,18+0,02 484

(mL SKW)™1]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, agua relativa da pele; R(skna+/skw),
razdo sodio/agua da pele.
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Tabela 21: Avaliacbes de valores relativos de agua e sodio nas fémeas Wistar de 12

semanas de idade em metaestro ou diestro e 4 semanas de idade em condicGes

fisioldgicas.

Grupos Variagéo
FW-12-MD FW-4
_ A
(n=12) (n=10)
rSKwW,
) 0,6+0,003 0,740,015 01
[mL H,0 (g SWW)7]

Reskarssicun, [mmol Na 3,940,16 0,18+0,02 372

(mL SKW)]

Valores apresentados como média(DP). rSKW, &gua relativa da pele; Rskna+/skw),

razdo sodio/agua da pele.

A seguir apresentamos os demais parametros quantificados na pele dos

animais espontaneamente hipertensos e normotensos em 4 semanas € 12 semanas

de idade.
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Tabela 22: Parametros avaliados na pele de animais com 4 semanas de idade

condicgdes fisioldgicas.

Pardmetros Grupos Estatistica
MW-4 MHR-4  FW-4  FHR-4 Efeito da Efeito do nteracio
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) linhagem dimorfismo ¢
—_ 33 + a1+ 20% 33+  F(149)=8899  F(144)-8218 F(1,44)=0,6176
' 0,47 0.27 014 0.44 P=0,0046 P=0,0063 P=0,4361
F(1,44)= 11,08
W, g 1,00 + Logs 089 1184 b0 0018 F(1,44)=3,733 F(1,44)=1,516;
017 b1 005@) 015 p=0,0603 P=0,2252
o 230+ 2g2 s 14+ 251+ FOA9ZI430  F(144)=7,602 F(1,44)=2,003
' 0.32(b) 016  011(@ 022 P=0,0005 P=0,0083 P=0,1640
ISKW, 070+ 060t 07+ 069t  Fad-ogsss F(LA4)=003005  F(144)=0,008834
[ H,0 (g SWW)™] 0,015 0007 0015 0,006 P=0,3510 p=0,8632 p=0.9255
R(skna+/skw), 0.14 + 0.08 + 0,18 £ 0096 + F(1,44)=18,37 F(1,44)=3,285 F(1,44)=0,5555
0,025 0006 9020 5009
[mmol Na* (mLSKW)?] ' ' @) ' P<0,0001 P=0,0768 P=0,4601
F(144)=9724  F(144)=04740  F(1,44)=0,2772
SKNa*, (mmol) mL* 0,95+ 0688 h 1603 . O(,)ngi
0,05 ' ' ' P=0,0032 P=0,4948 P=0,6012
rSKNa", " .  10ir  ogse  FOA9T2207  FL44=3169 F(1,44)=1,088
[mmol Na*(g DW)*] 0,29 006  021@ 012 P<0,0001 P=0,0820 P=0,3026
N () L 0136+ 0138+ 0133+ 0138+ F(LA4=6881  F(144)=006689  F(144)=0,01229
plasma; (MEQ 0,001 0,001 0,001 0,001

P=0,0127

P=0,7974

P=0,9124

em

Valores apresentados como média(DP) e analisados por Anova de duas vias, sequido de pds-teste de Bonferroni.
SWW, peso Umido da pele; DW, peso seco da pele; SKW, agua total da pele; rSKW, agua relativa da pele;
Riskna+/skw), razdo sddio/agua da pele; SKNa’, sddio total da pele; rSKNa®, sodio relativo da pele; [Napjasma,
concentracdo plasmatica de sodio. (a) FSHR vs. FW, (b) FW vs. MW, P<0,05.
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Avaliacoes do sodio total da pele, razdo sédio/agua da pele e sodio inativo

total da pele em animais de 4 semanas e de 12 semanas de idade

Os parametros sddio total da pele e razdo Na+/dgua da pele foram
analisados separadamente pelo teste de ANOVA de duas vias por serem de
relevancia para a anélise com dois fatores simultaneos, e incluimos nesse momento
a andlise de sodio inativo total da pele, porque é um parametro complementar aos

demais citados.

v' Sadio total da pele
A seguir mostramos a analise estatistica do sodio total da pele (Fig. 50) em
filhotes machos e fémeas SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem
[F(1,44)=9,724; P=0,0032], ndo demonstrou efeito do dimorfismo
[F(1,44)=0,4740; P=0,4948], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem
x dimorfismo) [F(1,44)=0,2772; P=0,6012].

o
I
1

] wistar 4 semanas
(12) (12) Il SHR 4 semanas

T (12) T 12

o
w

o
=
1

o
o

T T
machos fémeas

Sédio total da pele (mmol/ml)
o
N
1

Fig. 50- Avaliacdo da concentracdo de sddio total na pele comparando machos e
fémeas de 4 semanas de idade, da mesma linhagem sob condicBes basais. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por
poOs-teste de Bonferroni.

Na avaliacdo do sddio total da pele ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos de animais Wistar e SHR de 28 a 30 dias. O resultado indica que

na idade de 4 semanas machos e fémeas de ambas as linhagens apresentaram igual
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concentracdo de sodio tecidual total sob condicdes fisiologicas e que esse parametro é
influenciado pela linhagem.

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio total da pele (Fig. 51) em adultos
machos e fémeas SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem [F(1,66)=8,098;
P=0,0059], demonstrou efeito do dimorfismo [F(2,66)=15,12; P<0,0001], e né&o
evidenciou
P=0,1455].

interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(2,66)=1,985;

‘= 0.04q _
= [ wistar 12 semanas
o
E (12) (12) Hl SHR 12 semanas
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Fig. 51- Avaliacdo da concentracdo de sodio total na pele comparando machos e
fémeas adultos da mesma linhagem sob condic¢Bes basais. Dados representados por
média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pos-teste de
Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo da concentracdo de sodio total na pele observamos diferencas
significativas entre os grupos: (i) Fémeas SHR metaestro/diestro vs. Machos SHR
(0,018+0,003 vs. 0,024+0,003 mmol/mL, P<0,01); (iii) Fémeas Wistar proestro/estro vs.
Fémea Wistar metaestro/diestro (0,026 £0,003 vs. 0,021 + 0,003 mmol/mL, P<0,01).

Nesta andlise observamos que na linhagem Wistar foi observada menor
concentracdo de sodio total na pele nas fémeas em metaestro/diestro, em relacéo a fase de
proestro/estro, o que indica que as oscilacdes hormonais fisioldgicas influenciam a
concentracdo de sodio na pele e provavelmente o estrdgeno teria uma participacdo

importante.
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O dimorfismo sexual foi observado apenas na linhagem SHR e especificamente
com as fémeas SHR em metaestro/diestro em comparagdo aos machos. Esse resultado
indicaria que no momento do metaestro/diestro essas fémeas passam por um déficit

transitorio de sddio tecidual e que esse parametro foi influenciado pela linhagem.

v Razdo Na+/agua da pele
A seguir mostramos a analise estatistica da razdo sodio/agua da pele (Fig. 52) em
filhotes machos e fémeas SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem [F(1,44)=25,73;
P<0,0001], demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,44)=5,496; P=0,0236], e néo
evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,44)=1,337;
P=0,2538].
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Razdo sédio/dgua na pele
(unidade arbitraria)

Fig. 52- Avaliacdo da razdo sddio/agua na pele dos filhotes sob condigcdes basais.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido
por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo da razdo sédio/agua da pele foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos experimentais: (i) Machos SHR vs. Machos Wistar (0,313+0,078 vs.
0,551+0,35, P<0,05); (ii) Fémeas SHR vs. Fémeas Wistar (0,385+0,12 vs. 0,764+0,190,
P<0,001).

Assim, observamos aumento na razdo sddio/agua da pele nos animais machos
Wistar em relacdo aos machos SHR e também maior razdo sddio/agua nas fémeas Wistar
em relagdo as fémeas SHR de 28 a 30 dias de idade. O aumento da razdo sddio/agua da

pele indica maior acimulo de sodio inativo na pele e parece que animais Wistar de 4
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semanas de idade apresentaram maior acimulo de sodio inativo, sendo importante
relacionar esse dado com o contedo de sddio osmoticamente inativo acumulado.

A seguir mostramos a andlise estatistica da razdo sodio/agua da pele (Fig. 53) em
adultos SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem [F(1,66)=5,418; P=0,0230], ndo
demonstrou efeito do dimorfismo [F(2,66)=2,392; P=0,0993], e evidenciou interagao
entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(2,66)=5,121; P=0,0086].

1] wistar 12 semanas

(12) Il SHR 12 semanas

" L
(12)
(12)

(12) (12) (12)

Razao s6dio/dgua na pele
(unidade arbitraria)
B
1

Fig. 53- Avaliacdo da razéo sddio/agua na pele dos animais adultos sob condicdes
basais. Dados representados por media(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Nesta analise foi observada diferenca estatistica entre os grupos experimentais: (i)
Fémeas SHR proestro/estro vs. Fémeas Wistar proestro/estro (3,64+0,78 vs. 5,02+1,31 ,
P<0,01).

O resultado indica que a influencia da linhagem foi mais relevante na razéo
sodio/agua da pele e a diminuicdo da razdo sodio/agua da pele nesta fase do ciclo estral
seria um indicativo de que a hipertensdo na fémea pode influenciar negativamente o

armazenamento de sodio inativo na pele particularmente na fase de proestro/estro.
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v’ Sédio osmoticamente inativo total da pele

A seguir mostramos a analise estatistica do s6dio osmoticamente inativo total da
pele (Fig. 54) em filhotes SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem [F(1,44)=12,09;
P=0,0012], ndo demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,44)=0,6942; P=0,4092], e nédo
evidenciou interagdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,44)=0,4152;
P=0,5227].
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Fig. 54- Avaliacdo do sodio osmoticamente inativo total dos filhotes sob condicdes
basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas
vias, seguido por pés-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

Na avaliacdo do sdédio osmoticamente inativo total foi observada diferencaa
estatistica entre 0s grupos experimentais: (i) Fémeas SHR vs. Fémeas Wistar
(0,076+0,026 vs. 0,117+0,336 mmol/mL, P<0,05).

Assim, observamos aumento do sédio osmoticamente inativo da pele nas fémeas
Wistar em relacdo as fémeas SHR de 28 a 30 dias de idade. Esse dado relacionado com o
aumento da razdo s6dio/agua da pele nas fémeas Wistar indicam que essas fémeas em 4
semanas de idade estdo armazenando sodio inativo.

A seguir mostramos a analise estatistica do s6dio osmoticamente inativo total da
pele (Fig. 54) em adultos SHR e Wistar, evidenciou efeito da linhagem [F(1,66) = 13,07;
P = 0,0006], demonstrou efeito do dimorfismo [F(2,66)=3,817; P =0,0270], e evidenciou
interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(2,66)=6,166; P=0,0035].
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Fig. 55- Avaliacdo do sodio osmoticamente inativo total na pele dos animais
adultos sob condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido por pés-teste de Bonferroni, sendo considerado
*P<0,05.

Foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos experimentais: (i) Fémeas
SHR proestro/estro vs. Machos SHR (0,13+0,003 vs. 0,12+0,002 mmol/mL, P<0,01);
(i) Fémeas SHR proestro/estro vs. Fémeas Wistar proestro/estro (0,13+0,003 vs.
0,12+0,001 mmol/mL, P<0,001) e (iii) Fémeas SHR proestro/estro vs. Fémeas SHR
metaestro/diestro (0,13+0,003 vs. 0,12+0,001 mmol/mL, P<0,05).

Nessa avaliacdo observamos que o sddio inativo total da pele varia em funcéo da
linhagem, quando as fémeas SHR e Wistar foram comparadas na fase de proestro/estro, e
que essas fémeas SHR apresentariam um aumento transitorio do sédio inativo total,
enquanto que essas mesmas fémeas apresentaram uma reducdo na fase de
metaestro/diestro. O resultado indica que esse parametro esta sendo influenciado por
flutuacbes hormonais fisiologicas. O dimorfismo sexual foi observado apenas na
linhagem SHR, e especificamente em relacdo as fémeas na fase de proestro/estro. Como
estamos avaliando animais intactos, o resultado indica que possivelmente hormdnios

gonadais, entre eles estrégeno, poderiam influenciar essa resposta e essa influencia seria
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mais potente que a da testosterona nos machos sobre a quantidade de sodio inativo total,

uma vez que ndo foi observada alteragdo nos machos.

Avaliacoes do conteudo de sédio acumulado na pele em animais SHR e Wistar

de 4 semanas e de 12 semanas de idade

Nesta etapa nos avaliamos o conteudo de sodio osmoticamente ativo e
osmoticamente inativo na pele dos animais, sejam filhotes ou adultos de ambas as
linhagens.

A seguir mostramos a andlise estatistica do sodio osmoticamente acumulado na
pele (Fig. 56A) em machos SHR e Wistar de 4 semanas de idade, ndo evidenciou efeito da
linhagem [F(1,44)=2,199; P=0,1452], demonstrou efeito do acumulo de sodio
[F(1,44)=190,2; P<0,001], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x
acumulo de sodio) [F(1,44)=1,886; P=0,1766].

Observamos diferencas significativas na comparacgdo: (i) Na* ativo acumulado
macho Wistar vs. Na* inativo acumulado macho Wistar (0,004+0,002 vs. 0,138+0,066
mmol, P<0,0001) e (ii) Na" ativo acumulado macho SHR vs. Na* inativo acumulado
macho SHR (0,006+0,001 vs. 0,169+0,034 mmol, P<0,0001). O resultado indicou que na
idade de 4 semanas, ambas as linhagens SHR e Wistar, apresentaram conteddo de sédio
inativo acumulado maior e que a reserva inativa ja existe nesse momento da vida dos
animais e contetdo de sodio ativo igual a zero. Esse resultado igual a zero indica que o
Na+ ativo ndo se altera devido as diferencas entre as linhagens nas condic@es fisiologicas.
N&o houve diferencas entre as linhagens em relacdo ao sédio acumulado.

A seguir mostramos a andlise estatistica do sodio osmoticamente acumulado na
pele (Fig. 56B) em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas de idade, evidenciou efeito da
linhagem [F(1,38)=23,53; P<0,001], demonstrou efeito do acUmulo de sodio
[F(1,38)=209,0; P<0,0001], e evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x acimulo
de sddio) [F(1,38)=21,13; P<0,0001].
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Fig. 56- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo e inativo acumulados na pele,
comparando as cargas de sddio acumulado e as linhagens dos animais de 4
semanas (A,B) e de 12 semanas de idade (C) sob condicBes basais. Dados
representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido por
poOs-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.
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Na Fig. 56B, observamos diferencas significativas na comparagdo: (i) Na* ativo
acumulado fémea Wistar vs. Na* inativo acumulado fémea Wistar (0,003+0,0006 vs.
0,107+0,026 mmol, P<0,0001), (ii) Na" ativo acumulado fémea SHR vs. Na’ inativo
acumulado fémea SHR (0,005+0,002 vs. 0,208+0,065 mmol, P<0,0001) e observamos
diferencas entre as linhagens (iii) Na+ inativo acumulado fémea SHR vs. Na+ inativo
acumulado fémea Wistar (0,208+0,065 vs. 0,107+0,026 mmol, P<0,0001).

O resultado indicou que na idade de 4 semanas, ambas as linhagens SHR e
Wistar, apresentaram contetdo de sddio inativo acumulado maior e que a reserva inativa
ja existe nesse momento da vida dos animais como havia sido observado nos machos de 4
semanas de idade. As fémeas SHR e Wistar apresentam igual carga de sodio ativo
acumulado nas 4 semanas de idade, porém houve maior acumulo de sodio inativo na
fémea SHR em relagdo a fémea Wistar. Assim, na idade de 4 semanas a fémea SHR ja
exibe maior reserva inativa acumulada.

A seguir mostramos a andlise estatistica do sodio osmoticamente acumulado na
pele (Fig. 56C) em machos SHR e Wistar de 12 semanas de idade, ndo evidenciou efeito
da linhagem [F(1,40)=0,01209; P=0,9130], demonstrou efeito do acumulo de sddio
[F(1,40)=516,6; P<0,0001], e evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x acumulo
de sddio) [F(1,40)=0,01209; P<0,0001].

Observamos diferencas significativas na comparacdo: (i) Na' ativo acumulado
macho Wistar vs. Na" inativo acumulado macho Wistar (0,000+0,00 vs. 1,06+0,18 mmol,
P<0,0001) e (ii) Na" ativo acumulado macho SHR vs. Na" inativo acumulado macho
SHR (0,000+0,000 vs. 1,05+0,24 mmol, P<0,0001). O resultado indicou que na idade de
12 semanas, ambas as linhagens SHR e Wistar, apresentaram conteudo de sédio inativo
acumulado maior e contetdo de sodio ativo igual a zero. Esse resultado igual a zero indica
gue o Na+ ativo ndo se altera devido as diferencas entre as linhagens nas condicGes
fisiologicas. Nao houve diferencas entre as linhagens nesses parametros.

A seguir mostramos a analise estatistica do s6dio osmoticamente ativo acumulado
na pele (Fig. 57A) em machos SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de idade, ndo
evidenciou efeito da linhagem [F(1,42)=0,5676; P=0,4554], demonstrou efeito da idade
[F(1,42)=61,76; P<0,0001], e evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x idade)
[F(1,42)=4,690; P=0,0361].
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Observamos diferengas significativas na comparagdo: (i) machos Wistar 12
semanas vs. machos Wistar 4 semanas (0,088+0,009 vs. 0,045+0,022 mmol, P<0,0001)

e (i) machos SHR 12 semanas vs. machos SHR 4 semanas
0,051+0,012 mmol, P<0,001).
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Fig.57- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na
pele, comparando as idades dos machos de 4 semanas e 12 semanas de idade sob
condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.
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A seguir mostramos a andlise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 57B) em machos SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de
idade, evidenciou efeito da linhagem [F(1,42)=4,265; P=0,0451], demonstrou efeito da
idade [F(1,42)=24,00; P <0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x
idade) [F(1,42)=0,8432; P=0,3637].

Observamos diferengas significativas na comparagdo: (i) machos Wistar 12
semanas vs. machos Wistar 4 semanas (14,69+2,57 vs. 8,94+4,28 mmol, P<0,001) e
(if) machos SHR 12 semanas vs. machos SHR 4 semanas (15,83+3,61 vs. 11,89+2,43
mmol, P<0,05).

Os resultados dos graficos 57A e 57B demonstraram que a reserva osmoticamente
ativa, assim como a reserva osmoticamente inativa aumentam com o avanco da idade nos
machos e isso ndo esta relacionado com o estabelecimento da hipertenséo na idade adulta.
E os machos adultos SHR nédo foram diferentes em relagdo aos Wistar como foi mostrado
pelo resultado apresentado na idade de 4 semanas.

A seguir mostramos o grafico do sodio osmoticamente ativo acumulado na pele
(Fig. 58A) em machos e fémeas SHR e Wistar de 4 semanas de idade, no qual mostramos
apenas as médias encontradas, pois ndo houve variancia nesta analise. Esse resultado
indica que o parametro estudado néo se altera devido as diferencas entre machos e fémeas
nas condicdes fisiologicas.

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 58B) em machos e fémeas SHR e Wistar de 4 semanas de idade,
evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=15,74; P=0,0003], demonstrou efeito do
dimorfismo [F(1,41)=7,968; P=0,0073], e evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem
x idade) [F(1,41)=5,497; P=0,0240].

Observamos diferencas significativas na comparacdo: (i) fémeas Wistar 4 semanas
vs. machos Wistar 4 semanas (0,054+0,013 vs. 0,092+0,044 mmol, P<0,01). O resultado
indicou diminuicao da reserva inativa na fémea Wistar em relacdo ao macho de mesma
linhagem. Essa diferenca poderia ser atribuida as caracteristicas do tecido, que nos

machos pode conter maior quantidade de proteinas do que nas fémeas.
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Fig. 58- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) inativo (B) acumulados na
pele comparando machos e fémeas de 4 semanas de idade sob condicdes basais.
Dados representados por média(DP) e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido por pos-teste de Bonferroni, sendo considerado *P<0,05.

A seguir mostramos a analise estatistica do s6dio osmoticamente ativo acumulado
na pele (Fig. 59A) em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de idade em
proestro ou estro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=622,3; P<0,0001], demonstrou
efeito da idade [F(1,41)=241,0; P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores
(linhagem x idade) [F(1,41) =204,5; P<0,0001].
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Fig. 59- Avaliacdo do sodio osmoticamente acumulado, comparando as fémeas de 4
semanas e 12 semanas de idade (A,B = proestro/estro) e (C,D = metaestro/diestro)
sob condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de Bonferroni, sendo considerado
*P<0,05.

Observamos diferencas significativas na comparacdo do sodio ativo acumulado: (i)
fémeas Wistar 4 semanas vs. Fémeas Wistar 12 semanas proestro ou estro (0,02620,006
vs. 0,083+0,011 mmol, P<0,0001).

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 59B) em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de
idade em proestro ou estro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=7,583; P=0,0087],
demonstrou efeito da idade [F(1,41)=179,9; P<0,0001], e ndo evidenciou interagdo entre
os fatores (linhagem x idade) [F(1,41)=56,57; P<0,0001].
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Observamos diferencas significativas na comparacéo do sodio inativo acumulado:
(1) fémeas Wistar 4 semanas vs. Fémeas Wistar 12 semanas proestro ou estro (6,49+1,57
vs. 18,33+1,16 mmol, P<0,0001) e (ii) fémeas SHR 4 semanas vs. Fémeas SHR 12
semanas em proestro ou estro (9,19+2,88 vs. 12,52+1,72 mmol, P<0,0001).

A seguir mostramos a analise estatistica do sddio osmoticamente ativo acumulado
na pele (Fig. 59C) em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de idade em
metaestro ou diestro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,41)=516,7; P<0,0001],
demonstrou efeito da idade [F(1,41)=212,0; P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre
os fatores (linhagem x idade) [F(1,41)=174,3; P<0,0001].

Observamos diferencas significativas na comparacdo do sédio ativo acumulado: (i)
fémeas Wistar 4 semanas vs. Fémeas Wistar 12 semanas em metaestro ou diestro
(0,026+0,006 vs. 0,085+0,012 mmol, P<0,01).

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 59D) em fémeas SHR e Wistar de 4 semanas e 12 semanas de
idade em metaestro ou diestro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,41) =6,309; P=0,0160],
demonstrou efeito da idade [F(1,41) = 108,3; P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre
os fatores (linhagem x idade) [F(1,41) =11,66; P=0,0014].

Observamos diferencas significativas na comparacdo do sédio inativo acumulado:
(i) fémeas Wistar 4 semanas vs. Fémeas Wistar 12 semanas em metaestro ou diestro
(4,99+1,21 vs. 13,39+1,91 mmol, P<0,01) e (ii) fémeas SHR 4 semanas vs. Fémeas SHR
12 semanas em em metaestro ou diestro (8,59+2,69 vs. 12,84+2,12 mmol, P<0,01).

Podemos concluir que a reserva osmoticamente ativa das fémeas aumentou com o
avanco da idade apenas na linhagem Wistar. Na idade adulta, mesmo sendo a fémea SHR
hipertensa, a reserva osmoticamente ativa ndo se altera, ficando igual a das 4 semanas de
idade. E a reserva osmoticamente inativa aumentou com o avanco da idade em ambas as
linhagens. Em ambos os casos, ocorrem oscilacdes hormonais fisiologicas ao longo do
cilo estral, pois sdo fémeas intactas. Para as fémeas SHR as oscila¢fes hormonais levaram
na direcdo do acimulo da reserva inativa, favorecendo a ligacdo do Na+ com proteinas e
ndo na direcdo do acumulo da reserva ativa que leva Na+ ao plasma.

A seguir mostramos a analise estatistica do sddio osmoticamente ativo acumulado

na pele (Fig. 60A) em machos e em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de idade em
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proestro ou estro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,42)=603,2; P<0,0001], ndo
demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,42)=1,512; P=0,2257], e ndo evidenciou interacao
entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,42) =1,512; P=0,2257].

O Machos 12 semanas (n=10)

A ® Fémeas proestro/estro 12 semanas (n=12)
© 0.15+
1S
E
(]
©
S 0.10 ﬁ %
]

[ )
: o
3 OOO :.
© @) °
o 0.05 °
2
©
°
©
2 0.00 L —cumD e .
n Wistar SHR
[1 Machos 12 semanas

B Il Fémeas proestro/estro 12 semanas
)

5
: (10)
= (12)
o 4
s
= , (10) 12)
2 3
£ 1
[8)
S, |
o
2
< 44
et
°
o< 0 T T
o Wistar SHR

Fig. 60- Avaliacdo do sodio osmoticamente ativo (A) e inativo (B) acumulados na
pele de fémeas de 12 semanas na fase de proestro/estro em relacdo aos machos de
mesma linhagem sob condicdes basais. Dados representados por meédia(DP) e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de Bonferroni.

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 60B) em machos e em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de
idade em proestro ou estro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,42)= 99,52; P<0,0001],
ndo demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,42) = 0,2600; P =0,6128], e ndo evidenciou

interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,42)=0,2609; P=0,6122].
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O sddio acumulado na pele, seja ativo ou inativo, ndo sofreu influencia do
dimorfismo, especificamente em relagdo as fémeas em proestro ou estro.

A seguir mostramos a anélise estatistica do s6dio osmoticamente ativo acumulado
na pele (Fig. 61A) em machos e em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de idade em
metaestro ou diestro, ndo evidenciou efeito do dimorfismo [F(1,42)=0,2086; P=0,6502],
demonstrou efeito da linhagem [F(1,42)=984,2; P<0,0001], e ndo evidenciou interacéo
entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,42)=0,2086; P=0,6502].
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Fig. 61- Avaliacdo do sbédio osmoticamente ativo (A) e inativo (B)
acumulados na pele de fémeas de 12 semanas na fase de
metaestro/diestro em relacdo aos machos de mesma linhagem sob
condicdes basais. Dados representados por média(DP) e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido por pds-teste de Bonferroni.

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 61B) em machos e em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de
idade em metaestro ou diestro, evidenciou efeito da linhagem [F(1,42)=416,1; P<0,0001],
ndo demonstrou efeito do dimorfismo [F(1,42)=0,09994; P=0,7535], e ndo evidenciou

interacdo entre os fatores (linhagem x dimorfismo) [F(1,42)=0,2229; P=0,6392]. O sbdio
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acumulado na pele, seja ativo ou inativo, ndo sofreu influencia do dimorfismo,
especificamente em relagdo as fémeas em metaestro ou diestro.

A seguir mostramos a anélise estatistica do s6dio osmoticamente ativo acumulado
na pele (Fig. 62A) em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de idade, ndo evidenciou
efeito da linhagem [F(1,44)=1,653; P=0,2052], demonstrou efeito da fase do ciclo estral
[F(1,44)=12,86; P=0,0008], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores (linhagem x fase
do ciclo estral) [F(1,44)=0,3133; P=0,5785].

A seguir mostramos a analise estatistica do sodio osmoticamente inativo
acumulado na pele (Fig. 62B) em fémeas SHR e Wistar de 12 semanas de idade, ndo
evidenciou efeito da linhagem [F(1,44)=0,9153; P=0,3439], demonstrou efeito da fase do
ciclo estral [F(1,44)=626,5; P<0,0001], e ndo evidenciou interacdo entre os fatores
(linhagem x fase do cilo estral) [F(1,44)=1,919; P=0,1730].

O sodio acumulado na pele, seja ativo ou inativo, sofreu influenciada fase do ciclo
estral, embora ndo tenhamos encontrado diferencas significativas entre 0s grupos. Ao
comparar a fase do ciclo estral, as fémeas ndo foram diferentes entre si no parametro

sodio acumulado ativo ou inativo por estarem sob condi¢des fisiologicas.
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Bonferroni.
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7.0 Discussao

Parte 1: Estudo realizado em animais SHR e Wistar de 4 semanas

Os experimentos realizados com os animais de 23 a 33 dias tiveram 0 objetivo de
localizar o momento no qual o padrdo comportamental dos animais SHR se altera quando
comparados aos animais Wistar que sdao normotensos. Verificamos que nessa faixa etaria
0s animais SHR jovens ndo se encontravam hipertensos.

Com esse resultado nos verificamos que os machos SHR apresentam aumento no
consumo de salina hiperténica aos 30 dias de idade e que as fémeas tiveram alteracdo no
consumo de salina hiperténica a partir de 29 dias de idade.

Considerando em conjunto os dados de ingestdo de machos e fémeas, concluimos
que nesse estudo o estabelecimento do fendtipo comportamental de um animal
espontaneamente hipertenso, seja macho ou fémea, se inicia a partir dos 26 dias de idade,
sendo mostrada uma flutuacdo importante, porém nédo significativa neste dia, quando
observamos 0 aumento do consumo espontaneo de salina hipertonica e diminuicdo de
ingestao de agua, sob condi¢des fisioldgicas.

Os resultados indicam que ambos 0s machos e as fémeas SHR apresentam maior
consumo de salina hiperténica que os machos e fémeas Wistar, respectivamente.

Considerando em conjunto os dados de ingestdo nos machos, verificamos que 0s
machos SHR seriam mais precoces ha mudanca de padrdo comportamental de ingestdo de
salina hipertbnica e que as fémeas da mesma linhagem apresentaram essa modificacdo um
pouco mais tarde.

Em nosso estudo demonstramos que as fémeas seriam um pouco mais tardias em
expressar esse comportamento natriorexigénico. Essa resposta poderia ser atribuida a
diferencas na plasticidade dos sistemas neuroenddcrinos reguladores do comportamento
ingestivo, que poderiam resultar em mudanca de padrdo de ingestdo e um exemplo € a
resposta natriorexigénica encontrada no dia 26 para os machos de linhagem SHR e no dia
29 para as fémeas SHR.

Os animais SHR machos e fémeas apresentaram reducdo no volume urinario,
reducdo na osmolalidade urinaria (em alguns dias) e carga excretada de sodio sem

alteracdo, ou seja, os animais produzem um volume menor de urina e reducdo da
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osmolalidade urinaria, como consequéncia da baixa ingestdo e excrecdo de agua. Parece
que nesse momento da vida 0s animais ja apresentavam um fenotipo de retencdo de agua
e de elevada ingestdo e palatabilidade ao sddio. Esses fatores juntos seriam facilitadores
para o acimulo de sddio corporal.

Esse resultado do comportamento ingestivo se relaciona com o acimulo da reserva
inativa acumulada na pele dos machos SHR. No experimento 4, a0 compararmos as
reservas acumuladas nos machos de 4 semanas de idade, dentro da mesma linhagem,
observamos que houve maior estoque de sddio inativo acumulado em relacdo ao estoque
de sddio ativo. Isso indica que na idade de 4 semanas a formacdo da reseva inativa
acumulada na pele nos machos SHR ¢ influenciada pela maior ingestdo espontanea de
cloreto de sodio e que na hipertensdo em desenvolvimento a reserva inativa ja existente
pode estar contribuindo ndo s6 para a manutencéo da hipertenséo, mas para o crescimento
0sseo na puberdade.

Em um estudo realizado em fetos humanos (24-40 semanas) foi constatado que
durante a gestacdo ocorre acumulo de reserva osmoticamente inativa nos fetos durante a
gestacdo (SEGAR et al. 2020). Os autores discutem a possibilidade de essa reserva ser
utilizada também no desenvolvimento 6sseo na vida pds-natal.

E importante considerar que os dados comportamentais, de osmolalidade urinaria e
de carga excretada de sddio em condigdes fisioldgicas, obtidos no protocolo 1 sdo novos
na literatura para a faixa etaria de 4 semanas de SHR machos e fémeas. Neste caso,
apenas as avaliagdes em gaiolas metabolicas representam uma informagdo nova na
literatura, sendo assim ndo temos referéncias para essa parte da discussao.

Verificamos que as diferencas mostradas na avaliacdo do peso corporal,
ocorreram em funcdo da linhagem, pois estdo representados dois tamanhos corporais
distintos. Os animais da linhagem SHR apresentam menor desenvolvimento de carcaca
em relacdo aos da linhagem Wistar, pois 0s SHR exibem diminuicdo na secrecdo de
horménios do crescimento como mostrado por AGUILAR et al. (1990). Neste estudo,
Aguilar et al. (1990) demonstrou que aos 30 dias de idade os machos SHR apresentam
menor concentracdo de horménio do crescimento (GH) no plasma e na hipofise

comparados aos machos da linhagem Wistar Kyoto.

163



De modo geral as medidas ponderais refletem caracteristicas que diferem uma
linhagem da outra pelo tamanho corporal, sendo importante realizar essas medidas para
padronizagéo do estudo.

Bassam et al. (2005) avaliou que na prenhez de fémeas espontaneamente
hipertensas ocorre um retardo no crescimento fetal e atraso no neurodesenvolvimento,
considerando a fase embrionéria, a partir do dia 20, e a fase p6s-natal, como baixo peso
corporal e microencefalia. Os autores reportam a possibilidade de haver injirias na
circulacdo placentéria devido a hipertensdo materna.

Neste contexto, outro estudo realizado por Lewis et al. (1997) avaliou as
diferencas enddcrino-metabdlicas e no crescimento, sugerindo que haveria alteracdes
metabolicas e genéticas em SHR, o que poderia influenciar o posterior desenvolvimento
da hipertensdo. Outros indices de crescimento desproporcional foram a hipertrofia do
coracdo fetal e do rim, e diminui¢do do indice ponderal nos neonatos da linhagem SHR.
Foram encontrados baixos niveis plasmaticos de glicose, nos neonatos de SHR em
comparacgdo aos neonatos de Wistar Kyoto, enquanto que o lactato sanguineo estava mais
alto nos SHR. Esses achados sugerem que houve desnutrigcdo e insuficiéncia da placenta
em fetos de SHR.

Esses fatores poderiam justificar porque, de forma geral, haveria diminuicdo nos
indices ponderais de filhotes SHR em relacdo aos Wistar.

Os achados de sddio plasmatico, osmolalidade plasméatica e hematdcrito nao
apresentaram diferencas entre os grupos na idade de 4 semanas e indicaram que os valores
encontrados para esses parametros estavam compativeis com a eunatremia em condicoes
fisiologicas.

A diferenca de linhagem influenciou as concentracfes plasmaticas fisioldgicas de
vasopressina e de ocitocina nas fémeas na idade de 4 semanas. A concentracao plasmatica
de vasopressina estava aumentada, enquanto que a concentra¢do de ocitocina estava
reduzida nas fémeas SHR comparadas as fémeas Wistar.

Uma justificativa para que alteracdes fisioldgicas produzidas pela vasopressina
sejam evidenciadas em fémeas é que o gene que codifica a vasopressina esta localizado no
cromossomo X. Cox et al. 2015 evidenciaram que fémeas de camundongo, com apenas

um cromossomo X presente, demonstraram aumento da expressao dos niveis de ARNm
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de vasopressina na amidala, além de verificar alteracdes no comportamento social dos
animais.

Até o presente momento, a determinagdo da expressao génica de vasopressina e
ocitocina no nucleo paraventricular e supradptico ainda nao foi descrita em fémeas SHR
de 4 semanas.

Apesar disso, neste estudo ndo foram encontradas diferencas na concentragdo
plasmatica fisiolégica de AVP nos machos de 4 semanas de idade. Burrel et al. (2013)
demonstrou que a regulacdo dos niveis plasmaticos de vasopressina depende da idade dos
animais. O estudo foi realizado em machos SHR de 6, 10 e 16 semanas, considerando que
na sexta semana de vida os animais estavam normotensos. Na idade de 10 semanas, 0S
niveis plasmaticos de AVP foram os mais elevados. Os autores demonstraram que 0
tratamento de SHR com antagonista do receptor V1a na sexta e na décima semana de vida
reduziu a pressao arterial durante o tratamento e essa reducdo permaneceu na décima
sexta semana. Esses resultados sugeriram que o sistema vasopressinérgico pode estar
presente na génese da hipertensdo genetica.

Morris et al. 1983 avaliou o conteudo de AVP e OT no nucleo paraventricular de
animais SHR machos na idade de 3 semanas. Na terceira semana de vida o contetdo de
ocitocina hipotalamica estava reduzido, engquanto que o conteGdo de vasopressina
hipotalamica ndo foi modificado nessa faixa etaria. Essa informagdo confirma o nosso
resultado, no qual machos SHR de 4 semanas de idade ndo diferem dos machos da
linhagem Wistar em relacdo aos niveis plasmaticos de vasopressina. Possivelmente a
secrecdo fisiologica de vasopressina é igual em ambas as linhagens.

Van Tol et al. 1988 avaliaram a expresséo de ARNmM de vasopressina e de
ocitocina nos nucleos supradptico e paraventricular em animais machos SHR de 4
semanas de idade. A expressdo de ARNm para AVP foi de aproximadamente duas a trés
vezes maior nos nucleos supradptico e paraventricular nos animais SHR de 4 semanas,
comparados aos controles. A expressdo de ARNm para OT foi 35% mais baixa em ambos
0s nucleos nos SHR. Ndo houve diferenca em relacdo ao contetdo de AVP e de OT na
hipdfise, mas os niveis plasmaticos de AVP estavam mais elevados nos SHR. A elevacgédo
dos niveis plasmaticos de AVP encontrada por esses autores nao corroboram com 0s

dados de nosso experimento, uma vez que ndo encontramos diferencas nos niveis de AVP
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plasmaticos entre 0os machos, ao comparar as linhagens. Na literatura existe a necessidade
de evidenciar a expressdo de AVP e OT nos ndcleos supradptico e paraventricular em
fémeas SHR de 4 semanas.

Na idade de 4 semanas observamos que a diferenca de linhagem influenciou na
concentracdo plasmatica fisiologica de angiotensina 2, sendo que 0s animais da linhagem
SHR machos e fémeas apresentaram reduzida concentracdo plasmatica desse hormdnio,
sendo esse resultado novidade na literatura. Ainda ndo foi demonstrada na literatura a
concentracdo plasmética de ANG Il em SHR com 4 semanas de idade.

A concentracdo plasmatica fisiolégica do peptideo natriurético atrial ndo foi
modificada entre os animais na idade de 4 semanas, sendo assim a diferenca de linhagem
ou a diferenca entre machos e fémeas ndo influenciou no pardmetro, sendo esse resultado
novo na literatura.

Hsu et al. 2018 demonstraram que a pressédo sistolica de machos SHR do grupo
controle com 4 semanas de idade € cerca de 100 mmHg em animais conscientes pelo
método de tail cuff. Em nosso experimento, a presséao sistolica encontrada foi em torno de
150 mmHg e a afericdo também foi realizada pela metodologia de tail cuff. Encontramos,
entdo, um resultado préximo ao encontrado por HSU et al. 2018. N& encontramos
referéncia para a presséo sistolica das fémeas SHR de 4 semanas de idade.

O teste tail cuff utilizado neste trabalho possui caracteristicas de sensibilidade que
podem levar ao erro na aquisicdo da pressdo diastolica e da pressédo arterial média, e desse
modo, apenas os dados de pressao sistolica foram mais confiaveis para o estudo.

Na literatura podemos citar o estudo de Komolova et al. 2012, que avaliou a
pressdo arterial média e a resisténcia vascular em animais machos SHR de 2 e de 4
semanas. Os autores demonstraram que a pressdo arterial média em animais SHR
conscientes (1135 mmHg) e em ratos Wistar-Kyoto (11026 mmHg) ndo foi
significativamente diferente em animais de 2 e 4 semanas de idade e que existe um
aumento na resisténcia vascular em 30% quando comparados aos animais da linhagem
Wistar Kyoto.

Esse aumento na resisténcia vascular pode ser associado ao aumento da frequéncia

cardiaca que encontramos nos SHR machos de 4 semanas de idade. No entanto, ndo
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encontramos referéncias que corroborem os dados de frequéncia cardiaca das fémeas SHR
de 4 semanas de idade, sendo essa informag&o nova na literatura.

Neste estudo os valores de presséo sistélica em machos e fémeas de SHR estavam
aumentados em relacdo a linhagem Wistar de 4 semanas de idade.

Os animais SHR sédo hipertensos a partir das 4 semanas de idade, e em condigdes
fisiologicas, possuem a reserva ativa acumulada ausente. Neste sentido, o aumento da
reserva osmoticamente inativa (complexo de Na* com proteinas) nesta faixa etaria e a
auséncia da reserva osmoticamente ativa (Na® livre no fluido extracelular) parecem
justificar, associando a outros fatores genéticos, o desenvolvimento da hipertensdo nesse
momento da vida e a sua evolugéo tardiamente.

Titze et al. (2002) reportaram que as linhagens de animais adultos com hipertenséo
sensivel ao sal (SS) e resistente ao sal (SR) apresentaram aumento do conteido de sddio
ativo total corpéreo e reducdo do conteudo de sodio inativo total. Ja os animais Sprague
Dawley, que sdo normotensos toda a vida, apresentaram o oposto. Esses animais foram
tratados com dieta hiperssodica por 4 semanas. Com esses dados 0s autores discutiram
que quando a reserva ativa esta alta, os animais apresentam hipertensdo (TITZE et al.
2002).

Ao compararmos machos e fémeas SHR e Wistar, verificamos, entdo, que em 4
semanas de idade, esses animais apresentaram caracteristicas semelhantes em relacdo a
reserva fisioldgica de sédio acumulado. E importante considerar que na idade de 4
semanas, as fémeas SHR apresentaram maior conteldo de sodio inativo acumulado do
que as fémeas Wistar, o que poderia indicar um aparecimento precoce de um fenétipo de
reserva inativa aumentada nas fémeas SHR de 4 semanas.

Em resumo os animais SHR nas 4 semanas de idade sdo hipertensos. Nesta fase o
sistema-renina-angiotensina-aldosterona parece estar imaturo na idade de 4 semanas, fato
que foi demonstrado pela reduzida concentracdo plasméatica de ANG II, porém seria
interessante avaliar outros fatores para comprovar essa constatacdo, como a atividade de
renina plasmatica. Outro fator seria o sistema simpatico que poderia estar com baixa
atividade nas 4 semanas de idade, no entanto esse sistema ndo foi avaliado neste estudo.

Por fim, € importante considerar que a reserva ativa de sddio acumulado esta ausente
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comparada aos animais da linhagem Wistar e também a concentragdo plasmatica de sodio
estd normal para a condigdo fisioldgica de eunatremia.

Comparando ambas as reservas, considerando a mesma linhagem verificamos que
a reserva ativa de sodio acumulado estd ausente nas 4 semanas de idade dos SHR, no
entanto a reserva inativa acumulada estd aumentada. Nesta fase da vida, poderiamos
concluir que a reserva de sddio inativa representaria um indicio para elevagdo da pressao
arterial nos animais SHR de 4 semanas, ou seja, 0 sddio que leva ao aumento da pressao

estaria vindo da matriz extracelular.

Parte 2: Estudo realizado em animais SHR e Wistar de 12 semanas

Na avaliagdo realizada em gaiolas metabdlicas verificamos que a linhagem SHR
apresentou aumento do consumo espontaneo de salina hipertnica e reducdo da ingestéo
espontanea de agua como ja demonstrado na literatura (PEREIRA-DERDERIAN et al. ,
2010, 2016, PEREIRA et al. 2019, KENSICKI et al. 2002).

Nosso estudo demonstrou que as fémeas SHR tomam maior volume de salina na
fase de metaestro/diestro enquanto que as fémeas Wistar ingerem maior volume na fase
de proestro/estro sob condicdes fisioldgicas. Pereira et al. 2019 demonstraram que fémeas
SHR ovariectomizadas sem reposicdo estrogénica apresentam maior ingestdo de salina
hipertonica e maior palatabilidade a salina 0.3 M.

Esse dado sobre a ingestdo de salina nas fémeas Wistar é diferente em relacdo a
literatura, mas consideramos como uma Vvariacdo fisiolégica dessa linhagem ou
particularidade da coldnia de animais.

A hipertensdo ndo altera a ingestdo de alimento nos animais em condic6es
fisiologicas. Observamos que o consumo alimentar nos animais SHR machos ou fémeas é
inferior ao consumo dos animais Wistar. Observamos que a fase do ciclo estral de
metaestro/diestro as fémeas ingerem maior quantidade de alimento pela influéncia da
baixa concentracdo plasmatica de estrogeno sobre peptideos orexigénicos, além de
influenciar na palatabilidade da refeicdo (BUTERA et al. 2014, 2010).

Os machos SHR apresentaram baixa osmolalidade urinaria e baixo conteudo de

sodio excretado.
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O volume urinério foi igual em ambas as linhagens conforme demonstrado por
Blagonravov et al. 2018 em relacdo a linhagem Wistar Kyoto na avaliacdo do perfil
metabolico dos animais por 24 h. Neste mesmo estudo foi demonstrado que machos SHR
excretam menor conteudo de sédio durante a noite, enquanto que durante o dia os animais
excretam equivalente contetdo de sodio em relagdo a linhagem Wistar-Kyoto.

Em nosso estudo avaliamos que os machos da linhagem SHR possuem dificuldade
em excretar sodio. Os mecanismos de retencdo de sddio parecem estar mais estimulados
nos SHR como o aumento da atividade simpatica e secrecdo de renina, além de considerar
nos SHR a superexpressdo de ECA 2 no RVLM (bulbo rostralventrolateral) que pode
atenuar a neurotransmiss@o autonomica (DENG et al. 2019).

Verificamos variagdes fisioldgicas na osmolalidade urinaria nas fémeas SHR com
reducdo da osmolalidade urinaria na fase de proestro/estro e na fase de metaestro/diestro
das fémeas Wistar apenas aos 84 dias de idade. O aumento da osmolalidade urinaria foi
observado nas fémeas SHR na fase de metaestro/diestro e na fase de proestro/estro das
fémeas Wistar apenas aos 84 dias de idade.

Em relacdo ao contetido de sodio excretado foi observada uma variacgéo fisiologica
na carga excretada de sdédio entre as linhagens nas fémeas SHR e Wistar na fase de
metaestro com 82 dias de idade.

Neste experimento, os machos SHR adultos parecem apresentar incapacidade de
excretar sodio e reduzido volume urinario, sendo que Herlitz et al. (1982) encontrou
reducdo da carga excretada de sodio e do volume urinario em machos SHR de 7 semanas
submetidos a uma dieta com alto teor de sddio (56 mmol/100g de animal) e somente
reducao do volume urinério no grupo que recebeu a dieta padréo.

Em relacdo as fémeas SHR, observamos uma variacdo fisiologica na carga
excretada de sodio entre as linhagens nas fémeas SHR e Wistar na fase de metaestro com
82 dias de idade. No entanto, as fémeas SHR ndo parecem apresentar incapacidade em
excretar sodio como 0s machos, possivelmente, por influéncia do estrogeno. Para entender
melhor essa questdo seria necessario outro estudo.

O tamanho de carcaca se relaciona com a linhagem, uma vez que todos 0s animais

Wistar apresentaram maior peso corporal, sempre, em relacdo aos animais SHR de 12
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semanas de idade. A diminuicdo no tamanho de carcaca é observada desde o inicio da
vida pds-natal, conforme observado por AGUILAR et al. (1990).

Em geral, o ganho de peso na linhagem Wistar foi de 10 gramas por dia, enquanto
que o ganho de peso na linhagem SHR foi cerca de 5 a 7 gramas por dia (dados nédo
mostrados).

O estudo de Mandl et al. (1951) avaliou em ratas albinas o efeito tr6fico hormonal
no Utero, respectivo de cada fase do ciclo. Neste experimento foi demonstrado que as
fases nas quais ocorreria um significativo aumento do tamanho e do peso uterino,
considerando o conteudo drenado, seriam desde o final do diestro até o final do estro.
Neste presente estudo, foi observado aumento do peso uterino na fase de proestro/estro
nas fémeas de mesma linhagem e fase do ciclo estral diferentes, corroborando com a
literatura.

Observamos maior secrecdo fisiologica de vasopressina nas fémeas SHR
metaestro/diestro.

A secrecdo de AVP nédo foi modificada em machos. Esse resultado corrobora com
0s dados de Magnusson & Meyerson (1996) no qual as concentragdes basais de
vasopressina nao se alteram em fungéo da linhagem em machos SHR e Wistar Kyoto de
10 semanas de idade.

Filep & Fejes-Toth (1986) avaliaram a importdncia da vasopressina na
manutencdo da pressao arterial em animais espontaneamente hipertensos. Estes autores
verificaram a respota pressora a vasopressina exogena foi similar em animais hipertensos
e normotensos. Os resultados sugerem que a vasopressina ndo € um hormoénio pressor

importante em animais SHR conscientes.

E a secre¢do de ocitocina ndo foi modificada em machos e fémeas sob condic6es
fisiologicas.

A ocitocina possui um papel relevante na resposta pressora. Wsol et al. 2014
demonstraram que o aumento da resposta pressora pela ocitocina exdgena foi causado
pela interacdo com o receptor V1aR e que a ocitocina enddgena regula a magnitude
daresposta pressora nos animais Wistar Kyoto pela interacdo simultdnea com receptores

para ocitocina e receptor V1aR para vasopressina.
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O ritmo bioldgico dos animais SHR e os Wistar Kyoto, por exemplo, em relagcdo
ao comportamento animal (Minami et al. 1984) e em relacdo a pressdo arterial
(Blagonravov et al. 2013) séo fatores que podem interferir na secre¢cdo hormonal sob
condicdes fisioldgicas.

Na linhagem SHR, alteracdes na pressao arterial e na expressdo de neuropeptidios
como peptideo intestinal vasoativo (VIP) e vasopressina (AVP) sdo necessarios para o
adequado ritmo biolégico e também sdo determinantes para o estabelecimento da
hipertensdo nos SHR (YILMAZ et al. 2019).

Observamos maior secrecdo fisiologica de angiotensina 2 nas fémeas SHR
metaestro/diestro e 0s machos ndo sofreram modificacbes na concentragcdo deste
hormonio. Yannes et al. (2006) demonstraram que ndo existe dimorfismo sexual no
angiotensinogénio plasmatico ou na concentragdo de ANG Il, ou na expressao renal de
receptores AT1, na enzima conversora de angiotensina e na atividade de renina
plasmatica. No entanto, a expressdo renal de ARNmM angiotensinogénio e expressao
proteica foi maior em machos do que em fémeas mais velhas com 16 semanas de idade,
enquanto que a expressdo renal de ARNm de ANG Il foi mais elevada nas fémeas de 16
semanas de idade. Os autores demonstraram ainda que existe o dimorfismo sexual na
respota ao antagonismo do receptor AT1 e essa resposta pode envolver fatores como o
estresse oxidativo e o avanco da idade.

Bahtia et al. (2012) demonstraram que a angiotensina 2 na hipertensdo promove
maior estresse oxidativo em machos do que em fémeas SHR.

A secrecdo de peptideo natriurético ndo foi modificada em machos e fémeas neste
presente estudo. Kato et al. (1988) evidenciaram que o aumento da forma livre do ANP
suporta a hipOtese de que a secrecdo desse horménio pelo coracdo aumenta para
compensar a elevacdo da pressao arterial nos SHR. Nossos resultados demonstraram que
0s machos SHR apresentam concentracdo plasmatica fisiologica de ANP superior ao que
foi encontrado por KATO et al. 1988.

Romero et al. (2015) avaliaram o papel da infusdo intravenosa de ANP em
machos e em fémeas durante 14 dias no estresse oxidativo renal. As fémeas SHR

apresentaram menor lesdo em 6rgdo do que os machos. O tratamento crénico com ANP
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poderia atenuar a hipertensdo e evitar danos a 6rgdos no rim pela diminui¢do do contetdo
de colageno e da apoptose em ambos 0S Sexos.

Verificamos que ambos machos e fémeas SHR apresentaram elevagdo pressao
sistolica com o avanco da idade. E importante destacar que na fase do metaestro das
fémeas SHR foi observado aumento na pressdo sistolica, assim como as fémeas da
linhagem Wistar na fase de metaestro.

E importante lembrar que com o avango da idade ocorre fisiologicamente o
remodelamento cardiaco e a alteracdo no didmetro das camaras cardiacas.

Li et al. 2019 demonstraram que ocorrem alteracdes no metabolismo cardiaco nos
SHR com o avanc¢o da idade. Esses autores demonstraram que aos dois meses de idade o
coracdo dos SHR apresentavam elevados niveis de piruvato, de aminoacidos ramificados,
de carnitina, estresse oxidativo e inflamacdo. Aos 5 meses de idade o coragdo dos SHR
apresentou reducdo no indice ventricular e estresse oxidativo elevado no reticulo
endoplasmatico.

Também observamos aumento da pressdo diastolica em machos e em fémeas da
linhagem SHR em comparacao aos animais Wistar

A ovariectomia altera a expressdo de enzimas quimases no coracao de fémeas
SHR e causa prejuizos na funcdo diastolica (WANG et al. 2019). Esses autores
demonstraram que a expressao de ARNm das enzimas rMCP-1e rMCP-5 ARNm esta
positivamente relacionada com a progressao da disfuncéo diastdlica (aumento da razéo de
velocidade entre o influxo e o efluxo de sangue na valvula mitral e aumento do didmetro
interno do ventriculo esquerdo).

A partir da 4% semana de vida ocorre aumento da pressdo arterial sistélica nos
machos e a partir da 6% semana de vida nas fémeas SHR, sendo que a 5% semana foi
considerada um periodo de transi¢ao.

Nossos dados de frequéncia cardiaca e pressao sistolica nos machos SHR adultos
corroboram com o trabalho de BLAGONRAVOV et al. (2018).

Neste estudo ndo avaliamos o0s niveis de testosterona nos machos SHR ou Wistar
adultos, embora tenhamos avaliado os animais até 12 semanas (84 dias de idade). Na
literatura encontramos referéncias a respeito, conforme o que foi demonstrado por

AGUILAR et al. (1990). Esse estudo reportou que a concentracdo basal plasmética de
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testosterona em machos SHR aos 90 dias de idade é duas vezes mais elevada que em
machos Wistar Kyoto.

Além disso, um efeito fisiologico da testosterona € de produzir aumento da pressdo
arterial. O estudo de Loh et al. (2017) mediu a concentracdo plasmaética de testosterona e
a pressdo arterial média em machos e fémeas de 16 semanas de idade, sob condicOes
fisioldgicas e demonstrou que machos sham (falso-operados) das linhagens SHR e Wistar
Kyoto apresentaram elevadas concentracfes plasmaticas de testosterona e também eleva
pressdao arterial média quando comparados, respectivamente, aos machos
orquidectomizados, sendo que a pressdo arterial média foi medida em animais
anestesiados e submetidos a canulacdo da carétida. E também as fémeas sham de ambas
as linhagens apresentaram a mesma resposta, quando comparadas as fémeas
ovariectomizadas. No entanto, 0s niveis de testosterona e de pressao arterial média foram
mais elevados nos animais da linhagem SHR comparativamente aos da linhagem
normotensa, independente da diferenca de género.

Ely et al. (2000) reportou que a adigdo do cromossomo Yy agrega de 15 a 20 mmHg
de pressdo sistolica a partir da linhagem parental em animais espontaneamente
hipertensos e que esse cromossomo Y € também o responsavel pelo aumento da presséo
arterial média nos animais SHR. Esse efeito do cromossomo Y produz respostas também
sobre o sistema nervoso autbnomo simpatico, o sistema renina-angiotensina-aldosterona,
a sensibilidade ao sal, a liberacdo de norepinefrina pela medula renal e a deposicao de
coladgeno nos vasos sanguineos.

Loh et al. (2017) também mediu as concentragdes plasmaticas de testosterona e
avaliou a pressao arterial média de fémeas intactas SHR e Wistar Kyoto de 16 semanas de
idade, sob condicdes fisioldgicas, nas fases de proestro, estro, metaestro e diestro. Esses
autores demonstraram que as flutuacdes hormonais durante o ciclo estral ndo influenciam
na pressdo sanguinea e que 0s niveis plasmaticos de testosterona e de pressdo arterial ndo
mudam durante o ciclo estral.

Ao avaliar o contedo de sodio total da pele observamos que na linhagem Wistar
foi observada menor concentracdo de sodio total na pele nas fémeas em metaestro/diestro,
em relacdo a fase de proestro/estro, o que indica que as oscilagdes hormonais fisiologicas

influenciam a concentracdo de sddio na pele e provavelmente o estr6geno teria uma
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participacdo importante. Titze et al. (2003) demonstrou que a formacdo da reserva inativa
de sddio acumulado depende de horménios sexuais femininos.

Ainda em relagdo ao contelido de Na* armazenado na pele, o dimorfismo sexual
foi observado apenas na linhagem SHR e especificamente com as fémeas SHR em
metaestro/diestro em comparacgdo aos machos. Esse resultado sugere que no momento do
metaestro/diestro essas fémeas passam por um déficit transitorio de sodio tecidual, cujo
conteido se torna menor do que nos machos.

Na razdo sddio/agua da pele, pardmetro que se relaciona diretamente com o
conteido de sodio inativo acumulado, foi observada maior influéncia da linhagem. Na
fase do ciclo estral proestro/estro em fémeas SHR foi observada a diminui¢do da razéo
sodio/agua da pele, que seria um indicativo de que a hipertensdo na fémea pode
influenciar negativamente o armazenamento de sédio inativo na pele, especificamente
neste momento do ciclo estral, promovendo assim uma variacao fisiolégica da reserva
inativa acumulada.

Verificamos que o sodio inativo total da pele varia em funcdo da linhagem.
Quando as fémeas SHR e Wistar foram comparadas na fase de proestro/estro, observamos
que as fémeas SHR apresentariam um aumento transitério do sodio inativo total na fase de
proestro/estro, enquanto que as fémeas SHR apresentaram uma reducdo na fase de
metaestro/diestro. Esse resultado indica que esse parametro estd sendo influenciado por
flutuacGes hormonais que existem no ciclo estral das ratas.

Titze et al. (2003) avaliou fémeas ovariectomizadas sem reposicao de estrégeno
que apresentaram reserva osmoticamente inativa acumulada ausente, enquanto que as
fémeas intactas apresentaram aumento de ambas as reservas acumuladas. Esse resultado
indicou que a presenca ou a auséncia de horménios gonadais influencian no estoque de
sodio acumulado.

Por outro lado, o dimorfismo sexual foi observado apenas na linhagem SHR, e
especificamente em relacdo as fémeas na fase de proestro/estro que apresentaram
conteddo de sddio inativo total maior do que os machos da mesma linhagem.

Como estamos avaliando animais intactos, o resultado do sddio inativo total indica
que possivelmente hormdnios gonadais, entre eles estrégeno ou testosterona, poderiam

influenciar essa resposta. Supomos que a influencia do estrogeno seria mais potente, em
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condigdes fisiologicas, que a da testosterona nos machos sobre a quantidade de sddio
inativo total, uma vez que ndo foi observada alteracdo nos machos, mas apenas nas
fémeas.

O sddio acumulado na pele, seja ativo ou inativo, ndo sofreu influencia do
dimorfismo nas condicGes fisioldgicas, independente da fase do ciclo estral nas fémeas
quando comparadas aos machos.

Considerando a discussdo presente nos estudos de Titze et al. 2003, 2004,
Hoffmeister et al. 2015 e Schafflhuber et al. 2007, a reserva ativa poderia ser mobilizada
de forma mais rapida, uma vez que € mais dindmica, enquanto que a reserva inativa
acumulada seria mais estética e poderia ser mobilizada de forma mais lenta.

Considerando os resultados obtidos, a reducdo do conteudo osmoticamente inativo
representaria um fator tardio que poderia contribuir para que os animais SHR fossem
hipertensos na vida adulta, e através da mobilizacdo lenta, poderia acrescentar no aumento
da concentragéo de sddio no plasma e contribuir com o0 aumento da pressao sistolica.

Com esse presente estudo ndo foi possivel constatar essa evidéncia. Para
esclarecer essa questdo um novo estudo sera necessario, colocando 0 modelo SHR frente a
desafios osméticos que envolvam situagdes de aumento, de reducdo ou de mobilizacao da
reserva e, dessa forma, confrontar esses resultados com alteracdes de presséo.

Um modelo experimental ja abordado pela literatura foi a dieta com alto teor de
sodio. Tais experimentos foram realizados por Titze et al. (2004) no modelo de
hipertensdo sensivel ao sal, apos oferecer dieta hiperssodica aos animais, cronicamente, e

observou que a reserva inativa de Na* diminui neste grupo.

Parte 3: Estudo realizado em animais SHR e Wistar pela comparacdo entre as

idades

O comportamento ingestdo de fluidos de animais SHR filhotes e adultos é
semelhante. Quando jovens ingerem maior volume de salina hipertdnica e menor volume
de 4gua e esse mesmo comportamento permanece na fase adulta. JA os animais da

linhagem Wistar possuem o comportamento oposto.
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Os machos SHR de 4 semanas de idade apresentaram maior concentragdo de
vasopressina plasmatica e igual concentracdo de ocitocina plasmatica em relagdo aos
machos SHR de 12 semanas de idade. Os Machos Wistar apresentaram igual
concentragdo de vasopressina na idade de 4 semanas, e na idade adulta, no entanto, os
machos Wistar apresentaram menor concentragdo de ocitocina em relacdo a idade de 4
semanas.

Esses dados supracitados ndo possuem referéncias para que possamos relacionar
com os dados obtidos, uma vez que as semanas escolhidas, referente a idade dos animais
tornam a avaliacdo mais especifica.

Magnusson & Meyerson (1996) avaliaram a secrecdo de vasopressina basal em
animais machos e fémeas SHR nas idades de 25 a 30 dias e de 60 a 70 dias. Os autores
observaram que ndo existem diferencas associadas a linhagem ou ao dimorfismo sexual
na liberacdo basal de vasopressina considerando o intervalo de 25 a 30 dias de idade. Aos
70 dias de idade (10 semanas) a secrecdo de vasopressina é mais alta tanto nos machos
quanto nas fémeas SHR em comparacéo a linhagem Wistar Kyoto.

As fémeas SHR apresentaram concentracbes plasmaticas semelhantes de
vasopressina e de ocitocina independentemente da idade dos animais. As fémeas Wistar,
quando filhotes, apresentaram maior concentracdo plasmatica de ocitocina em relacdo a
idade adulta, mas a concentracdo plasmatica de vasopressina ndo variou com a idade. As
fémeas SHR na fase de metaesto/diestro apresentaram maior concentracdo de
vasopressina plasmatica em relacdo a fase de proestro/estro e igual concentracdo de
ocitocina plasmatica em ambas as fases do ciclo estral. A idade ndo influenciou na
concentracdo do horménio peptideo natriurético atrial nas fémeas.

A concentracdo plasmatica de angiotensina 2 sofreu influéncia da idade na
avaliacdo dos machos Wistar, lembrando que as concentracbes plasmaticas de
angiotensina 2 foram mais altas na idade jovem do que na idade adulta. Na linhagem
SHR, os filhotes machos apresentaram iguais concentracfes de angiotensina 2 e de
peptideo natriurético atrial independente da idade.

Verificamos que machos e fémeas SHR apresentaram elevacao da pressdo sistélica

com o avango da idade. Na fase do metaestro das fémeas SHR e das fémeas Wistar foi
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observado aumento na pressao sistélica. Machos e fémeas da linhagem SHR apresentaram
aumento da pressdo diastolica em comparagdo aos animais da linhagem Wistar.

Nas 4 semanas e nas 12 semanas de idade, o contetido de sodio total da pele foi
igual nos machos, independentemente da linhagem. Com 12 semanas de idade o contetdo
de sbdio total da pele foi maior nos machos SHR em relagdo as fémeas SHR
metaestro/diestro.

A reserva osmoticamente ativa, assim como a reserva osmoticamente inativa
aumentam com o avan¢o da idade nos machos, sob condi¢des fisiologicas. Acreditamos
que esse resultado ndo esta relacionado com o estabelecimento da hipertensdo na idade
adulta, uma vez que os machos Wistar também apresentaram aumento da reserva
acumulada e ndo sdo hipertensos.

A reserva osmoticamente ativa das fémeas aumentou com o avanco da idade
apenas na linhagem Wistar, equanto que nas fémeas SHR ndo houve modificacao,
independentemente da fase do ciclo estral das fémeas adultas. Na idade adulta, mesmo
sendo a fémea SHR hipertensa, a reserva osmoticamente ativa ndo se altera, ficando igual
a das 4 semanas de idade.

Com o avango da idade os animais comem mais racdo, e com isso ingerem mais
Na" a partir da racéo, o que pode contribuir para o acimulo de reserva inativa.

E a reserva osmoticamente inativa nas fémeas aumentou com o avanco da idade
em ambas as linhagens. As oscilagdes hormonais fisiologicas ao longo do ciclo estral
podem ter influenciado esse resultado. Para as fémeas SHR as oscilacdes hormonais
levaram na direcdo do acimulo da reserva inativa, favorecendo a ligacdo do Na" com
proteinas e ndo na direcdo do acimulo da reserva ativa que leva Na* ao plasma com o

avanco da idade.

8.0 Conclusdes especificas

-Experimento 1

A ingestdo de sodio e agua é influenciada pela linhagem e pelo dimorfismo sexual.
-Experimento 2

A maioria das variacdes hormonais ocorreram devido as diferencas de linhagem.

177



-Experimento 3

Animais da linhagem SHR possuem como caracteristica a elevagdo da presséo sistélica
desde as 4 semanas de idade, considerando apenas os machos. As oscilagdes hormonais
na fase de metaestro/diestro parecem ser importantes para promover aumento da pressao
sistélica em fémeas SHR. As fémeas SHR se tornam hipertensas na 62 semana de vida. A
5% semana de vida das fémeas SHR foi considerada um periodo de transig&o.

-Experimento 4

A hipertensdo ndo altera a reserva osmoticamente ativa ou inativa em condicdes

fisiolégicas, mas sim a idade e o dimorfismo sexual exercem papéis importantes.
9.0 Concluséo Geral

Em condicGes fisiologicas, animais espontaneamente hipertensos possuem
caracteristicas fenotipicas que os diferem da linhagem Wistar, seja no comportamento
ingestivo, nas variagdes hormonais e na pressao arterial. Na reserva corporal de sddio
acumulado, em condicdes fisiologicas, a diferenca entre as linhagens foi a principal
influéncia na fase jovem, enquanto que na fase adulta a influéncia da linhagem nao foi
importante. A influéncia das diferencas entre as idades dos animais e a influencia do

dimorfismo sexual predominaram no status fisioldgico da reserva de sddio.

Esse trabalho promoveu maior conhecimento sobre a fisiologia da linhagem de
animais espontaneamente hipertensos (SHR) pela analise pioneira do status fisiologico da
reserva de sodio corporal, além de gerar novos conhecimentos sobre alguns parametros
da fase jovem dos SHR, que é ainda pouco estudada. E também promoveu a padronizacao

da metodologia de avaliacdo do conteudo de sddio e agua da pele.

10.0 Perspectivas

A avaliacdo do contelido de agua e Na® armazenado na pele ¢ uma ferramenta
interessante para entender melhor o balango de Na® e &gua corporal e oferece uma
informacdo metabolica complementar, que pode ser associada a excrecdo renal de

eletrolitos, a ingestdo de sodio e agua pelos animais e a pressao arterial.
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Assim sendo, a metodologia de quantificacdo do sddio tecidual é promissora para
estudos clinicos, avaliagdes de aspectos fisioldgicos e farmacolégicos da hipertensdo e

disturbios enddcrino-metabdlicos.

11.0 Misséo de investigacao
Resumo da Misséo

A missdo de investigacdo foi realizada junto ao Instituto de Investigacion Médica
Mercedez y Martin Ferreyra pelo periodo de 7 de julho de 2018 a 7 de novembro de 2018,
em Cordoba, Provincia de Cordoba, Argentina. Os recursos para essa missao foram
obtidos a partir do | Edital de Apoio a Eventos e Missdo de Pesquisa na UFRRJ e Bolsa
CAPES do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas. O projeto foi intitulado
“Estudio de la caracterizacion funcional de las neuronas sensibles a Aldosterona del Area
Postrema em animales depletados de sddio” e executado no Laboratério de Balance

Hidrossalino y Hipertension, sob a superviséo da Dra. Laura Vivas e Dra. Andrea Godino.

O objetivo da missdo foi de realizar uma das etapas experimentais necessarias
para completar um artigo de interesse do laboratorio, além do aprendizado de técnicas
como imunoistoquimica dupla, perfusdo, analise e quantificacdo dos neurdnios marcados
por videomicroscopia, treinamento na técnica de western blot e acompanhamento dos

seminarios internos do Instituto.

Geerling et al. (2006) demonstraram a localizacdo dos neurbnios sensiveis a
aldosternona marcados com 11 B-HSD; (11 B-hidroxi-esterdide-desidrogenase) na area
postrema, que € um 6rgdo circunventricular, que contém neurénios osmossensiveis que

percebem variacdes de osmolalidade e de tonicidade do liquido céfalo- raquidiano.

A afinidade dos glicocorticoides pelo receptor mineralo-corticdide é de 10 vezes,
em relacdo ao receptor glicocorticoide. A concentracdo plasmatica de glicocorticoides é
de 100 a 1000 vezes maior do que de aldosterona. Assim, os glicocorticoides ocupam o
receptor mineralo-corticdide a maior parte do tempo, evitando que a aldosterona se ligue
ao seu proprio receptor (FUNDER, 2004).
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Os neurbnios sensiveis a aldosterona sdo neurbnios especiais Unicos que
expressam a enzima 11 B-hidroxi-esterdide-desidrogenase, que inativa os glicocorticoides,
permitindo que a aldosterona se ligue (EDWARDS et al. 1988).

Os neurdnios sensiveis a aldosterona na area postrema fazem parte de um grande
circuito que controla o apetite por sodio. A pergunta experimental se relaciona com o
tempo necessario para que 0S animais expressem 0 comportamento natriurexigénico na

deplecdo de sadio.

Durante esse periodo foram cortados 26 cérebros no total, sendo 6 cérebros para
padronizacdo dos cortes (Fig 5- Figura extraida de Geerling et al. 2006) e da
imunoistoquimica e 20 cérebros experimentais. Os cortes foram realizados em micrétomo
a gas (dioxido de carbono) e inseridos em solucdo de PB 0,01 M até o inicio da
imunoistoquimica. Encontramos dificuldades em realizar a reagdo cromogena final com a
DAB (diaminobenzidina). Apos solucionarmos essa questdo 0s protocolos seguiram
normalmente. Para cada imunoistoquimica dupla foram 7 dias de experimento. O periodo
de incubacdo do anticorpo primario FOS foi de 72h e do anticorpo secundario (11-
BHSD,) tambem foi de 72h.

Foram utilizados ratos Wistar machos (300 g) do Biotério do Instituto Ferreyra,
sob regime de ciclo claro escuro 12h/12h com temperatura ambiente controlada (22 + 2
°C). Os animais foram colocados em gaiolas metabolicas para ambientacdo por 4 dias.
Foram depletados de sddio com injecdes subcutaneas de furosemida 20 mg/kg (Lasix,
Sanofi-Aventis) e o grupo controle recebeu injecdes de salina estéril (0,15 M, s.c.) com

dieta pobre em sddio e agua destilada.

Os grupos experimentais foram depletados de sdédio de 24 h (DEP-24h),
depletados de 2h (DEP-2h), controle de 2 h (CTR 2h) e controle de 24 h (CTL 24h). A
perfusdo intracardiaca ocorreu nos tempos de 2h e de 24 horas ap0s a deplecdo de sodio.
O n experimental obtido foi de 4 a 5 animais por grupo.  Participar da Missdo de
investigacdo foi uma experiéncia excelente pela ampliacdo de conhecimentos académicos,

pela convivéncia académica em um ambiente novo.
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Fig 63- Figura 5 extraida de Geerling et al. (2006), conforme a legenda original. Padrdes de expressdo
complementar de HSD2 e de tirosina hidroxilase (TH) no NTS (A-F). Notar que ndo ocorreu co-localizagdo
de imunoreatividade entre essas duas enzimas. Os neur6nios HSD2 e que expressdo TH (incluindo o grupo
a2 noradrenérgico) apresentam distribuicdes complementares nas seguintes regides: com, subnucleo
comissural do NTS; cu, nlcleo cuneato; dl, subnucleo dorsolateral do NTS; Gr, ndcleo gracil; med,
subnucleo medial do NTS; T, trato solitario; vl, subntcleo ventrolateral do NTS; X, ntcleo dorsal do nervo

vago; XlI, ndcleo hipoglosso. Escala= 0,5 mm (A-F).
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