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1. RESUMO

Alteracbes de volemia podem ser causadas por diferentes situacdes fisioldgicas como
vOmito, diarreia, aumento da ingestdo de sodio, ou pelo uso de diuréticos. A deplecdo de sddio
produzida pela injecdo subcutanea (s.c.) do diurético furosemida acompanhada de uma dieta
deficiente em sodio por 24 horas é um modelo amplamente utilizado no nosso laboratério para o
estudo do apetite ao sddio. A deplecdo de s6dio com o diurético furosemida promove um
aumento da excrecdo de sodio e agua, levando a alteragcdes no balango hidroeletrolitico corporal
dos, ativando assim respostas comportamentais, hormonais e autonémicas para corrigir tais
mudancas e restaurar a homeostase. Estudo do nosso laboratério demonstrou que apesar de
apresentarem reducdo de volume plasmatico, ndo se observa alteracdes significativas da pressao
arterial em ratos com 24 h de deplecdo de sodio pelo tratamento com o diurético furosemida
combinado com uma dieta deficiente de sddio. Desta forma, no presente estudo investigamos o
papel do sistema renina-angiotensina pela injecdo periférica de losartan (antagonista de
receptores AT1 de angiotensina) e do sistema vasopressinérgico pela injecdo periférica de
composto de Manning (antagonista de receptores V1 de vasopressina) na manutencao da pressao
arterial de ratos depletados de sodio. Foram utilizados ratos Holtzman (280-300 g, n=73) com
cateter inserido na artéria femoral para registro da pressao arterial pulsatil (PAP) e veia femoral
para injecdo intravenosa (i.v.) de losartan ou composto de Manning. A pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram calculadas a partir do registro da PAP. A deplecdo de
sodio foi induzida pelo tratamento com o diurético furosemida injetado subcutaneamente (s.c.)
combinado com uma dieta deficiente em sddio por 24 h e livre acesso a agua. Os parametros

cardiovasculares foram medidos em ratos depletados de sddio (tratados com furosemida), ratos



controle (tratados com veiculo da furosemida) e ratos repletos de sddio (2h de acesso livre a
sodio 0,3 M e agua).

A deplecédo de sddio ndo modificou a PAM (103 £ 1 mmHg, vs. normovolémicos: 104 +
1 mmHg) e FC basais (394 £ 6 bpm, vs. normovolémico: 390 + 6 bpm). A injecdo i.v. de
losartan (10 mg/kg de peso corporal) diminuiu a PAM em ratos depletados de sodio (83 + 3
mmHg, vs. salina: 106 £ 2 mmHg, p < 0,05) e ndo alterou a FC (418 + 14 bpm, vs. salina: 411 +
17 bpm, p < 0,05). Em ratos repletos a PAM néo retornou aos valores normais (85 £ 2 mmHg) e
a FC permaneceu inalterada (398 + 12 bpm). A injecao i.v. de Composto de Manning (10 mg/kg
de peso corporal) ndo alterou a PAM em ratos depletados de sodio (103 £ 1 mmHg, vs. salina:
107 + 2 mmHg, p > 0,05) e a FC (406 £ 10 bpm, vs. salina: 416 + 18 bpm, p < 0,05). Em ratos
repletos a PAM e a FC também permaneceram inalteradas (103 £ 2 mmHg e 414 + 13 bpm,
respectivamente).

Desta forma, nossos resultados sugerem que 0s mecanismos angiotensinérgicos, mas nao

0S vasopressinérgicos, sdo importantes para a manutencdo da PAM em ratos depletados de sodio.

Palavras-chave: deplecdo de sodio, regulacao cardiovascular, angiotensina, vasopressina.
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3. LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANG 11 angiotensina Il

AVP arginina-vasopressina

AVPX composto de Manning (antagonista de receptores V1 da vasopressina)
FC frequéncia cardiaca

(A2 intravenoso

NOR norepinefrina

PA presséao arterial

PAM pressdo arterial média

PAP pressdo arterial pulsatil

s.C. subcuténeo

SNC sistema nervoso central
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4. INTRODUCAO

A composicdo e o volume dos liquidos corporais devem ser regulados dentro de uma
faixa estreita para a manutencdo adequada da pressdo sanguinea para os tecidos. Diariamente 0s
animais perdem &gua e/ou eletrélitos (principalmente o sddio), através do suor, respiracdo e
predominantemente pela urina. Portanto, é essencial que haja uma regulacdo dos mecanismos que
controlam o balango entre a ingestdo e a excrecdo de agua e eletrolitos, em especial o sédio que
representa o principal fator osmotico do compartimento extracelular para evitar mudancas na
volemia corporal (Verbalis, 2003).

Alteracdes de volemia podem ser causadas por diferentes situacGes fisioldgicas como
vOmito, diarreia, ou pelo uso de diuréticos. A deplecdo de sdédio produzida pela injecédo
subcutanea do diurético furosemida acompanhada de uma dieta deficiente em sodio por 24 horas
€ um modelo amplamente utilizado para o estudo do apetite ao sodio (Sato e cols., 1996; Menani
e cols., 1998; Nozaki e cols., 2002; de Oliveira e cols., 2003; de Oliveira e cols., 2007; Menezes e
cols., 2011). A deplecéo de sodio promove a reducdo do sddio corporal e diminuicéo da volemia,
levando a alteracdes no balangco dos fluidos corporais que ativam respostas comportamentais,
hormonais e autondmicas para corrigir tais mudancas e restaurar a homeostase de sodio
(Zardetto-Smith e cols., 1993; De Luca e cols., 1996; De Luca e cols., 2000). Porém, apesar da
diminuicdo da volemia corporal, estudo anterior de nosso laboratério demonstrou que ndo ha
alteracdes cardiovasculares decorrente da deplecdo de sddio (Favero, 2012). Esse resultado
levanta questionamentos sobre quais mecanismos estariam atuando na manutencdo dos
parametros cardiovasculares nesses animais hipovolémicos.

Na deplecdo de sodio com furosemida, ocorrem modificagdes enddcrinas e neuronais que

podem estar envolvidas na manutengdo dos parametros cardiovasculares nesses animais
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depletados de sodio. Durante a deplecdo de sddio com furosemida ocorre reducdo na reatividade
vascular (Armsworth e cols., 1986; Gerkens e cols., 1987), desativagédo de receptores de volume,
atenuacgé@o do barorreflexo (Rocchini e cols., 1977; Echtenkamp e Anderson, 1988) e alteracfes
neuroenddcrinas como um elevado nivel de angiotensina Il (ANG 11), vasopressina e aldosterona
circulante (Haber, 1976; Speilman e Davis, 1974). Considerando o aumento da ANG Il e
vasopressina circulante em ratos depletados de sddio, decidimos estudar se as acOes desses
neurotransmissores estariam atuando na manutencdo dos parametros cardiovasculares nesses
animais.

O sistema renina-angiotensina € um sistema de regulacéo cardiovascular que interage com
0 sistema nervoso simpatico garantindo a manutencao da presséo arterial (Zimmerman, 1973). A
ANG Il age na terminacdo pré-sinaptica do nervo simpatico facilitando a neurotransmissao
simpética e auxiliando na conservacdo do tonus vascular (Reid, 1992; Zimmerman, 1973;
Zimmerman e cols., 1984). Apesar de ANG Il potencializar a atividade simpatica, foi sugerido
que durante a deplecdo de sodio a atividade simpatica estaria reduzida em cées (Brosninhan e
cols., 1981; Szilagyi e cols., 1981). Adicionalmente, estudos do nosso laboratorio mostraram que
a deplecdo de sddio reduziu a resposta pressora a injecdo periférica de ANG Il e NOR, mas nédo a
AVP (Colombari e cols., 1992). O mesmo efeito de atenuacdo de resposta pressora foi obtido
com injecdo central de ANG II, NOR e carbacol, sugerindo que a deplecdo de sddio atenua 0s
mecanismos envolvidos na resposta pressora mediada pela ativacdo central e periférica mediada
por ativacdo simpatica e ANG Il (Colombari e cols., 1992).

A ativacdo do sistema renina-angiotensina pode acarretar também liberacdo de
vasopressina, um hormdnio que possui um importante papel na regulacdo cardiovascular e no
balanco hidroeletrolitico, tendo uma acéo vasoconstritora e favorecendo reabsorgdo renal de dgua

(Boone e Deen, 2008). Foi sugerido que a vasopressina tem um papel vasoconstritor relevante em
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ratos depletados de sédio (Jover e cols., 1987), e que a auséncia de AVP nesses animas pode
levar a hiponatremia (Harrington, 1981). Contudo, foi observado que a deplecdo de s6dio com
furosemida e dieta pobre em sodio por trés dias atenua a resposta pressora da vasopressina em
ratos, sugerindo que este modelo de deplecdo pode comprometer mecanismos vasopressinérgicos
de regulacdo da presséo arterial (Murray e Paller, 1986).

Os sistemas renina-angiotensina e vasopressina Sao cruciais na manutencdo dos
parametros cardiovasculares. Contudo, os mecanismos envolvidos na manutencdo da presséo
arterial em ratos depletados de sodio com furosemida ainda n&o foram completamente
elucidados. Desta forma, o objetivo do estudo foi investigar o papel dos sistemas
angiotensinérgico e vasopressinérgico sobre as respostas cardiovasculares de ratos depletados de

sodio com furosemida, também analisando o efeito da replecéo de sodio nesses animais.

5. DESENVOLVIMENTO

5.1 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar se o bloqueio de receptores do tipo AT1 da
ANG Il com losartan (antagonista de receptores AT1 de angiotensina) e o blogueio de receptores
de vasopressina com composto de Manning (antagonista de receptores V1 de vasopressina)
alterariam a PAM e FC de ratos depletados de sodio, assim como analisar os efeitos da replecao

de sédio nesses animais.



13

5.2. MATERAIS E METODOS

5.2.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, com peso entre 280-320g, fornecidos pelo Biotério do
Campus de Araraquara da UNESP. Os animais foram mantidos a uma temperatura controlada
(25£1°C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12:12h. Os animais tiveram livre acesso a
agua, racdo e sédio 0,3 M (quando necessario). Os experimentos foram realizados entre as 8:00 e
18:00 no Laboratério de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr), UNESP. Os protocolos experimentais aos quais 0s animais
foram submetidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da

Faculdade de Odontologia de Araraquara da UNESP (Proc. CEUA n° 06/2013).

5.2.2. Drogas e solugdes utilizadas

- Furosemida (20 mg/kg de peso corporal, diurético/saliurérico) dissolvida em salina
isotdnica com pH préximo a 9,0 ajustado com solucdo de hidroxido de sddio e administrada
subcutanea (s.c.), 1 mL por rato;

- Losartan (10 mg/kg de peso corporal, antagonista dos receptores AT1 de ANG I1);

- Composto de Manning (AVPX [Mercapto-Ciclopentametilenepropionill, O-Me-Tyr2,
Arg8], 10 ug/kg de peso corporal, antagonista de receptores V1 da vasopressina, dose utilizada
por Dose Blanch e cols, 2007);

- Angiotensina Il (ANG II, 50 ng/0,1 mL/por rato);

- Arginina-vasopressina (AVP, 12,5 ng/0,1 mL/por rato).

Todas as drogas foram obtidas da Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA. As drogas (com

excecdo da furosemida) foram dissolvidas em salina isoténica estéril e tiveram administracao
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intravenosa. Salina isotdnica estéril ou veiculo da furosemida (salina isoténica com pH proximo a

9,0 ajustado com solucdo de hidréxido de s6dio) foram utilizados nos experimentos controle.

5.2.3. Canulacéo da artéria e veia femoral

Um dia antes dos experimentos foi realizada a canulagdo da artéria e veia femorais. Antes
de serem implantadas, as canulas foram preenchidas com solucdo fisiolégica e obstruidas na
extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Sob anestesia pela ketamina (80 mg/kg de peso
corporal) combinada com xilazina (7 mg/kg de peso corporal), a canula arterial foi introduzida na
aorta abdominal, através da artéria femoral e uma outra canula foi introduzida na veia femoral.
Uma vez implantadas, as canulas foram dirigidas subcutaneamente, com auxilio de um trocéter,
para a regido escapular do rato, onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura. A
canula arterial foi utilizada para registro direto da pressao arterial pulsatil e a canula venosa

utilizada para administracdo sistémica de drogas.

5.2.4. Medida da pressao arterial e frequéncia cardiaca

A presséo arterial pulsatil (PAP) foi registrada em ratos ndo anestesiados submetidos a
canulacdo prévia (um dia antes do registro) da artéria femoral. A PAM e FC foram calculadas a
partir desse registro. A canula PE 50 foi conectada a um transdutor de pressdo (Stathan P 23 Db)

acoplado a um sistema computadorizado de registro (Power Lab, ADInstruments).

5.2.5. Deplecao de sodio de 24 h

A deplecdo de sodio foi feita pelo tratamento com uma Unica dose de 1 ml/rato do
diurético furosemida, seguido da manutencao dos ratos por 24 h com dieta deficiente em sddio
(fubd) e agua ad libitum antes de se iniciar o protocolo experimental. Os ratos do grupo controle

receberam tratamento com o veiculo da furosemida (salina isoténica com pH préximo a 9,0
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ajustado com solugdo de hidroxido de sodio, Unica dose de 1 mL/rato s.c.) e foram mantidos
também por 24 horas com alimento deficiente em sodio (fuba, contendo 0,001% de sddio) e agua

ad libitum.

5.2.6 Medida da ingest@o de agua ap6s 24 horas da deplecéo de sddio com furosemida e

dieta pobre em sddio

Buretas graduadas (divisdo de 0,1 ml) contendo &gua foram ofertadas aos animais ad
libitum e a ingestdo de &gua induzida pela deplecdo de sodio com furosemida e dieta pobre em

sodio foi registrada 24 horas apos a injecéo s.c. do diurético.

5.2.7. Protocolo de replecdo de sddio e medida da ingestdo de agua e NaCl 0,3 M

induzida por deplecéo de sodio com furosemida e 24 horas de dieta pobre em sodio

A ingestdo de a4gua e NaCl 0,3 M induzida por deplecdo de sddio com furosemida e 24
horas de dieta pobre em sodio foi registrada no protocolo de replecdo de sddio a cada 30 min
durante 2 horas. Para o registro da ingestdo de agua e de NaCl 0,3 M foram utilizadas buretas
graduadas (divisdo de 0,1 ml), oferecidas aos animais ad libitum por 2 horas. Durante o periodo

de registro da ingestdo de dgua os ratos ndo tiveram acesso a fuba.

5.2.8. Apresentacdo dos resultados e anélise estatistica

A média e o erro padrdao da média (EPM) estdo representados graficamente. Analise de
variancia (ANOVA) de duas vias e pos-teste de Student-Newman-Keuls foram utilizados para as
comparacdes entre os diferentes tratamentos e grupos. Diferencas foram consideradas

significantes para p < 0,05.
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5.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.3.1. Efeito do bloqueio do sistema renina-angiotensina ou do sistema
vasopressinérgico sobre as respostas cardiovasculares basais em animais depletados de sodio

com furosemida com 24h de dieta pobre em sédio.

Neste protocolo experimental avaliamos os efeitos cardiovasculares do blogueio do
sistema renina-angiotensina e dos receptores V1 da vasopressina de ratos tratados com
furosemida (animais depletados) e animais tratados com veiculo da furosemida (animais
normovolénicos), antes e apos a replecéo de sddio (animais repletos).

Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: furosemida (grupo que recebeu
injecdo subcuténea de furosemida e 24 horas de dieta pobre em sodio) e veiculo (grupo que
recebeu injecdo subcutanea de veiculo da furosemida, salina isotdnica com pH préoximo a 9,0
ajustado com solucéo de hidroxido de sodio mais 24 horas de dieta pobre em sodio).

Os parametros cardiovasculares foram avaliados antes e apos a replecdo com sddio
hipertonico (NaCl 0,3 M) e agua. No protocolo de replecdo de sodio, buretas graduadas contendo
agua e NaCl 0,3 M sdo oferecidas aos animais durante 2 horas, e a medida da ingestéo € realizada
a cada 30 minutos. Em cada um dos grupos (furosemida e veiculo), metade recebeu a injecao
intravenosa do antagonista (losartan ou composto de Manning) e a outra metade recebeu injecédo
intravenosa de salina. Portanto, foram avaliados os parametros cardiovasculares, antes e apos
replecdo de sodio de quatro grupos: veiculo + salina (normovolémicos sem bloqueio dos
receptores, grupo controle); veiculo + losartan ou composto de Manning (normovolémicos com o
bloqueio dos receptores AT1 ou V1, respectivamente); furosemida + salina (depletados, sem
bloqueio dos receptores); furosemida + losartan ou composto de Manning (depletados com

bloqueio dos receptores AT1 ou V1, respectivamente).
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No dia anterior ao experimento, os ratos foram submetidos a cirurgia para canulacdo da
artéria e veia femoral e entdo receberam uma injecdo subcutanea de 1 ml de furosemida, e foram
colocados em caixas individuais seguido da manutencdo destes animais por 24 h com dieta
deficiente em sodio (fubd) e &gua ad libitum. Foi realizada a medida de ingestdo de dgua apds 24
horas da deplecdo dos animais por meio de buretas graduadas.

No dia seguinte, os animais foram conectados ao transdutor de pressdo com livre
movimentacao, e tiveram um periodo exploratério que variou de 30 a 60 minutos, até que 0s
parametros cardiovasculares se estabilizassem. Apos este periodo, as medidas basais de PAM e
FC foram registradas por 10 minutos. Em seguida, foram realizadas as inje¢des intravenosas de
losartan (10 mg/kg de peso corporal, antagonista dos receptores AT1 de ANG I1) ou composto de
Manning (10 ug/kg de peso corporal, antagonista dos receptores V1 da vasopressina) ou salina
nos animais. Para confirmar a efetividade do bloqueio dos receptores AT1 de ANG Il ou V1 da
vasopressina, 10 minutos apos a injecdo dos antagonistas, foi realizada administracdo dos
agonistas da ANG Il ou vasopressina.

Ap0s este experimento, com o objetivo de restaurar o balanco de sodio e volume corporal
em ratos depletados de sodio, os ratos foram colocados em gaiolas individuais e tiveram livre
acesso a agua e sodio 0,3 M em buretas graduadas (divisdo de 0,1 ml). A ingestdo cumulativa de
agua e sdédio 0,3 M foi medida durante 2 h aos 30, 60, 90 e 120 min. Apds as 2 h de ingestdo, 0s
ratos repletos de sédio foram conectados novamente ao transdutor de pressdo, passaram pelo
periodo exploratério, foram realizadas as medidas basais de PAM e FC, foram realizadas as
injecOes intravenosas de losartan ou composto de Manning ou salina nos ratos repletos de sodio,
e ap6s 10 minutos foi administrada ANG Il ou vasopressina para verificar a efetividade do
bloqueio dos receptores pelos antagonistas, sendo que a PAM e FC foram monitoradas durante

todo o processo.
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. Efeitos da deplecdo de sbédio sobre os parametros cardiovasculares basais e
ingestdo de 4gua 24 h apos a deplecao.

A deplecdo de sodio ndo modificou a pressao arterial média (PAM, 103 + 1 mmHg, vs.
veiculo: 104 + 1 mmHg, figura 1, painel superior) e a FC (394 £ 6 bpm, vs. veiculo: 398 £ 6
bpm, figura 1, painel superior). Porém, a ingestdo diaria de &gua aumentou nos animais
depletados de sodio (20 = 1 ml/24 h, vs. veiculo: 10 + 1 ml/24 h, p<0,05; figura 2).
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Figura 1: Pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basais em ratos
tratados com veiculo ou furosemida s.c. Resultados expressos como média £ EPM. n = nimero

de animais por grupo. Teste t-student.
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Figura 2: Medida da ingestdo de agua por 24 horas de ratos tratados com veiculo ou
furosemida s.c. Resultados expressos como média + EPM. n = nimero de animais por grupo.

Teste t-student. * diferente do grupo que recebeu veiculo s.c.
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5.4.2. Efeito do bloqueio do sistema renina-angiotensina com losartan (antagonista dos
receptores AT1 da ANG II) sobre as respostas cardiovasculares basais e ingestdo de agua em

animais depletados de s6dio com furosemida e 24 horas de dieta pobre em sddio.

A figura 3 apresenta a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos
tratados com veiculo (salina isotbnica com pH préximo a 9,0 ajustado com solucdo de hidroxido
de sodio) ou furosemida s.c., que receberam injecdo intravenosa de salina ou losartan (10 mg/kg
de peso corporal). As medidas foram realizadas antes e ap0s a replecdo com agua e sédio 0,3 M.
A injecdo i.v. de losartan diminuiu a PAM em ratos normovolémicos (veiculo + losartan: 92 + 3
mmHg, vs. veiculo + salina: 101 + 2 mmHg, p < 0,05) e depletados de sodio (furo + losartan: 83
+ 3 mmHg, vs. furo + salina: 107 + 2 mmHg, p < 0,05) e ndo alterou a FC (veiculo + losartan:
401 + 11 bpm, vs. veiculo + salina: 410 £ 11 bpm, furo + losartan: 418 = 14 bpm, vs. furo +
salina 411 + 17 bpm). Vale destacar que a injecdo i.v. de losartan produziu uma queda maior na
pressdo arterial no grupo depletado quando comparado com o grupo normovolémico (furo +
losartan: 83 + 3 mmHg, vs. veiculo + losartan: 92 + 3 mmHg, p < 0,05). Apos a replecédo, a
injecdo i.v. de losartan diminuiu a PAM em ratos normovolémicos (veiculo + losartan: 91 + 4
mmHg, vs. veiculo + salina: 100 £ 2 mmHg, p < 0,05) e depletados de sodio (furo + losartan: 85
+ 2 mmHg, vs. furo + salina: 105 + 2 mmHg, p < 0,05) e ndo alterou a FC (veiculo + losartan:
416 + 17 bpm, vs. veiculo + salina: 393 + 11 bpm, furo + losartan: 398 + 11 bpm, vs. furo +
salina 409 + 13 bpm). Vale destacar que ap6s a replecdo, a injecdo i.v. de losartan também
produziu queda na pressdo arterial no grupo depletado e no grupo normovolémico, porém estas
quedas na PAM ndo foram estatisticamente diferentes (furo + losartan: 85 + 2 mmHg, vs. veiculo

+ losartan: 91 £ 4 mmHg, p < 0,05).
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A figura 4 apresenta a ingestdo cumulativa de agua e sodio 0,3 M em ratos tratados com
veiculo (salina isoténica com pH préximo a 9,0 ajustado com solucdo de hidroxido de sddio) ou
furosemida s.c., que receberam injecdo intravenosa de salina ou losartan (10 mg/kg de peso
corporal). A ingestdo cumulativa foi avaliada por 2 horas nos tempos de 30, 60, 90 e 120
minutos. Podemos verificar que 0s grupos que receberam furosemida tiveram um aumento na
ingestdo de sédio 0,3 M (furo + salina: 12 £ 1 ml/120 min e furo + losartan: 11 £ 1 ml/120 min,
vs. veiculo + salina: 3 £ 1 ml/120 min e veiculo + losartan: 2 + 1 mi/120 min), e agua (furo +
salina: 3 £ 1 ml/120 min e furo + losartan: 3 + 1 ml/120 min, vs. veiculo + salina: 1 + 0,4 ml/120
min e veiculo + losartan: 0,5 + 0,2 ml/120 min). Ndo houve diferenca estatistica na ingestéo de
agua ou sodio entre os grupos veiculo + salina e veiculo + losartan, bem como entre 0s grupos

furo + salina e furo + losartan.
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Figura 3: Pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos tratados com
veiculo ou furosemida s.c. (furo), combinado com injecéo i.v. de salina ou losartan (10 mg/kg de
peso corporal) antes e apds a replecdo de sddio (2 h de ingestdo de agua e sédio 0,3 M).
Resultados expressos como média £ EPM. n = nimero de animais por grupo. ANOVA de duas
vias com pds teste de Student-Newman-Keuls. * diferente de veiculo + salina e furo + salina. #

diferente de veiculo + losartan.



24

)

15-
14
13
12
11

—— veiculo + salina (n=10)
—— veiculo + losartan (n=08)
—b— furo + salina (n=10)
—l— furo + losartan (n=09}

Ingestao cumulativa de agua (mL)

-
(=T O U N R - =
1

0 30 60 20 120

Tempo (min)

e A e . ]
O = B
I I T

Ingestio cumulatlva de Nacl 0,3 M(mL)

O = MW A th M~ 0w

0 30 &0 S0 120

Tempo (min)

Figura 4: Ingestdo cumulativa de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com veiculo ou
furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso corporal) combinado com injecdo i.v. de salina ou
losartan (10 mg/kg de peso corporal). Resultados expressos como média £ EPM. n= nlmero de
animais por grupo. ANOVA de duas vias com pds teste de Student-Newman-Keuls. * diferente

de veiculo + salina e # diferente de veiculo + losartan.
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Para testar a efetividade do bloqueio dos receptores AT1 de ANG Il, 0s mesmos animais
receberam ANG 11 (50 ng/0,1 mL) antes e apds o tratamento com losartan.

A figura 5 mostra a variacdo da pressdo arterial média (A PAM) e variacdo da frequéncia
cardiaca (A FC) em ratos que receberam injecdo i.v. de ANG Il (50 ng/0,1 mL) ou salina antes e
10 minutos apds injecdo de salina ou losartan (10 mg/kg de peso corporal). Os grupos foram
tratados com veiculo ou furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso corporal), e submetidos a 2 h de
replecdo com é&gua e sodio 0,3 M. E possivel observar que o pré-tratamento com losartan
blogueou a resposta pressora produzida pela injecéo i.v. de ANG Il em animais normovolémicos
(veiculo + losartan + ANG II: A=0,3 + 1 mmHg, vs. veiculo + salina + ANG II: A=43 £ 2
mmHg, p < 0,05) e blogqueou também a bradicardia (veiculo + losartan + ANG II: A=-4 £ 4
bpm, vs. veiculo + salina + ANG II: A= -75 + 11, p < 0,05) bem como em animais depletados
(furo + losartan + ANG II: A=0,2 £ 1 mmHg, vs. furo + salina + ANG II: A=31 = 3 mmHg, p
< 0,05) e a bradicardia (furo + losartan + ANG Il: A =-1 + 4 bpm, vs. furo + salina + ANG II:
A =-48 + 14 bpm, p < 0,05). Vale destacar, que a resposta pressora e a bradicardia a injecéo i.v.
de ANG Il foram atenuadas no grupo furo + salina + ANG Il (A=31+£3mmHge A=-48 + 14
bpm, p < 0,05) quando comparadas com o grupo veiculo + salina + ANG Il (A=43 £2 mmHg e
A =-75 + 11 bpm), antes da replecdo. Apds a replecdo com agua e sodio 0,3 M, o pré-tratamento
com losartan também bloqueou a resposta pressora produzida pela injecdo i.v. de ANG Il em
animais normovolémicos (veiculo + losartan + ANG II: A =-0,3 £ 1 mmHg, vs. veiculo + salina
+ ANG II: A =42 £ 2 mmHg, p < 0,05) e a bradicardia (veiculo + losartan + ANG II: A=1+3
bpm, vs. veiculo + salina + ANG Il: A = -66 £ 5 bpm, p < 0,05) bem como em animais
depletados (furo + losartan + ANG II: A =-0,1 £ 1 mmHg, vs. furo + salina+ ANG II: A=38+4

mmHg, p < 0,05) e a bradicardia (furo + losartan + ANG Il: A =2 = 4 bpm, vs. furo + salina +
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ANG II: A=64 +9 bpm, p <0,05). Porem, apos a replecdo, a resposta pressora e a bradicardia a
injecdo i.v. de ANG Il no grupo furo + salina + ANG Il (A=38 + 4 mmHg e A=-64 £9 bpm)

nao foi diferente do grupo veiculo + salina + ANG Il (A=43 +2 mmHg e A =-66 £ 5 bpm).
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Figura 5: Variacao da pressdo arterial média (A PAM) e variacdo da frequéncia cardiaca

(A FC) em ratos que receberam injecdo i.v. de ANG Il (50 ng/0,1 mL) ou salina antes e 10
minutos apos injecdo de salina ou losartan (10 mg/kg de peso corporal). Os grupos foram tratados
com veiculo ou furosemida s.c. (furo), e submetidos a 2 h de replecdo com agua e sédio 0,3 M.
Resultados expressos como média + EPM. n = naimero de animais por grupo. Estatistica:
ANOVA de duas vias com pos teste de Student-Newman-Keuls. # diferente de furo + salina. *

diferente de veiculo + salina. & diferente de repleto.
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5.4.3. Efeito do bloqueio do sistema vasopressinérgico com composto de Manning
(AVPX, antagonista de receptores V1 da vasopressina) sobre as respostas cardiovasculares
basais e ingestdo de agua e sodio em animais depletados de sddio com furosemida e 24 horas

de dieta pobre em sadio.

A figura 6 apresenta a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos
tratados com veiculo (salina isotbnica com pH préximo a 9,0 ajustado com solucdo de hidroxido
de sodio) ou furosemida s.c., que receberam injecdo intravenosa de salina ou composto de
Manning (AVPX, 10 pg/kg de peso corporal). As medidas foram realizadas antes e apos a
replecdo com agua e sodio 0,3 M. A injecdo i.v. de Composto de Manning nédo alterou a PAM em
ratos normovolémicos (veiculo + AVPX: 105 + 3 mmHg, vs. veiculo + salina: 104 £ 4 mmHg) e
depletados de sodio (furo + AVPX: 103 = 1 mmHg, vs. furo + salina: 106 £ 2 mmHg) e também
ndo alterou a FC (veiculo + AVPX: 401 + 15 bpm, vs. veiculo + salina: 393 + 8 bpm, furo +
AVPX: 406 + 10 bpm, vs. furo + salina 416 + 18 bpm). Em ratos repletos a PAM ndo foi alterada
em animais normovolémicos (veiculo + AVPX: 107 + 3 mmHg, vs. veiculo + salina: 105 + 3
mmHg) e depletados de sddio (furo + AVPX: 103 £ 2 mmHg, vs. furo + salina: 104 £ 1 mmHg) e
também néo alterou a FC (veiculo + AVPX: 394 + 16 bpm, vs. veiculo + salina: 392 + 15 bpm,
furo + AVPX: 414 + 13 bpm, vs. furo + salina 409 + 13 bpm).

A figura 7 apresenta a ingestdo cumulativa de dgua e sédio 0,3 M em ratos tratados com
veiculo (salina isoténica com pH proximo a 9,0 ajustado com solucdo de hidroxido de sodio) ou
furosemida s.c. (20 mg/kg de peso corporal), que receberam injecdo intravenosa de salina ou
Composto de Manning (AVPX, 10 ug/kg de peso corporal). A ingestdo cumulativa foi avaliada
por 2 horas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos. Podemos verificar que 0s grupos que

receberam furosemida tiveram um aumento na ingestdo de sédio 0,3 M (furo + salina: 12 + 1
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ml/120 min e furo + AVPX: 13 £ 2 ml/120 min, vs. veiculo + salina: 3 £ 1 ml/120 min e veiculo
+ AVPX: 4 + 1 ml/120 min) e agua (furo + salina: 4 £ 1 ml/120 min e furo + AVPX: 3 + 1
ml/120 min, vs. veiculo + salina: 1 + 0,4 ml/120 min e veiculo + AVPX: 1 + 0,3 ml/120 min).
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos veiculo + salina e veiculo + AVPX, bem como

entre os grupos furo + salina e furo + AVPX.
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Figura 6: Pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos tratados com
veiculo ou furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso corporal) combinado com injecdo i.v. de
salina ou composto de Manning (AVPX, 10 ug/mL/kg de peso corporal) antes e apds a replecéo
de sodio (2 h de ingestdo de agua e sédio 0,3 M). Resultados expressos como média + EPM. n =

namero de animais por grupo. Estatistica: ANOVA de duas vias.
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Figura 7: Ingestdo cumulativa de 4gua e NaCl 0,3 M em ratos tratados com veiculo ou
furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso corporal) combinado com injecdo i.v. de salina ou
composto de Manning (AVPX, 10 ug/mL/kg de peso corporal). Resultados expressos como
média = EPM. n= niimero de animais por grupo. Estatistica. ANOVA de duas vias. * diferente de

veiculo + salina e # diferente de veiculo + AVPX.
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Para testar a efetividade do blogqueio dos receptores V1 de vasopressina pelo Composto de
Manning, 0s mesmos animais receberam vasopressina (AVP, 12,5 ng/0,1 mL) antes e ap6s o
tratamento com Composto de Manning.

A figura 8 mostra a variacdo da pressdo arterial média (A PAM) e variagdo da frequéncia
cardiaca (A FC) em ratos que receberam injecédo i.v. de AVP (12,5 ng/0,1 mL) ou salina antes e
10 minutos apds injecdo de salina ou composto de Manning (AVPX, 10 ug/mL/kg de peso
corporal). Os grupos foram tratados com veiculo ou furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso
corporal), e submetidos a 2 h de replecdo com agua e sodio 0,3 M. E possivel observar que o pré-
tratamento com composto de Manning bloqueou a resposta pressora produzida pela injecéo i.v.
de AVP em animais normovolémicos (veiculo + AVPX + AVP: A=1 £+ 1 mmHg, vs. veiculo +
salina + AVP: A =22 + 3 mmHg, p < 0,05) e a bradicardia (veiculo + AVPX + AVP: A=-41+
4,1 bpm, vs. veiculo + salina + AVP: A=-40 = 7 bpm, p < 0,05) bem como em animais
depletados (furo + AVPX + AVP: A=1 +1 mmHg, vs. furo + salina + AVP: A =25 + 4 mmHg,
p < 0,05) e a bradicardia (furo +AVPX + AVP: A =-1 + 4 bpm, vs. furo + salina + AVP: A =-42
+ 14 bpm, p < 0,05). Antes da replecao, a resposta pressora e a bradicardia a injecdo i.v. de AVP
ndo foram diferentes entre os grupos furo + salina + AVP (A =25+ 4 mmHg e A =-42 £ 14 bpm,
p < 0,05) e 0 grupo veiculo + salina + AVP (A=22 £ 3 mmHg e A=-40 = 7 bpm). Apos a
replecdo com agua e sédio 0,3 M, o pré-tratamento com AVPX também bloqueou a resposta
pressora produzida pela injecdo i.v. de AVP em animais normovolémicos (veiculo + AVPX +
AVP: A =-1+1 mmHg, vs. veiculo + salina + AVP: A =23 + 2 mmHg, p < 0,05) e a bradicardia
(veiculo + AVPX + AVP: A=-3 £ 5 bpm, vs. veiculo + salina + AVP: A=-51 £+ 16 bpm, p <
0,05) bem como em animais depletados (furo + AVPX + AVP: A=-1 + 1 mmHg, vs. furo +

salina: A=20 £ 3 mmHg, p < 0,05) e a bradicardia (furo + AVPX + AVP: A=-7 £ 6 bpm, vs.
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furo + salina + AVP: A=-45 + 10 bpm, p < 0,05). Apos a replecdo, a resposta pressora e a
bradicardia a injecdo i.v. de AVP no grupo furo + salina + AVP (A=20+3 mmHge A=-45+
10 bpm) ndo foi diferente do grupo veiculo + salina + AVP (A=23+2 mmHge A=-51%16

bpm).
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Figura 8: Variacdo da pressdo arterial média (A PAM) e variacdo da frequéncia cardiaca
(A FC) em ratos que receberam injecdo i.v. de AVP (12,5 ng/0,1 mL) ou salina antes e 10
minutos apos injecdo de salina ou composto de Manning (AVPX, 10 ug/mL/kg de peso corporal).
Os grupos foram tratados com veiculo ou furosemida s.c. (furo, 20 mg/kg de peso corporal), e
submetidos a 2 h de replecdo com agua e sddio 0,3 M. Resultados expressos como média £ EPM.
n = namero de animais por grupo. Estatistica: ANOVA de duas vias com pds teste de Student-

Newman-Keuls. * diferente de veiculo + salina e # diferente de furo + salina.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que mesmo ap0s a deplecdo de sddio ndo houve
alteracbes cardiovasculares basais nos ratos, como ja havia sido descrito em experimentos
anteriores de nosso laboratorio (De Luca e cols., 1996; Favero, 2012).

Segundo nossos resultados, o antagonismo dos receptores de ANG Il com losartan
injetado perifericamente atenuou a PAM basal em animais normovolémicos, bem como em
animais depletados de sodio com furosemida. No entanto, a queda na PAM observada nos
animais depletados foi maior quando comparada com os animais normovolémicos. Esses dados
estdo de acordo com Colombari e cols. (1992), que demonstrou que a reposta a ANG 1l esta
atenuada em animais depletados de sodio. Apds a replecdo de sodio, a injecdo periférica de
losartan i.v. tambem atenuou a PAM basal nos animais normovolémicos e depletados, porém, a
diferenca entre os dois grupos foi abolida. Ndo houve alteracdes significativas da FC basal em
qualquer dos grupos estudados em relacdo a acdo da ANG II.

A injecdo de losartan foi efetiva, pois bloqueou as acGes da ANG Il injetada i.v. Os
grupos que nao receberam losartan (veiculo + salina e furo + salina) tiveram a resposta classica a
ANG Il i.v. (hipertensdo e bradicardia), porém, o grupo depletado de sodio teve a resposta a
ANG Il atenuada em relacdo ao grupo normovolémico. Esse resultado também esta de acordo
com Colombari e cols. (1992), porém, ainda ndo havia sido estudado o efeito da replecdo de
sodio nesses animais. Apos a replecdo de sbdio, a resposta a ANG Il ndo foi diferente
comparando os grupos normovolémico e depletado de sddio, 0 que sugere que a replecao
reestabelece a acdo da ANG Il nos animais previamente depletados de sddio. Os resultados
sugerem que a ANG Il tem um papel relevante na manutencdo da PAM em ratos depletados de

sodio.
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O antagonismo dos receptores V1 de vasopressina com Composto de Manning injetado
perifericamente i.v. ndo alterou PAM ou FC basais dos grupos normovolémico ou depletado de
sodio. Esse dado esta de acordo com Colombari e cols. (1992), que demonstrou que a resposta da
AVP i.v. ndo é alterada em animais depletados de sddio. As respostas cardiovasculares se
mantiveram inalteradas apds a replecdo de sodio.

Os grupos que receberam o Composto de Manning tiveram o bloqueio das a¢des da AVP
injetada i.v. Os grupos que ndo receberam Composto de Manning (veiculo + salina e furo +
salina) tiveram a resposta classica a AVP i.v. (hipertensdo e bradicardia), sem diferengas entre 0s
grupos normovolémico e depletado de sodio. Esse dado esta de acordo com Colombari e cols.
(1992). Apoés a replecdo de sodio, a resposta a AVP i.v. permaneceu inalterada nos grupos
normovolémico e depletado de sodio. Os resultados sugerem que mecanismos vasopressinergicos
ndo atuam na manutencao dos parametros cardiovasculares de ratos depletados.

No protocolo de replecdo de agua e sodio 0,3 M e no protocolo de ingestdo de agua 24h,
foi possivel observar que todos os grupos tratados com furosemida (depletados) tiveram um
aumento significativo da ingestdo de agua e sodio em relacdo ao grupo veiculo (normovolémico).
O aumento do apetite de dgua e sodio em ratos depletados ja é bem retratado na literatura
cientifica (Falk, 1965; McKinley, 2013). O blogueio dos receptores AT1 de ANG Il com losartan
e dos receptores V1 de vasopressina com o composto de Manning ndo alteraram a ingestdo de
agua e sodio 0,3 M induzida pela deplecédo de sddio.

Dessa forma, podemos concluir que mecanismos angiotensinérgicos sdo importantes para
a manutencdo da PAM em ratos depletados de sodio. Ainda, nossos resultados indicam que a
replecdo de sddio reestabelece a resposta a ANG Il de animais previamente depletados de sddio.
Porém, os resultados sugerem que 0s receptores V1 de vasopressina ndo participam dos

mecanismos de manutencdo de PAM em ratos.
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6. CONCLUSAO

Os presentes resultados mostram que mecanismos angiotensinérgicos sdo importantes
para a manutencdo da PAM em ratos depletados de sodio. Ainda, indicam que a replegdo de
sodio reestabelece a resposta a ANG Il de animais previamente depletados de s6dio. Porém, os
resultados sugerem que 0s receptores V1 de vasopressina ndo participam dos mecanismos de

manutencdo de PAM nesses animais.
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