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RESUMO

O sodio (Na*) é o principal soluto osmoticamente ativo do meio extracelular, bem como
constitui o principal ion responsavel pela manutencdo do volume do liquido circulante,
essencial a adequada perfusdo dos tecidos. Recentemente, tem sido demonstrada a
participacdo de moduladores gasosos na homeostase deste ion, entre eles o sulfeto de
hidrogénio (H,S), formado, entre outras vias, por acdo da enzima cistationina-y-liase (CSE).
Diante disto, o presente estudo visou avaliar a participagdo do H,S nas respostas
homeostaticas desencadeadas pelo consumo agudo de dieta hipersodica. Apds habitua¢do com
a racao convencional moida (NUVILAB®), 72 ratos Wistar machos adultos foram mantidos
durante sete dias com dieta controle [C (0,27% de sodio)] ou hipersddica [S2 (0,54%)/S3
(0,81%)], e tratados com um inibidor da enzima CSE (DL-Propargilglicina, PAG, 25
mg/kg/dia, i.p., Sigma®) ou veiculo (soro fisioldgico). Ao final deste periodo, os animais
foram eutanasiados por decapitagdo. Demonstramos que a ingestdo, mesmo que aguda, de
uma quantidade aumentada de Na* na dieta, em valores que tentam mimetizar as variagdes no
consumo humano (2 a 3 vezes o preconizado) modificou de maneira importante o balango de
agua e Na*, com repercussdes em ao menos dois eixos neuroenddcrinos (hipotalamo-neuro-
hipofisario e hipotalamo-hipdfise-adrenal). Interessantemente, todas essas respostas
adaptativas se desenvolveram mesmo na auséncia de alteracdes comportamentais (aumento
reflexo da ingestdo de agua) e plasmaticas (hiperosmolalidade/hipernatremia) evidentes. Esses
achados foram acompanhados pelo desenvolvimento de uma clara resposta inflamat6ria em
elementos tubulares e microvasculares renais, resposta esta extensiva, porém menos intensa,
em uma grande artéria sistémica (aorta). Por sua vez, a inibi¢do da producao enddgena de H,S
pela CSE, por meio do tratamento com PAG, preveniu a inflamacdo induzida pela dieta
hipersddica, além de modular a secrecdo hormonal. Em suma, nossos dados sugerem que 0
H,S tenha um papel pré-inflamatério importante, aparentemente contrarregulador do NO, que
esteja envolvido nas alteragdes agudas desencadeadas pelo consumo excessivo de Na*. Essas
alteracOes, se mantidas em longo prazo, podem contribuir para a patogénese de distarbios

locais, principalmente renais, bem como sistémicos, como a hipertenséo arterial.

Palavras-chave: Sulfeto de hidrogénio. Dieta hipersddica. Homeostase.



ABSTRACT

Sodium (Na") is the main osmotically active solute of the extracellular fluid, as well as
represents the main ion responsible for maintaining the circulating volume, essential for
adequate tissue perfusion. Recently, the participation of gaseous modulators in sodium
homeostasis has been proposed. Among these gases is hydrogen sulfide (H,S), formed,
among other routes, by the action of the enzyme cystathionine-y-lyase (CSE). In this context,
the present study aimed to evaluate the participation of H,S in the homeostatic responses
triggered by the acute consumption of hypersodic diet. After being habituated with the
standard ground food (NUVILAB®), 72 adult male Wistar rats were kept for seven days on a
control [C (0.27% Na")] or hypersodic diet [S2 (0.54%)/S3(0.81%)], and treated with a CSE
inhibitor (DL-Propargylglycine, PAG, 25 mg/kg/day, ip, Sigma®) or vehicle (saline). At the
end of this period, the animals were euthanized by decapitation. We have shown that the
ingestion, even if acute, of an increased amount of Na* in the diet, in values that attempt to
mimic the variations in human consumption (2 to 3 times the recommended), significantly
modified the Na* and water balance, with repercussions on at least two neuroendocrine axes
(hypothalamus-neurohypophysis and hypothalamus-pituitary-adrenal axis). Interestingly, all
these adaptive responses evolved even in the absence of evident behavioral changes (reflex
increase in water intake) and plasma (hyperosmolality/hypernatremia). These findings were
accompanied by the development of a clear inflammatory response in tubular and
microvascular renal elements, and an also present but less intense response in a large systemic
artery (aorta). In turn, the inhibition of endogenous H,S production by CSE, through PAG
treatment, prevented the inflammation induced by hypersodic diet, in addition to modulating
hormone secretion. In summary, our data suggest that H,S has an important proinflammatory
role, apparently counterregulating the actions of NO, which may be involved in acute changes
triggered by excessive Na* consumption. These changes, if maintained in the long term, may
contribute to the pathogenesis of local, mainly renal, as well as systemic disorders, such as

arterial hypertension.

Key words: Hydrogen sulfide. Hypersodic diet. Homeostasis.
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1 INTRODUCAO

Em média, cerca de 60 a 70% do peso corporal de individuos é composto por &gua,
sendo este indice dependente de diversos fatores, entre eles a idade, 0 género e a quantidade
de tecido adiposo. Funcionalmente, o organismo tem dois grandes compartimentos liquidos,
que sdo o intracelular (LIC) e o extracelular (LEC), sendo este tltimo subdividido nos meios
intersticial e intravascular. O LIC e o LEC sdo separados por uma membrana semipermeéavel
(a membrana celular) e o meio intravascular é separado do intersticio por uma parede capilar.

Cerca de 40% de toda a agua do organismo esta localizada no LIC, sendo, portanto,
neste ambiente aquoso o local de ocorréncia da grande maioria das reacdes quimicas
necessarias a vida. A agua é um solvente polar e, portanto, dissolve facilmente particulas
carregadas eletricamente. Assim, ambos os liquidos extra- e intracelular apresentam grande
quantidade de ions dissolvidos, sendo o sodio (Na*) e o cloreto os ions mais abundantes no
LEC, e o potéssio o cation mais concentrado no LIC. A distribuicdo desigual de particulas
osmoticamente ativas e cargas determina a geracdo de gradientes quimicos ou elétricos,
respectivamente, ou ainda uma combinacéo das forcas, as quais impulsionam o movimento de
soluto ou de solvente através da membrana. O movimento de &gua é passivo e segue O
gradiente quimico gerado por solutos ndao permeantes. Desta forma, 0 movimento de ions,
apesar de continuo, é controlado de maneira precisa por diversos sistemas, uma vez que a
concentracdo ibnica, assim como a de outras moléculas biolégicas, produz efeitos diretos no
volume celular e interfere com diversos processos funcionais.

O céation Na" é o principal soluto osmoticamente ativo do LEC e constitui um
nutriente essencial para a manutencdo do volume plasmatico, equilibrio &cido-base,
transmisséo de impulsos nervosos e a funcgéo celular. Normalmente, o principal mecanismo de
eliminacdo de Na' se da pela excrecdo urinaria, ocorrendo minimas perdas por meio das fezes
e suor.

Embora ndo esteja bem definido o nivel minimo de ingestdo necesséria, estima-se
que o ideal esteja na faixa de 200-500 mg/dia (HOLBROOK et al., 1984). Entretanto, no
Brasil, foi observado por Sarno et al. (2009, 2013) que a quantidade de Na* disponivel para
consumo nos domicilios manteve-se em média de 4,7 g/pessoa/dia, excedendo a
recomendacdo maxima pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS/WHO - World Health
Organization , 2012) que, atualmente, é de ingerir menos de 2 g/dia de Na', ou menos de 5

g/dia de sal, lembrando que o sal é um mineral formado por cloreto de sédio (NaCl).
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Em relagdo a procedéncia, 74,4% do total do Na" consumido pelos brasileiros
provém do sal de cozinha e condimentos & base de sal, seguidos por alimentos processados
com adicdo de sal (18,9 %), alimentos in natura ou processados sem adicdo de sal (4,8 %) e
pratos prontos (1,6 %). As Pesquisas de Orcamentos Familiares realizada nos anos de 2008-
2009 sugere uma ingestdo de Na* subestimada, particularmente na populagdo urbana, na qual
a alimentacg&o fora do domicilio atingiu a média de 17,5% do consumo energético (SARNO et
al., 2013).

O consumo excessivo de Na® tem sido relacionado diretamente com
desenvolvimento de hipertensédo arterial e um importante fator de risco para doenca
cardiovascular, acidente vascular encefélico, doenca cardiaca coronariana, e potenciais efeitos
adversos como dislipidemias, alteracdes nos niveis plasmaticos de catecolaminas e de funcgéo
renal (WHO, 2012). Foi demonstrado que o consumo excessivo de sal altera mecanismos
celulares e moleculares, levando a faléncia cardiaca progressiva (BALDO; RODRIGUES;
MILL, 2015). Outros agravos associados incluem cancer gastrico, desenvolvimento de
osteoporose, depressdo e ansiedade (FRASSETTO et al., 2008; SANDSTROM et al., 2016;
TSUGANE; SASAZUKI, 2007).

Considerada um problema de satde publica no Brasil e no mundo, a hipertensao
arterial, também conhecida como “pressdo alta”, ¢ uma doenca crénica controlavel e
multifatorial (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2014). Em 2001, quase
oito milhdes de mortes devido ao quadro de hipertensdo (LOPEZ et al., 2006). Diversos
estudos tém relatado a associacdo entre a ingestdo de Na’ e os niveis de pressio arterial
(APPEL et al., 2001; CAPPUCCIO et al., 2006; ERDEM et al., 2010; MOLINA et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2015). Nesse sentido, o estudo de Perin et al. (2013) com hipertensos
associou o consumo elevado de sal as variaveis individuais de sexo masculino, cor branca,
baixo nivel de escolaridade e de renda mensal, inatividade profissional e as variaveis clinicas:
elevado indice de massa corpérea (IMC), pressdo arterial sistolica elevada (controle
insatisfatorio), numero de medicacGes anti-hipertensivas utilizadas e indicadores de
hipertrofia ventricular. Além disso, Rodrigues et al. (2015) mostraram em seu estudo que
individuos obesos tendem a apresentar uma maior ingestdo de sal, sugerindo uma relacéo
linear entre o consumo de Na®, ingestdo calérica e IMC.

Varios sistemas centrais e periféricos participam do controle do apetite por sédio,
entre eles os moduladores gasosos, conforme viremos a expor. Considerando-se que 0
consumo elevado de Na* pode induzir um status inflamatdrio em diversos 6rgaos, incluindo

rins e vasos, acredita-se que esta seria uma importante interface pela qual os moduladores
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gasosos, particularmente o sulfeto de hidrogénio (H,S), poderiam interferir na patogénese de
diversos distUrbios associados a esse comportamento apetitivo, como o desenvolvimento de
hipertensdo arterial. Desta forma, estas evidéncias, associadas a inexisténcia de trabalhos na
literatura a respeito da participacdo do sulfeto de hidrogénio (H,S) sobre respostas

homeostéaticas, nos motivaram a testar experimentalmente essa hipotese.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O controle fino do volume e da osmolalidade dos meios intra- e extracelular,
definido como homeostase hidroeletrolitica, torna-se condi¢do fundamental para a
manutencdo da vida. Quando alguma alteracdo central ou periférica é detectada pelos sistemas
de monitoramento (osmorreceptores, barorreceptores e sodio-receptores), mecanismos
neuroendocrinos, comportamentais e renais seletivos sdo recrutados para controlar a ingestéo
e excrecdo de agua e eletrolitos, visando a adequada manutencdo das fungbes orgénicas
(ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

2.1 O controle do volume e da osmolalidade dos liquidos corporais

Os osmorreceptores estdo localizados perifericamente no trato gastrointestinal e em
estruturas encefalicas desprovidas de barreira hematoencefalica, constituidas pela regido da
lamina terminal [a qual estdo associados o 6rgao subfornicial (SFO), o 6rgdo vasculoso da
lamina terminal (OVLT) e o nucleo pré-Optico mediano], assim como pela area postrema,
eminéncia mediana, regido pineal e 6rgdo subcomissural. Recentemente, foi demonstrado que
neurdnios osmossensiveis do OVLT transduzem a hipertonicidade via canais catibnicos ndo
seletivos do tipo TRPV1 (type 1 transient receptor potencial vanilloid) e que a despolarizacédo
destas células ocorre independentemente se a reducdo do volume celular foi causada por
pressdo osmotica ou aspiracdo mecanica (CIURA; LIEDTKE; BOURQUE, 2011). Evidéncias
apontam ainda para a existéncia de um mecanismo sédio-sensivel de controle central da
osmolalidade, caracterizado pela presenca de receptores especificos para este ion no SFO
(HIYAMA et al., 2002; 2004). Uma segunda classe de neurdnios sensiveis ao Na' estaria
localizada no nicleo supra-Optico (NSO) do hipotalamo; frente ao estimulo de aumento do
contetido extracelular de Na®, estes neurdnios seriam capazes de controlar a permeabilidade
da membrana plasmaética a este ion, assim como modificar a expressdo do gene que codifica o
canal de Na" presente nestas células (VOISIN; BOURQUE, 2002).

Diferentemente dos osmorreceptores e receptores de Na®, os barorreceptores
respondem ao estiramento de areas especificas do sistema circulatorio, decorrente de um

aumento no volume circulante. Eles estdo localizados no seio carotideo, na parede do arco
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adrtico, nas arteriolas renais e na regido cardiopulmonar. A estimulacdo destas terminacoes
ativa o nacleo do trato solitério, localizado na area bulbar do tronco cerebral, estimulo que,
posteriormente, atinge o hipotalamo bem como a regido antero-ventral do terceiro ventriculo
(AV3V), de forma a modular o comportamento apetitivo.

A hipovolemia e hiperosmolalidade do LEC constituem dois potentes desafios a
homeostase hidroeletrolitica, determinando a ativacdo de respostas neuroenddcrinas e renais.
Centralmente, estas alteracfes induzem a despolarizacao de células especializadas situadas no
NSO e nucleo paraventricular (NPV) (OLIET; BOURQUE, 1993). A ocitocina (OT) e a
arginina vasopresina (AVP) sdo peptideos produzidos pelos neurénios magnocelulares
hipotalamicos e armazenados em seus terminais localizados na neuro-hipdfise. Uma vez
liberados, estes peptideos atingem a circulacdo periférica, exercendo uma série de efeitos
sistémicos.

A AVP também conhecida por hormdnio antidiurético (ADH) devido sua principal
funcdo na homeostase hidrossalina: a antidiurese, porém este peptideo também participa de
mecanismos termorregulatorios e ajustes cardiovasculares estimulando receptores V1 nos
vasos sanguineos, além de modular a secrecdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), via
receptores V3 na adeno-hipdfise. Por meio de sua acdo nos receptores V2 localizados nos
rins, a AVP estimula a insercdo da proteina aquaporina 2 na membrana luminal das células
tubulares do néfron distal, promovendo a reabsor¢do de dgua. Foi demonstrado que a inibicdo
do feedback negativo, mediado por barorreceptores adrticos, na secrecdo de AVP ¢é
prejudicada pela cronicidade da ingestdo elevada de sal, favorecendo o desenvolvimento do
quadro hipertensivo por alteracfes neste circuito homeostatico central, pelo aumento da
expressao de um fator neurotréfico que impede a sinalizagdo inibitéria (CHOE et al., 2015).
A OT, por sua vez, além de participar de mecanismos relacionados ao parto e a lactopoiese,
inibe o transporte renal de Na* via monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), estimulando a
natriurese (BROOKS; PICKFORD, 1958; SOARES et al., 1999). Perifericamente, a OT
estimula a secrecdo do peptideo natriurético atrial (ANP) pelos cardiomidcitos. O ANP, por
sua vez, também inibe o transporte renal de Na', potencializando a resposta natriurética da
OT (ANTUNES-RODRIGUES et al., 1991).

Além da secrecdo de AVP e dos peptideos natriuréticos, outros sistemas também sao
modulados por alteracdes do volume e osmolalidade do LEC e desempenham funcéo
primordial nas respostas homeostaticas. Dentre eles, podemos destacar o sistema renina-
angiotensina-aldosterona que, além de participar perifericamente do controle do ténus

vascular e da reabsorcdo de Na', também esta envolvido em respostas comportamentais de
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sede e apetite a0 Na’ desencadeadas centralmente. A angiotensina Il (ANG I1) estimula a
liberacdo de aldosterona em resposta a hipovolemia, além de apresentar um potente efeito
dipsogénico central e modular a resposta hormonal (PHILLIPS; HEININGER; TOFFOLO,
1996; para revisdo, ver ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Foi demonstrado por
Ferguson e Renaud (1986) e também por Lenkei et al (1997) que o SFO possui receptores
para ANG Il, e que a injecdo central desta substancia induz aumento da ingestdo de agua,
assim como estimulacdo da secrecdo de AVP, OT e ANP, com concomitante aumento na
resposta antidiurética e natriurética (CUNNINGHAM; SAWCHENKO, 1991; REIS et al.,
2007). Além disso, foi demonstrado que a ingestdo de elevados teores de sal favorece os
efeitos da aldosterona sobre o coragédo, induzindo hipertrofia ventricular esquerda na auséncia
do tratamento anti-hipertensivo (du CAILAR et al., 2010).

2.2 A participacao dos moduladores gasosos na homeostase hidroeletrolitica

Mais recentemente, moléculas gasosas de producgdo enddgena foram incorporadas a
crescente lista de substancias capazes de modular as respostas comportamentais, renais e
neuroenddcrinas desencadeadas por alteragdes no volume e na osmolalidade do LEC.

Na década de 1990, a descoberta das acGes fisiologicas e patoldgicas do éxido nitrico
(NO) em tecidos biologicos deu inicio a essa nova e promissora linha de pesquisa que
investiga a participagdo dos moduladores gasosos como sinalizadores paracrinos ou
autocrinos. O NO é uma molécula simples, produzida pelo Sistema Nervoso Central (SNC) e
por tecidos periféricos, sendo altamente difusivel, apresentando meia-vida extremamente
curta e raio de acdo limitado (ZHANG; SNYDER, 1995). O NO é produzido em quantidades
equimolares a L-citrulina por acéo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) sobre a L-arginina
(PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). A isoforma neuronal da enzima (nNOS ou
NOS1) estd presente nos neurénios magnocelulares do NPV e NSO, tendo sua expressao
aumentada pela desidratagdo (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990; VILLAR et al., 1994). Ja
foi demonstrado que a injecéo intracerebroventricular (i.c.v.) de um inibidor ndo seletivo da
NOS [L-NG-nitroarginina-methil-ester (L-NAME)], determina um aumento nas
concentragOes plasméticas de AVP e OT (KADEKARO; SUMMY-LONG, 2000), bem como
na ingestdo de 4gua e Na* (SAAD et al., 2004). Estes eventos neuroenddcrinos produzidos
pela administragdo de L-NAME estdo associados a um aumento na frequéncia de disparos e
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uma diminuicdo da eletronegatividade do potencial de repouso dos neurdnios magnocelulares
(VENTURA et al., 2008). Além disso, Soares et al. (1999) demonstraram que a administracdo
de OT induz aumento significativo na excrecdo de nitrato, um metabdlito do NO, e que a
administracdo prévia de L-NAME é capaz de inibir esta resposta, bem como a natriurese
induzida pelo OT. Esses dados, aliados & demonstragdo da imunorreatividade para as enzimas
NOSL1 e NOS endotelial (eNOS ou NOS3) em tubulos e arteriolas renais, também apontam o
NO como um importante fator no controle do manejo renal de Na*, agindo tanto diretamente
no transporte de ions quanto no controle do fluxo sanguineo nos capilares renais. Entretanto, a
isoforma induzida (iNOS ou NOS2), ndo detectdvel em condicGes basais, tem sua expressdo
aumentada em resposta a inflamacéo localizada ou difusa provocada por infeccdo ou dano
tecidual. A producdo do NO pela via induzida estd envolvida em mecanismos
imunomoduladores e antitumorais, e foi descrita como tendo efeitos antiviral, antiparasitario e
microbicida, tanto que sua inducdo anormal estd envolvida na fisiopatologia de diversas
doengas humanas (KLEINERT et al., 2004; PAUTZ et al., 2010).

Outro gads que apresenta importante funcdo fisiolégica descrita no sistema
neuroendocrino € o mondxido de carbono (CO), sintetizado endogenamente por acdo da
enzima heme-oxigenase (HO) sobre o grupamento heme, reacdo que tem como produtos CO,
biliverdina e ferro (MAINES, 1997). J& foi demonstrado que o CO produzido endogenamente
estimula a liberagdo de AVP (MANCUSO et al., 1997), bem como de OT (KOSTOGLOU-
ATHANASSIOU et al., 1996). Além disso, a inibi¢do in vitro da enzima HO inibe a liberacédo
de OT induzida pela hiperosmolalidade do meio de incubacdo (GOMES et al., 2010). Estudos
sugerem que oS rins apresentem tanto a isoforma induzida (HO-1) quanto a isoforma
constitutiva (HO-2) das enzimas formadoras de CO, sendo as mesmas predominantemente
expressas na por¢do medular (HU et al., 1998; ZOU et al., 2000). Nos rins, o CO parece
influenciar tanto eventos hemodinamicos, como o controle do fluxo sanguineo local (ZOU et
al., 2000), quanto aces relacionadas ao transporte de ions e agua (JACKSON et al., 2011).
Além dos efeitos produzidos individualmente, o CO e o NO parecem interagir no controle da
homeostase hidroeletrolitica. Nesse sentido, foi demonstrado por Gomes et al. (2010) que o
uso de um inibidor da enzima HO aumenta a producdo de L-citrulina (um coproduto da
sintese de NO) pelo hipotdlamo médio basal in vitro em resposta a hiperosmolalidade do

meio.
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2.2.1 Sulfeto de hidrogénio (H,S)

Até o momento, poucos estudos na literatura tém se dedicado a elucidar a
participagdo do H,S em respostas neuroenddcrinas e renais relacionadas & homeostase
hidroeletrolitica. Porém, devido a recente descoberta de Mancuso, Navarra e Preziosi, (2010)
que o H,S pode interagir com o NO e o CO, gasomoduladores estes que ja foram mais
estudados e apresentam efeitos pronunciados sobre os sistemas do balanco de agua e Na*,
existe um grande interesse e perspectiva neste sentido em relacdo ao H,S. Atualmente, é
conhecido o envolvimento das trés moléculas (NO, CO e H,S) em processos fisiologicos
essencialmente semelhantes, como vasodilatacdo, angiogénese, remodelacdo vascular,
proliferacdo, processos de sinalizacdo endotelial pro- e anti-inflamatoria e apoptose (LI; HSU;
MOORE, 2009; LUNA-VAZQUEZ et al., 2016; OOSTERHUIS et al., 2015). Contudo, os
mecanismos de interacdo entre os gasomoduladores ainda ndo estdo claros (GADALLA,
SNYDER, 2010).

O H,S é uma molécula de vida curta com meia-vida de alguns minutos, alta
permeabilidade em membranas lipidicas e facilmente se difunde através das membranas
celulares (ZAICHKO et al., 2014). Sintetizado ativamente pelos tecidos a partir da L-cisteina
por acdo de duas enzimas principais, a cistationina-y-liase (CSE) e a cistationina-p-sintase
(CBS). Tanto a expressdo quanto a atividade enzimética destas isoformas podem ser
moduladas por outras moléculas sinalizadoras, como o calcio, bem como por fatores
circulantes, como a insulina, o glucagon e os glicocorticoides (MANCUSO; NAVARRA;
PREZIOSI, 2010). Recentemente, Shibuya et al. (2009a) demonstraram no SNC de
camundongos knockout para CBS a existéncia de outra enzima geradora de H,S, a 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferase (3-MST) que age em conjunto a cisteina aminotransferase
(CAT) para produzir o H5S.

As principais fontes de H,S enddgeno se metabolizam em reacfes de transaminagéo
e dessulfurizacdo com a participacdo de enzimas dependentes de piridoxal-5’-fosfato. As
enzimas CAT e 3-MST sdo citoplasmaticas e mitocondriais, enquanto as enzimas CSE e CBS
parecem ser exclusivamente citoplasmaticas (LI; ROSE; MOORE, 2011). As trés principais

vias da biossintese de H,S estdo sumarizadas na Figura 1, apresentada a seguir.
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Figura 1 — Metabolismo da L-cisteina para biossintese do sulfeto de hidrogénio (H,S)
(L-cisteina)
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Legenda: 1) Transaminagdo pela CAT: cisteina aminotransferase seguida de hidrodessulfurizacdo por 3-MST: 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferase; 2) Hidrodessulfurizagdo pela CBS: cistationina-f-sintase; 3)
Hidrodessulfurizacdo por CSE: cistationina-y-liase.

Fonte: Adaptada pela autora de Lowicka e Beltowski (2007); Hu et al. (2011); Liu, Yan e Bian (2011).

A producéo endogena de H,S ja foi demonstrada no SNC de roedores por Warenycia
et al. (1989), e também de humanos por Goodwin et al. (1989), em concentracdes
relativamente altas variando de 50-160 pM, sugerindo que este gas possa de fato desempenhar
a funcdo de neuromodulador (ABE; KIMURA, 1996). De fato, ja foi descrito que o H,S
suprime a liberacdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH), efeito similar ao
observado em resposta a um ativador da enzima CBS (DELLO RUSSO et al., 2000).
Recentemente, Khademullah e Ferguson (2013) demonstraram por meio de ensaio
eletrofisioldgico de células hipotalamicas (magnocelulares, parvocelulares neuroendécrinas e
parvocelulares pré-autondmicas), que a adicdo de um doador de H,S, o hidrossulfeto de sédio
(NaHS), ao banho produz um efeito dose-dependente de despolarizacdo em cerca de 80%
destas células, efeito este mediado pelo fechamento de canais de potassio.

Os primeiros relatos na literatura a respeito das acOes do H,S descrevem
principalmente sua toxicidade, porém ja é sabido que, em concentraces baixas, o H,S na
verdade protege 0 organismo contra o estresse oxidativo (KIMURA; KIMURA, 2004). Nesse
sentido, um estudo demonstrou que o uso experimental de um inibidor da enzima CSE, a DL-

Propargilglicina (PAG), gerou um efeito protetor sobre a nefrotoxicidade induzida por
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adriamicina, uma droga quimioterapica (FRANCESCATO et al., 2011b). Em concentracdes
elevadas, contudo, foi demonstrado que o H,S estimula a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (YAN et al., 2006). Gao et al. (2015) sugerem que 0 H,S gera protecédo
contra a neurotoxicidade da corticosterona por modular positivamente o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF), além de inibir o estresse no reticulo endoplasmaético (XIAO et
al., 2016). No entanto, a eficiéncia dos mecanismos de metabolizacdo (por oxidacdo na
mitocondria ou por metilacdo no citoplasma) e eliminacdo do H,S (0 que ocorre
principalmente por excrecdo renal) raramente permite que as concentracfes deste gas se
elevem muito acima do normal, ou se o fazem é por um curto periodo de tempo, mesmo na
presenca de um doador (WANG, 2002; WALLACE, 2007).

Existe um padréo diferencial na expressao das rotas enzimaticas formadoras de H,S.
As enzimas CBS e CSE sdo expressas em diversos tecidos, incluindo o figado, os rins e o
SNC, porém admite-se que a CSE tenha distribui¢cdo predominantemente periférica, enquanto
a enzima CBS é a principal produtora de H,S no encéfalo, com expressdo demonstrada no
hipocampo, cerebelo, cdrtex cerebral e tronco encefalico (ABE; KIMURA, 1996). As enzimas
3-MST e CAT, por sua vez, foram localizadas em neurdnios e no endotélio vascular
(SHIBUYA et al., 2009a; 2009b). Os estudos de Bos et al. (2013) confirmaram que a enzima
CSE é a principal produtora de H,S no rim, com expressdo abundante nos glomérulos e na
regido tubulo-intersticial em humanos. Esses autores também observaram que a CBS ndo é
diferencialmente expressa durante o processo de transplante e nem estd associada ao efeito
protetor do H,S no pos-transplante (lesdo isquemia-reperfuséo).

Outra evidencia é a de que o H,S esta envolvido na inflamacdo e na mediacdo da
hipernocicepcdo inflamatdria (CUNHA et al., 2008; SZABO, 2007). O estudo de Dal-Secco
et al. (2008) sugere que durante a resposta inflamatoria, o H,S pode provocar maior rolamento
e aderéncia de neutréfilos, bem como sua locomogdo por um mecanismo dependente de
canais de potassio sensiveis a trifosfato de adenosina (K*atp), caracterizando um efeito pro-
inflamatorio deste gas. Neste sentido, Francescato et al. (2011a) demonstraram que o H,S
favorece a lesdo renal induzida por cisplatina, uma droga antineoplasica, pois a administracéo
de PAG (um inibidor da enzima CSE) promoveu redugdo no dano renal (efeito protetor).
Adicionalmente, Bhatia et al. (2005) demonstraram que o pré-tratamento com PAG reduziu o
edema na pata traseira causado por carragenina.

Por outro lado, Wang et al. (2013) demonstraram um papel anti-inflamatério do H,S
na aterosclerose, visto que a lipoproteina de baixa densidade (LDL) suprimiu a expressdo de

CSE e producdo de H,S em macrofagos, e o uso de doadores gerou uma consistente reducéo



23

na adesdao de macrdfagos e da produgdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)), bem como
aboliu a sinalizagdo de citocinas pro-inflamatérias. Ademais, o pré-tratamento com o doador
de H,S suprimiu a adesdo de leucdcitos induzidos por aspirina e reduziu a formacéo de edema
na pata induzido por carragenina, sendo que a inibicdo da enzima CSE melhorou a
adesdo/infiltracdo e aumentou o edema (ZANARDO et al., 2006). No mesmo sentido em um
modelo de lesdo renal obstrutiva, no qual se observou redugdo do nivel plasmético de H,S e
da expressdo de CSE no tecido renal; neste mesmo estudo, apos a administracdo de NaHS, a
fibrose renal foi inibida, resultando em um efeito benéfico do H,S (SONG et al., 2014). Esse
efeito poderia ser explicado pelo aumento da inducdo de angiogénese pelo H,S, observado por
outros autores (PAPAPETROPOULOS et al., 2009).

Em suma, admite-se que o H,S seja, de fato, um importante mediador na inflamacéo.
Contudo, a producdo reduzida de H,S esta relacionada tanto a respostas pro- quanto anti-
inflamatorias. Essa ambiguidade de efeitos refere-se possivelmente aos diferentes niveis de
H,S encontrados nos tecidos, uma vez que ndo € raro dentro dos sistemas biolégicos que
determinados mediadores exercam funcGes completamente antagbnicas e efeitos dose-
dependentes, como € o caso também dos outros gases, NO e CO, bem como dos
glicocorticoides, importantes moduladores da funcéo imune.

Nesse sentido, considerando que a concentracdo de H,S nos tecidos € maior que seus
niveis circulantes, a vasomodulagdo induzida por H,S também ocorre de maneira dose-
dependente: em concentracdes fisiologicamente baixas (aproximadamente 50 UM no plasma),
0 H,S tem funcdo vasodilatadora, induzida pela possivel abertura de canais de K atp nas
células musculares lisas. Contudo, este gas pode causar vasoconstricdo em concentraces
ainda menores, por diminuicdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e inibicdo da
producdo e biodisponibilidade do NO, reforcando mais uma vez a interacdo entre 0S
gasomoduladores (KASINATH, 2014; LIU; YAN; BIAN, 2011; LUNA-VAZQUEZ et al.,
2016; ZHAO et al., 2001). Confirmando a vasorregulacdo dose-dependente, o estudo de Yang
et al. (2008) reportou normalizacdo da pressdo arterial ap6s a administracdo de NaHS, sendo o
quadro hipertensivo induzido pela prévia administracdo de PAG. O efeito vasodilatador foi
abolido tanto com o uso do inibidor do canal K*a1p quanto com a inibicdo da enzima CSE por
PAG (YASUDA et al., 2016). Interessantemente, o estudo de Kubo et al. (2007) mostrou que
a incubacdo com NaHS produziu relaxamento nas aortas em que foi retirada a camada
endotelial, bem como nas aortas que continham o endotélio intacto mas na presenca de
inibidores de NOS, sugerindo novamente interacdo entre as vias de sinalizacdo intracelular

dos gasomoduladores.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A hipertensdo arterial € uma doenca multifatorial, muitas vezes de causa
desconhecida. Porém, entre os fatores de risco modificAveis que contribuem para o
desenvolvimento deste agravo estdo, além da pratica de exercicios, fatores nutricionais, entre
eles o controle da ingestdo de Na'. O brasileiro consome entre duas a trés vezes a quantidade
de sal recomendada pela OMS, que é de 5g/dia (SARNO et al., 2009; 2013). Além de ter
reflexos diretos sobre o volume do LEC, o consumo elevado de Na* aparentemente produz
alteragBes vasculares que contribuem para o processo inflamatério desencadeador de diversas
doencas cardiovasculares. Nesse sentido, Zhou et al. (2013) demonstraram, em individuos
saudaveis, que mesmo em curto prazo (sete dias), 0 aumento da ingestdo de Na* para 15g/kg
de alimento pode induzir a expansdo de mondcitos (CD14™ e CD16%), bem como induzir o
aumento de agregados de mondcito-plaquetas, o0 que pode ser a base celular da inflamacéo e
do aumento no potencial risco tromboembdlico em drgdos-alvo. Entretanto, essas condicdes
ndo foram ainda suficientes para induzir alteracGes nos niveis de pressdo arterial.

Porém, apesar destas evidéncias, pouco se sabe sobre quais sistemas seriam
envolvidos, tampouco sobre a cronologia dos eventos que ocorreriam nos sistemas renal e
circulatdrio em resposta ao consumo aumentado de Na*. Diante das evidéncias que mostram
qgue o H,S apresenta importantes acdes sitio-especificas nos rins e no sistema circulatério,
buscamos elucidar os possiveis efeitos fisiologicos da inibicdo farmacoldgica da sintese
enddgena do H,S pela CSE, relacionados aos sistemas que regulam o balanco de gua e Na®,
frente a0 consumo alimentar aumentado de Na® durante um curto periodo de tempo,
mimetizando variacdes sazonais no consumo deste cation. Nossa hipotese € que o H,S previna
e/ou atrase o desenvolvimento das alteracdes agudas renais e cardiovasculares induzidas pelo
consumo elevado de Na* na dieta, de forma que a inibicdo experimental da enzima CSE
precursora de sua producdo enddgena, especialmente, nos tecidos periféricos, favoreceria os

efeitos da dieta hipersddica em induzir tais alteracées.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

O presente trabalho investigou o efeito da inibicdo farmacologica da sintese
enddgena do H,S pela enzima CSE nas respostas homeostaticas comportamentais, renais e

neuroenddcrinas desencadeadas pela ingestdo aguda de alto teor de Na* na dieta.

4.2 Objetivos especificos

Foram avaliados, em animais submetidos a dieta hipersddica durante sete dias, 0s
efeitos do tratamento periférico diario com um inibidor da enzima CSE (PAG, 25 mg/kg/dia,
i.p.), sobre:

a) aingestdo alimentar e a variagcdo da massa corporal;

b) a ingestdo hidrica, bem como o volume urinario, osmolalidade urinéria e

concentracdo urinaria de nitrato;

c) a glicemia casual, a osmolalidade plasmatica, e as concentracdes plasmaticas

de nitrato e dos hormonios AVP, OT e corticosterona;

d) a massa dos seguintes tecidos: hipofise, adrenal, rim, coracdo, tecido adiposo

branco epididimal e tecido adiposo marrom;

e) a imunorreatividade para ED1 (antigeno presente em macréfagos

ativados/mondcitos);

f)  aimunorreatividade para NOS2 (enzima oxido nitrico sintase induzida);

g) amorfometria cardiovascular.
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5 METODOLOGIA

Em busca de alcancar os objetivos propostos utilizamos dos materias e métodos

descritos nesta segéo.

5.1 Animais

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados 99 ratos Wistar machos adultos,
obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (MG, Brasil), com peso inicial de
180-200g. Do total de 99 animais, 27 ratos foram excluidos do estudo. Destes, 9 animais
foram considerados natriéfilos, 6 fizeram parte de um primeiro projeto piloto e 12 do
experimento dose-resposta para o tratamento farmacolédgico (doses ndo utilizadas de 50 e 10
mg/kg, conforme descrito a seguir). Os animais foram mantidos em ambiente com luz (ciclo
claro/escuro de 12 h), temperatura (23 + 2°C) e umidade (55 + 10%) controladas. Para
adaptacdo a dieta triturada e avaliacdo da preferéncia ao sal, os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno individuais e para as avaliacbes comportamentais e renais, 0s animais
foram mantidos em gaiolas metabdlicas de aco inox também individuais, ambas com livre
acesso a agua filtrada e racdo triturada (FIGURA 2). Os procedimentos foram realizados no
periodo compreendido entre 8h00 e 12h00 e conduzidos em acordo ao “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” (NIH Publicagdo N° 85-23, revisado 1996) e aos principios
éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL,; acessado de
<http://www.cobea.org.br> em 26/11/2013). Todos os procedimentos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da UNIFAL, sob o Protocolo CEUA n°
613/2015 (ANEXO A).
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Figura 2 — Imagens fotogréaficas dos ambientes de aloca¢do dos animais

(A)

©

Legenda: (A): Gaiola de polipropileno individual mostrando o livre acesso a dgua (H,0), solucéo salina (NaCl
1,8%) e racdo controle triturada; (B): Gaiola metabdlica individual mostrando o bebedouro graduado
contendo a agua e o coletor de urina; (C): Vista superior da gaiola metabdlica mostrando o livre
acesso a agua e racdo triturada.

Fonte: Da autora.

5.2 Selecéo e separacgdo de natridfilos

Previamente ao inicio do experimento, foi realizada a sele¢do dos natriofilos, uma
vez que estes tém predilecdo natural ao consumo de sal, o que também acontece em
individuos da espécie humana. Para tanto, durante dois dias foi ofertada, além da &gua, uma
solugdo salina preparada com NaCl 1,8% (FIGURA 2A) e o apetite ao Na* foi avaliado.
Foram excluidos dos experimentos aqueles animais cuja ingestdo da solucdo salina foi

superior a duas vezes o valor da média.
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5.3 Preparo da dieta modificada

Para o preparo da dieta hipersddica ou com alto teor de Na®, foi utilizada como base
a ragdo peletizada convencional NUVILAB® triturada em maquina industrial (Gréo de Ouro
— Alfenas), de forma a possibilitar a adicdo de sal de forma homogénea. Conforme
especificado pelo rétulo do fabricante a racdo controle (designada dieta C) contem 0,27% de
Na®, tendo sido preparadas por adicdo de sal rages hipersodicas com o dobro (dieta S2,
0,54%) e o triplo do teor de Na* (dieta S3, 0,81%). O teor aumentado de Na* ndo se mostrou
aversivo pelos animais, uma vez que 0s mesmos mantiveram o mesmo padrdo de ingestao
alimentar verificado no grupo C (dados do projeto piloto ndo apresentados).
Anteriormente ao inicio do experimento com as dietas modificadas, todos 0s animais
permaneceram com a racdo controle triturada por pelo menos 48 horas para habituagdo. O
periodo total de consumo das dietas hipersodicas foi de sete dias.

5.4 Tratamento farmacoldgico

Como ferramenta farmacolégica, foi utilizado um inibidor da enzima CSE [DL-
Propargilglicina (PAG), P7888, Sigma-Aldrich®], 25 mg/kg/dia, diluido em veiculo (soro
fisiologico, NaCl 0,9%). A droga foi administrada intraperitonialmente (i.p.) na frequéncia de
uma vez ao dia, no final da tarde (17h), uma hora antes do inicio do ciclo escuro (periodo de
atividade dos roedores), durante sete dias. De acordo com estudos, a PAG, também ¢é
conhecida por PPG, tem peso molecular de 113,11 e exerce a funcdo de inibidor enzimatico
seletivo para CSE (ASIMAKOPOQULOU et al., 2013; ZAICHKO et al., 2014) e irreversivel
(WANG, 2012). Consistente com o seu papel inibitério, estudos demonstraram que com uma
semana de tratamento, a PAG inibiu completamente a producéo in vitro de H,S por células
renais (CANDELA; VELMURUGAN; WHITE, 2016; WESSELING et al., 2015). Além de a
PAG ser a mais utilizada para inibi¢do da producdo de H,S via CSE in vivo, € bem absorvida
e rapidamente atravessa as membranas bioldgicas (REED, 1995; SUM et al., 2009).

A dosagem para uso in vivo neste estudo foi estabelecida com base em um
experimento dose-resposta, que avaliou as doses de 50, 25 e 10 mg/kg/dia. Cada grupo deste

experimento foi composto por dois animais, totalizando 18 ratos. Os dados comportamentais
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deste experimento (ndo apresentados) foram determinantes para a escolha da dose, visto que o
tratamento com PAG 50 mg/kg/dia demonstrou um efeito toxico, evidente a partir do quarto
dia de tratamento, com a abolicdo completa da ingestdo alimentar, sendo que esta dose foi
utilizada por Guo et al. (2012) duas vezes ao dia durante quatro dias, ndo reportando nenhuma
intercorréncia. Outros estudos utilizaram a dosagem de 50 mg/kg em administracdo Unica e
aguda. No entanto os animais que receberam as dosagens menores (10 e 25 mg/kg/dia)
mostraram um comportamento semelhante. Visto que a dose de 37,5 mg/kg/dia tem sido
apontada como eficaz para gerar inibicdo maxima da producéo enddgena de H,S, atingindo a
concentragdo na circulacdo de 5 mmol/L (ROY et al., 2012; YAN; DU; TANG, 2004). Desta
forma, com base em nossos achados e relatos da literatura, optamos pela dose intermediaria,
de 25 mg/kg/dia.

De modo a comprovar a inibicdo seletiva da funcao enzimatica pela administracao de
PAG na dose de 25 mg/kg/dia, realizamos a marcacgao por imunoistoquimica da enzima CSE
no tecido renal, este foi fixado em solugdo de Methacarn e incluido em parafina (ver subsecéo
5.6.4 IMUNOISTOQUIMICA). Utilizamos o anticorpo primario monoclonal mouse anti-rat
CTH (F-1) (cistationina-y-liase ou CSE, 1:1000, sc-374249, Santa Cruz Biotechnology®)
overnight, anticorpo secundéario biotinilado donkey anti-mouse (1:200, 715065150, Jackson
Inmuno Research®) e revelacdo com DAB (0,05%, D5637, Sigma-Aldrich®) intensificado
com cloreto de cobalto 1%. Imagens microscopicas com aumento de 5 vezes de cortes
histoldgicos representativos de cada grupo experimental sdo apresentadas abaixo na Figura 3,
na qual observamos aumento da imunorreacdo para CSE (regido mais escurecidas em roxo)
nos grupos veiculos com adicdo de sédio (S2 e S3) e a auséncia da marcacdo nos grupos
tratados com PAG, mostrando que a inibicdo pela PAG na dosagem de 25 mg/kg/dia foi

efetiva na inibicdo da CSE.
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Figura 3 — Imagens microscdpicas (5x) do cortex renal com imunoistoquimica para CSE

Veiculo PAG

Legenda: Veiculo = grupo que recebeu soro fisiologico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-
Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sodio; S2 = grupo dieta
hipersodica com o dobro de sodio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersodica com o triplo de sédio 0,81%.

Nota: A marcagdo de CSE se mostra em regiBes mais escurecidas em roxo, encontradas especialmente, nos

grupos de dieta S2 e S3 tratados com veiculo.

Fonte: Da autora.
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5.5 Métodos de avaliacdo

Todos os experimentos foram realizados em gaiolas metabdlicas individuais. Foram
avaliados os comportamentos dirios de variagdo da massa corporal, ingestdo alimentar,
volume ingerido das solucdes e volume urinario excretado. A partir de amostras de urina 24h,
foram avaliados os seguintes parametros:

a)  osmolalidade urinaria pelo método do ponto de congelamento;

b)  concentragdo de nitrato urinario pelo método de quimiluminescéncia, com

amostras dos dias 1, 3 e 7.

Apds os sete dias do inicio da oferta de dieta hipersodica e da inibicdo endogena da
producdo de H,S com PAG, todos os animais foram eutanasiados por decapitacdo para coleta
do sangue e dos tecidos. A partir do sangue coletado do tronco, foi realizada a glicemia casual
ou aleatoria, medida realizada a qualquer hora do dia, utilizando fitas reativas e o monitor
Accu-chek Performa, Roche®. O restante do sangue coletado em tubo heparinizado, o qual
foi centrifugado a 3000 rpm, 4 °C, por 20 minutos. O plasma foi separado e utilizado para as
seguintes dosagens:

a)  osmolalidade plasmatica pelo método do ponto de congelamento;

b)  concentracdo plasmatica de nitrato pelo método de quimiluminescéncia;

c)  concentracdo plasmatica hormonal (AVP, OT e corticosterona) pelos métodos

de radioimunoensaios especificos.

A massa de todos os tecidos foi corrigida por 100 g de massa corporal (m.c.) e
analisada comparativamente entre os grupos experimentais. O rim esquerdo, 0 coragdo e um
fragmento de 1 cm da aorta toracica foram separados para:

a)  imunoistoquimica para ED1;

b)  analise morfométrica.

5.5.1 Método do ponto de congelamento

As dosagens das osmolalidades foram realizadas a partir de aproximadamente 25 uL

de urina ou plasma com o uso do The Advanced® Micro-Osmometer Model 3320.
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5.5.2 Método de quimiluminescéncia

Aliquotas de 50 uL de urina ou plasma foram desproteinizadas com 100 pL de etanol
e mantidas a -20 °C por 30 minutos. A seguir, foram centrifugadas (10000 rpm, 5 minutos,
4°C) para separacdo de 100 pL do sobrenadante e o conteddo de nitrato foi determinado em
um analisador quimioluminescente (Sievers 280 NO Analyzer). Como o NO é um gés de
meia-vida extremamente curta, a dosagem de um de seus metabdlitos, neste caso o nitrato, foi
utilizada como ferramenta metodoldgica para determinar de maneira indireta a producédo

urinaria ou plasmatica de NO.

5.6.3 Método de radioimunoensaio

As dosagens hormonais foram realizadas com o apoio do Laboratério de
Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP, sob a coordenacdo do Prof. José Antunes Rodrigues. As amostras necessitaram
passar por processos prévios de extracdo: para as dosagens de AVP e de OT, amostras de 1
mL de plasma foram extraidas com 2 mL de acetona e 2 mL de éter de petroleo; para as
dosagens de corticosterona, amostras de 25 pL de plasma foram extraidas com 1 mL de alcool
etilico absoluto. Em seguida, as amostras extraidas foram submetidas a radioimunoensaios

especificos, com duracdo de 2 a 4 dias, dependendo do hormdnio a ser dosado.

5.6.4 Imunoistoquimica

ApOs a eutandsia e a determinagdo da massa, o rim direito foi dividido por dois
cortes, realizados acima e abaixo da regido do hilo, com aproximadamente 2 mm de
espessura, conforme representado na Figura 4A. Os cortes frescos foram transferidos para
solugcdo de Methacarn (metanol 60%, cloroformio 30% e acido acetico glacial 10%). Para

avaliacdo vascular foi realizada uma sec¢éo de aproximadamente 10 mm de comprimento do



33

segmento distal da aorta torécica (FIGURA 4B), o qual foi imediatamente transferido para
solucdo de paraformaldeido 4%.

Figura 4 — Regiao dos cortes histolégicos para fixacao e inclusdo em parafina

(A) ®)/

l L] ] | IEI I | |%| i |i I l'[TH I \ .wupmwmm‘lnumlﬁmwﬂnmmwnw
0 1 2 \\ .

Legenda: (A): Tecido renal, (B): Tecido vascular, aorta toracica.
Fonte: Da autora.

Os tecidos frescos permaneceram em solucdo fixadora durante 24 h em agitacéo leve
e temperatura ambiente. Em seguida, foram transferidos para solucao de alcool 70% e levados
para processo tradicional de inclusdo em parafina.

Cortes histolégicos foram realizados com espessura de 7 pm, utilizando um
micrétomo manual (Yidi®). Os cortes foram posicionados sequencialmente em quatro
laminas replicadas revestidas com gelatina e devidamente identificadas. Em seguida, as
laminas foram desparafinizadas, reidratadas e processadas, sendo que para a marcacdo de
NOS2 foi necessario realizar a recuperacdo antigénica com Tampao Citrato - pH 6 (&cido
citrico 10 nm e Tween 20 a 0,05 %) durante 30 minutos a 55-65 °C.

Para o procedimento imunoistoquimico, mantivemos as laminas incubadas overnight,
em camara Umida e temperatura ambiente com um dos seguintes anticorpos primarios: 1)
mouse anti-rat ED1 (monoclonal, 1:1000, MCA341GA, AbD Serotec®). Este anticorpo reage
com antigeno citoplasmatico presente em macrdfagos ativados residentes e derivados de
monacitos sanguineos, expresso predominantemente na membrana lisossomal e levemente na
membrana citoplasmatica (DAMOISEAUX et al., 1994; DIJKSTRA et al., 1985); 2) rabbit
anti-rat NOS2 (policlonal, 1:500, SC-650, Santa Cruz Biotechnology®). Apds incubacéo por
1 h em anticorpo secundario biotinilado (donkey anti-mouse, 1:200, 715065150, Jackson
Inmuno Research® ou donkey anti-rabbit, 1:200, 711065152, Jackson Inmuno Research®),
0s cortes foram incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase (1:200, PK-6100,
Vector Laboratories®). A revelacdo foi realizada com DAB 0,05% (Hidrato de
tetrahidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina, D5637, Sigma-Aldrich®) intensificado com
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sulfato de niquel 1% para a marcagdo de células ED1+ e sem intensificador para NOS2. Os
cortes foram contrastados, respectivamente, com eosina (citoplasma) e hematoxilina
(nuclear), seguindo o processo de desidratacdo e montagem com laminula e Entellan.

Cortes representativos foram fotografados utilizando uma camera fotogréafica digital
AxioCam ICc3 acoplada ao microscopio Zeiss® e o programa de computador AxioVision
versdo 4.8.2 (2010). O resultado da coloracdo de imunoperoxidase para ED1 foi obtido pela
contagem do numero de células positivas no cortex renal, regido tubulo-intersticio (n°area) e
microvascular (n°glomerulo), realizada de forma aleatoria, manual e as cegas. Para a
imunorreacdo da NOS2, a quantificacdo do sinal foi realizada por meio do Software Image J,
com parametros definidos a partir da imunorreatividade no grupo controle (dieta C +
tratamento veiculo). O valor expresso de cada amostra representa a média da avaliagcdo sobre

trés cortes por animal.

5.6.5 Analise morfométrica

As imagens da aorta toracica (aumento de 2,5x) permitiram a analise do didametro
interno médio da luz do vaso, obtido pelo o quociente:
(A+B)

2
onde:

A: didmetro 1;

B: didmetro 2, sendo ambos separados por angulos de 90° (FIGURA 5).

Figura 5 — Método de andlise do didmetro interno médio da luz do vaso

Legenda: Imagem da aorta toracica (2,5x), A: didmetro 1, B: diametro 2.
Fonte: Da autora.
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Também avaliamos a espessura da parede vascular (aumento de 20 x), utilizando o
Software Image J.

No tecido cardiaco fresco foi realizado um corte com aproximadamente 2 mm de
espessura a 5 mm do apice cardiaco, de acordo com a Figura 6. Os cortes foram fotografados
para anélise da espessura das paredes dos ventriculos e a medida foi determinada através do
Software Image J.

Figura 6 — Processamento do coracdo para analise morfométrica

(T
1 2 3

Legenda: A: apice cardiaco, VE: Ventriculo esquerdo, VD: Ventriculo
direito.
Fonte: Da autora.

5.6 Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrao da média (EPM). Todos os dados,
uma vez que adquiram padrao de distribuicdo normal, foram analisados por meio de teste de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA) seguido pelo pos-teste de multiplas comparacdes
de Bonferroni, considerando-se como variaveis 0 modelo experimental dieta (C/S2/S3) e o
tratamento (veiculo/PAG). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05, com intervalo de
confianca de 95%. Para a montagem dos graficos e analises estatisticas, foi utilizado o

programa GraphPad Prism 6 Project (GraphPad Software Inc., CA, USA).
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6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os 72 animais efetivamente utilizados foram distribuidos aleatoriamente entre 0s
grupos, o que resultou em um ndmero amostral (N) de 12 ratos Wistar machos adultos por
grupo experimental. Abaixo se encontram sumarizadas as linhas temporais dos procedimentos

em cada um dos protocolos experimentais realizados.

6.1 Parametros comportamentais e renais

Dia|-4 Dia|-2 Diao E Dia7
I 1 i ‘H—+'I—+I—+I—+I—+I—+‘I
Grupos Tratamentos (<-17h, administracio i.p.)

e Veiculo (soro fisioldgico, volume equivalente)

e PAG (DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia)

Grupos Dietas

e C (controle com 0,27% de sddio)

e S2 (hipersodica com o dobro de sodio 0,54%)
e S3 (hipersodica com o triplo de sodio 0,81%)

(N=9)

Dados Coletados (gaiola metabdlica)

e Massa corporal, ingestdo alimentar, ingestao
de 4agua, volume urinério, osmolalidade
urindria e nitrato urinario.

Identificacdo dos natriéfilos
triturada (NUVILAB®)

Habituacdo com dieta padrao

6.2 Parametros enddcrinos e plasmaticos

Dia 7
I I I Lt
I 1 1

Eutanasia

Coleta dos tecidos

e Hipofise, tecido adiposo branco, tecido
adiposo marrom, adrenal, rim, aorta e
coracao.

Coleta do sangue do tronco

e Glicemia casual, osmolalidade plasmatica,
nitrato plasmatico e dosagem hormonal
plasmatica (AVP, OT e corticosterona).



37

7 RESULTADOS

Apols a andlise estatistica dos dados, os resultados apresentados a seguir, foram
expressos em média = EPM de cada grupo experimental (N = 12 animais/grupo). Sendo que
foram comparados os trés tipos de dieta: C, S2 e S3; e os dois tipos de tratamento: veiculo
(tratados com soro fisiologico, ou considerados sem tratamento) e PAG (tratados com inibidor
da CSE/H,S, na dosagem de 25mg/kg/dia, i.p.), bem como a interacdo destas variaveis

(dieta/tratamento) sobre o efeito investigado.

7.1 Efeitos sobre a homeostase energética

Na Figura 7A, observa-se que nem a variavel dieta [F (o, 65y = 0,37] tampouco o
tratamento com PAG [F (1, 65y = 1,66] induziram alteragdo significativa sobre a ingestéo
alimentar. Da mesma forma, a variacdo da massa corporal ndo foi afetada pela dieta [F (2, 65) =
0,20] ou pelo tratamento [F (1, 65y = 1,92] (FIGURA 7B). No entanto, a Figura 7C demonstra
efeito da dieta hipersodica [F (2, 65y = 2,71] e do tratamento [F (165 = 18,01, p < 0,0001] sobre
a massa do tecido adiposo branco epididimal, que se mostrou substancialmente reduzido na
nos animais tratados com PAG comparados com os tratados com veiculos, tanto para o grupo
dieta S2 (0,79 = 0,04 vs 0,66 + 0,03 g/100g m.c., p < 0,05) quanto S3 (0,71 £ 0,03 vs 0,57
0,03 ¢g/100g m.c., p < 0,05). De acordo com a Figura 7D, houve interacdo entre as variaveis
tratamento e dieta na massa do tecido adiposo marrom [F ¢ 66 = 3,79, p < 0,05], havendo
reducdo na massa deste tecido com a PAG entre os grupos de dieta S3 (131,76 £ 7,00 vs
108,54 + 4,02 mg/100g m.c., p = 0,05) e na comparagdo entres 0s grupos S2 e S3 tratados
com PAG (145,46 + 10,05 vs 108,54 + 4,02 mg/100g m.c., p < 0,01). Na andlise da glicemia
casual (FIGURA 7E), ndo foi observada nenhuma alteracao significativa em relacdo a dieta [F

@ 48) = 1,25] ou ao tratamento [F (1, 48y = 0,29].
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Figura 7 — Efeitos sobre a homeostase energética
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Legenda: (A): Ingestdo alimentar média, N/grupo = 11-12; (B): Varia¢do da massa corporal, N/grupo = 11-12;
(C): Tecido adiposo branco epididimal, N/grupo = 11-12; (D): Tecido adiposo marrom, N/grupo = 12;
(E): Glicemia casual, N/grupo = 8-10. Veiculo = grupo que recebeu soro fisiolégico, volume
equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta
controle com 0,27% de sédio; S2 = grupo dieta hipersddica com o dobro de sédio 0,54%; S3 = grupo
dieta hipersodica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pOs-teste de

Bonferroni; * p < 0,05; ** p < 0,01.
Fonte: Da autora.
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7.2 Efeitos sobre a homeostase hidroeletrolitica

Né&o foi detectada alteracdo significativa na osmolalidade plasmatica, como pode ser
analisado pela Figura 8A, em relagéo as variaveis dieta [F (2 65y = 0,72] e tratamento [F (1, 65) =
2,07]. A dieta [F (2, 64) = 2,59] € 0 tratamento [F (1, 62y = 0,05] também n&o induziram alteracéo
significativa na ingestdo hidrica (FIGURA 8B). Contudo, podemos observar na Figura 8C
que, apesar de o volume urinario néo ter sido alterado pelo tratamento [F (1, 64 = 0,66], a dieta
hipersodica foi determinante para produzir efeitos nesta variavel [F (o, 64y = 6,74, p < 0,05],
aumentando esse pardmetro no grupo S3 veiculo comparado aos grupos de dieta C e S2,
respectivamente (3,98 + 0,29 e 3,94 + 0,38 vs 5,64 + 0,42 mL/100g m.c./dia, p < 0,05).

Da mesma forma, o tratamento ndo determinou alteracdes significativas na
osmolalidade urinaria [F 1, ey = 0,44], mas a dieta alterou este pardmetro de maneira
significativa [F (2, 64 = 7,10, p = 0,001], notadamente ao compararmos 0s grupos S2 e S3 ndo
tratados, ou tratados com veiculo, (2267 + 79 vs 1939 + 70 mOsm/kg H,O/dia, p < 0,05) e 0s
S2 e S3 tratados com PAG (2285 + 118 vs 1963 + 93 mOsm/kg H,O/dia, p < 0,05) (FIGURA
8D). Com relagdo ao nitrato urinario, representado na Figura 8E, o tratamento também néo
induziu alteragdo significativa [F (1599 = 0,04], porém a dieta hipersodica reduziu
significativamente a concentragdo urinaria deste metabolito [F o s9) = 3,34, p < 0,05],
principalmente os grupos tratados com veiculo e submetidos a dieta C comparada ao S3
(63,41 + 9,05 vs 32,55 + 5,39 uM, p = 0,05).
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Figura 8 — Efeitos sobre a homeostase hidroeletrolitica

340+ 254

iz (W “ (B)
s 3 F 201
Z % = 2
= 2 3104 4
=3 22 15
s £ = g
X =
E ~ 2804 o -
Ss s 5
£3 RS
2 =
©7 1 0
Veiculo PAG Veiculo PAG
&
10_ - - "000_
2 (©) g (D)
SF s i F 27504
=3 - T3
23 P — 2 g. 2500+ & *
& L
£ oEn = s 22501
52 4 o <
=s 2 B 2000
= = O
Eé 7 = E 1750
> E
0 & 1500 .
Veiculo PAG Veiculo PAG
S 100+
§ (E) 3 C€0,27% Na'
i = % Na*
= — $20.54% Na+
= B S30.81% Na
60
o=
=
g 404
St
=)
e 20
<
&
z 0
Veiculo PAG

Legenda: (A): Osmolalidade plasmética, N/grupo = 11-12; (B): Ingestéo hidrica, N/grupo = 11-12; (C): Volume
urinario, N/grupo = 11-12; (D): Osmolalidade urinaria, N/grupo = 11-12; (E): Nitrato urinario,
N/grupo = 10-12. Veiculo = grupo que recebeu soro fisiologico, volume equivalente; PAG = grupo
tratamento com DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de
sodio; S2 = grupo dieta hipersddica com o dobro de sddio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersddica com o
triplo de sodio 0,81%.
Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pOs-teste de
Bonferroni; * p < 0,05.
Fonte: Da autora.
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7.3 Efeitos sobre o tecido renal

Os efeitos da dieta sobre o indice renal, representados na Figura 9, ndo foram
significativos [F (2, 6s) = 2,17]. Contudo, o tratamento induziu aumento expressivo da massa
renal [F (1, 66y = 32,01, p < 0,0001], manifestado na comparacéo entre todos os grupos tratados
com veiculos e os tratados com PAG, entre as dietas C (402,31 £ 6,18 vs 441,04 + 4,55
mg/100g m.c., p < 0,01), S2 (386,72 + 10,62 vs 419,56 + 8,37 mg/100g m.c., p < 0,05) e S3
(387,62 £ 8,03 vs 439,55 + 13,04 mg/100g m.c., p <0,001).

Figura 9 — Efeitos sobre a massa do rim
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Legenda: N = 12/grupo. Veiculo = grupo que recebeu soro fisiolégico, volume
equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25
mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sédio; S2 = grupo
dieta hipersodica com o dobro de sddio 0,54%; S3 = grupo dieta
hipersddica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média £+ EPM. Analise por Two-way ANOVA

seguida de pos-teste de Bonferroni; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Fonte: Da autora.

De acordo com a Figura 10A, houve interacdo significativa entre a dieta e 0
tratamento sobre a marcacdo de macrdfagos ativados/mondcitos na regido tubulo-intersticio
do cortex renal [F 2, 18 = 8,81, p < 0,01], sendo este efeito manifestado por aumento de
células ED1+ na comparacdo entre os grupos de dieta C e S3 tratados com veiculo (1,91 +
0,48 vs 4,16 + 0,44 nimeros de células ED1+/cm?, p < 0,01), bem como por uma reducdo
expressiva na marcacao destas células nos animais tratados com PAG, na comparacao entre 0s
grupos de dieta S3 ndo tratados (veiculo) e tratado (PAG), respectivamente (4,16 + 0,44 vs
1,29 + 0,49 nimeros de células ED1+/cm?, p < 0,001). Estes resultados foram apresentados de
maneira qualitativa na Figura 10B, que evidencia a presenca clara de resposta inflamatoria
com a ingestdo da dieta S3, pela marcagéo de células ED1+ (ponto pretos), sendo este efeito

inibido pelo tratamento com PAG.
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Figura 10 — Efeitos sobre a inflamag&o tibulo-intersticial do cortex renal
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Legenda: (A): Namero de células ED1+ no intersticio renal, N/grupo = 4; (B): Imagens microscépicas (40x) do

intersticio renal com marcacdo de células ED1+ representativas de cada grupo. Veiculo = grupo que
recebeu soro fisiolégico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25
mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sédio; S2 = grupo dieta hipersddica com o
dobro de sddio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersodica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média £+ EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Células ED1+ sdo apresentadas pela marcagdo como pontos
pretos presentes nos cortes histoldgicos.

Fonte: Da autora.
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Na avaliacdo da imunorreacdo para células ED1+ nos componentes microvasculares
dos néfrons (glomérulos), detectamos efeito significativo de interacdo entre as varidveis dieta
e tratamento [F (o, 21y = 6,62, p <0,01], manifestado por um aumento significativo no nimero
de macrofagos ativados/mondcitos induzido pela dieta S3 comparada ao C (1,42 £ 0,25 vs
4,16 = 0,65 numero de células ED1+/glomérulo, p < 0,001), bem como por uma redugéo
notavel neste respectivo grupos com o tratamento de PAG (4,16 + 0,66 vs 1,62 + 0,45
nameros de células ED1+/glomérulo, p = 0,001). A representacdo qualitativa dos achados

inflamatdrios nos glomérulos é apresentada na Figura 11B.
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Figura 11 — Efeitos sobre a inflamag&o nos glomérulos
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Legenda: (A): Nimero de células ED1+ na microvasculatura renal, N/grupo = 4-5; (B): Imagens microscépicas
(40x) da regido de glomérulos com marcacgdo de células ED1+ representativas de cada grupo. Veiculo
= grupo que recebeu soro fisiolégico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-
Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sodio; S2 = grupo dieta
hipersodica com o dobro de sodio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersddica com o triplo de sddio 0,81%.
Notas: Valores expressos como média £+ EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Células ED1+ sdo apresentadas pela marcagao de pontos pretos.
Fonte: Da autora.
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Na tentativa de elucidar a interacéo entre os gasomoduladores H,S e NO na indugéo
dos efeitos renais frente a dieta hipersddica, avaliamos os efeitos destes procedimentos sobre
a marcacdo para a enzima NOS2, conforme demonstrado na Figura 12.

Assim, o tratamento com PAG aumentou expressivamente a presenga da NOS2 [F
.22 = 19,16, p < 0,001], especialmente na comparacéo entre néo tratados (veiculos) e tratados
(PAG), dos grupos dieta S2 (36,94 + 6,63 vs 77,80 + 16,16 expressdo enzimatica/cm?, p <
0,05) e S3 (35,27 + 5,75 vs 83,78 + 11,36 expressdo enzimatica/cm?, p < 0,01). Contudo, a
dieta, avaliada como fator isolado, ndo induziu alteracéo significativa neste parametro [F (222
= 1,74] (FIGURA12A). Estes achados foram representados de maneira qualitativa na Figura

12B, que mostra a marcacgdo para a NOS2 em marrom.
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Figura 12 — Efeitos sobre a enzima 6xido nitrico sintase induzida (NOS2)
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Legenda: (A): Expressdo da NOS2 no cortex renal, N/grupo = 4-5; (B): Imagens microscopicas (40x) do cortex
renal com marcagdo de NOS2 representativas de cada grupo. Veiculo = grupo que recebeu soro
fisiolégico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia,
i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de s6dio; S2 = grupo dieta hipersddica com o dobro de sédio
0,54%; S3 = grupo dieta hipersédica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni; * p < 0,05; ** p < 0.01. A marcacdo da expressdao de NOS2 é apresentada pela coloracéo
em marrom nos cortes histoldgicos.

Fonte: Da autora.
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7.4 Efeitos sobre os eixos neuroenddécrinos

De acordo com a Figura 13A, a dieta reduziu significativamente a massa total da
hipofise [F (o, 65y = 3,48, p < 0,05], especificamente na comparagdo entre 0s grupos tratados
com veiculos submetidos a dieta C e S2, respectivamente (3,28 + 0,09 vs 3,04 £ 0,13 mg/100g
m.c., p = 0,05). O tratamento PAG reduziu este parametro [F (1 ey = 4,53, p < 0,05],
estritamente na comparacédo entre 0s grupos de dieta C ndo tratado e tratado (3,28 + 0,09 vs
3,09 + 0,04 mg/100g m.c., p = 0,05). Na separacdo dos tecidos da hipofise anterior e
posterior, o tratamento PAG mostrou-se significativo na redugdo da massa da adeno-hipéfise
[F @ 64 = 14,93, p < 0,001], notadamente quando comparados os grupos veiculo e PAG das
dietas C (2,58 + 0,05 vs 2,27 + 0,06 mg/100g m.c., p < 0,05) e S2 (2,46 £ 0,07 vs 2,13 £ 0,13
mg/100g m.c., p < 0,05), ainda que a dieta ndo tenha alterado consideravelmente esta variavel
[F ¢ 62y = 1,16] (FIGURA 13B). Conforme observado na Figura 13C, a interagdo da dieta com
o tratamento produziu efeitos significativos sobre a massa da neuro-hipofise [F (2, 64) = 4,00, p
< 0,05]; quando comparamos 0s grupos de dieta C e S3 veiculo, detectamos um aumento
substancial da massa neuro-hipofisaria com o consumo da dieta hipersddica (0,66 + 0,05 vs
0,85 + 0,08 mg/100g m.c., p = 0,05), entretanto observamos uma reducdo desta massa na
comparacéo entre os grupos de dieta S3, tratados com veiculo e PAG, respectivamente (0,85 +
0,08 vs 0,65 + 0,03 mg/100g m.c., p = 0,05).

Adicionalmente, o tratamento com PAG levou a um aumentou significativo da massa
da glandula adrenal [F (1, 66) = 5,46, p < 0,05], especialmente na comparagéo entre 0s grupos
submetidos & dieta S3 tratados com veiculo e PAG, respectivamente (10,15 + 0,49 vs 13,36 +
1,29 mg/100g m.c., p < 0,05), ndo havendo efeito significativo da dieta sobre este parametro
[F @ 66 = 0,17] (FIGURA 13D).
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Figura 13 — Efeitos sobre a massa de tecidos (neuro)enddcrinos
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Legenda: (A): Hipdfise total, N/grupo = 11-12; (B): Adeno-hipéfise, N/grupo = 10-12; (C): Neuro-hipdfise,
N/grupo = 11-12; (D): Glandula adrenal, N/grupo = 12. Veiculo = grupo que recebeu soro fisiolégico,
volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo
dieta controle com 0,27% de sddio; S2 = grupo dieta hipersddica com o dobro de sédio 0,54%; S3 =
grupo dieta hipersddica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média £ EPM. Anélise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de

Bonferroni; * p <0,05.

Fonte: Da autora.

Com relagdo as dosagens hormonais, a Figura 14A nos traz os efeitos da dieta e
tratamento sobre as concentracGes plasmaticas de AVP, na qual observamos que houve uma
interacéo significativa entre as variaveis dieta e tratamento para este parametro [F (215 = 5,22,
p = 0,01], manifestada por aumento da concentracdo plasmaética deste horm6nio na
comparacao entre os grupos de dieta C e S3 tratados com veiculo (0,69 + 0,27 vs 1,52 + 0,15
pg/mL, p = 0,01), bem como na comparacdo entre 0s grupos de dieta S2 e S3, veiculos, (0,80
+ 0,23 vs 1,52 + 0,15 pg/mL, p < 0,05). Verificamos também uma reducdo do nivel
plasméatico de AVP no grupo S3 tratado com PAG, em relacdo ao grupo S3 veiculo (1,52 +
0,15vs 0,95 + 0,07 pg/mL, p = 0,05).

A Figura 14B demonstra os efeitos dos mesmos estimulos sobre a secre¢do de OT.
Observou-se, nesta variavel, efeito nédo significativo da dieta [F (215) = 0,71], e efeito positivo

para o tratamento [F (118 = 10,26, p < 0,01]. Que foi manifestado por uma redugéo
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consideravel nas concentragdes plasméticas de OT no grupo S3 tratado com PAG, quando
comparado ao grupo S3 que recebeu veiculo (1,35 + 0,27 vs 0,60 + 0,14 pg/mL, p = 0,05).

Por outro lado, o tratamento ndo alterou a concentracdo plasmatica de corticosterona
[F (18) = 2,38] (FIGURA 14C), porém observamos um aumento estatisticamente significativo
neste parametro em resposta a dieta [F (218 = 5,46, p = 0,01], principalmente na comparagao
entre os grupos de dieta C e S3 tratados com PAG (3,09 = 1,73 vs 10,32 + 2,48 pg/dL, p <
0,05).

Em relacdo ao metabdlito do NO em nivel plasmatico, ndo detectamos alteracdes da
concentragdo de nitrato no que se refere a dieta [F 2, 47y = 0,02] e nem ao tratamento [F (1, 47) =
0,58], conforme demonstrado na Figura 14D.

Figura 14 — Efeitos sobre as concentracfes plasmaticas de horménios e de nitrato
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Legenda: (A): Horménio AVP (arginina vasopressina), N/grupo = 4; (B): Homdnimo OT (ocitocina), N/grupo =
4; (C): Horménio corticosterona, N/grupo = 4; (D): Nitrato plasmatico, N/grupo = 8-10. Veiculo =
grupo que recebeu soro fisiologico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-
Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sodio; S2 = grupo dieta
hipersédica com o dobro de sédio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersddica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de

Bonferroni; * p <0,05; ** p <0,01.
Fonte: Da autora.
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7.5 Efeitos sobre o sistema cardiovascular

Conforme demonstrado na Figura 15A, embora a dieta ndo tenha sido capaz de
induzir alteracdo notavel na massa cardiaca [F (o, 62y = 0,52], 0 tratamento induziu aumento
significativo nesta variavel [F (1, 64y = 6,65, p = 0,01], quando comparamos 0s grupos tratados
com veiculo e com PAG, respectivamente, submetidos a dieta C (353,08 + 7,87 vs 389,92 +
8,81 mg/100g m.c., p = 0,01) e S3 (352,08 + 8,44 vs 381,97 + 11,31 mg/100g m.c., p < 0,05).
No entanto, a dieta [F (o, s0) = 0,08] e o tratamento [F (1, s0) = 1,79] ndo modificaram a
espessura da parede ventricular esquerda (FIGURA 15B) e ainda menos, a parede ventricular
direita [F (2,50 = 0,74 e F (1,50) = 0,80] (FIGURA 15C).

Figura 15 — Efeitos sobre o tecido cardiaco
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Legenda: (A): Massa do coracdo, N/grupo = 11-12; (B): Espessura da parede ventricular esquerda, N/grupo = 9-
10; (C): Espessura da parede ventricular direita, N/grupo = 9-10. Veiculo = grupo que recebeu soro
fisioldgico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia,
i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sodio; S2 = grupo dieta hipersddica com o dobro de sodio
0,54%; S3 = grupo dieta hipersédica com o triplo de sédio 0,81%.

Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de

Bonferroni; * p < 0,05; ** p <0,01.

Fonte: Da autora.
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Da mesma forma, ndo detectamos alteragdo significativa no diametro interno médio
da luz da aorta toracica (FIGURA 16A), seja em resposta a dieta [F 218y = 2,65] ou ao
tratamento [F (1.1s) = 2,82]. A variacdo do teor de Na* na dieta também n&o produziu efeito
significativo sobre a espessura da parede aortica [F 218y = 1,38], embora o tratamento com
PAG, por si so, tenha reduzido a parede deste grande vaso sistémico [F (11g) = 5,64, p < 0,05],
visivelmente na comparacdo entre as dietas C (0,103 + 0,006 vs 0,087 + 0,003 mm, p = 0,05)
(FIGURA 16B).

Figura 16 — Efeitos sobre a morfometria da aorta toracica
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Legenda: (A): Diametro interno médio da luz da aorta, N/grupo = 4; (B): Espessura da parede da aorta, N/grupo
= 4. Veiculo = grupo que recebeu soro fisiolégico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com
DL-Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sédio; S2 = grupo
dieta hipersédica com o dobro de sédio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersédica com o triplo de sédio
0,81%.

Notas: Valores expressos como média £+ EPM. Andlise por Two-way ANOVA seguida de poOs-teste de

Bonferroni. * p <0,05.

Fonte: Da autora.

A Figura 17A, apresentada a seguir, mostra que, apesar de ndo terem sido detectadas
alterages na morfometria adrtica em resposta a dieta, 0 consumo elevado de Na* na dieta
aumentou significativamente o nimero de células ED1+ na aorta torécica [F 21 = 11,01, p <
0,001], especialmente visivel na comparacdo entre 0s grupos de dieta C e S2 comparados ao
S3 tratados com veiculo, respectivamente (0,77 + 0,19 e 0,86 + 0,09 vs 2,60 + 0,29 nimero de
células ED1+/cm?, p < 0,01). Também observamos efeito do tratamento nesta variavel [F (19)
= 16,08, p < 0,001], ao compararmos os grupos veiculo e PAG submetidos a dieta C (0,77
0,20 vs 2,07 + 0,27 nimero de células ED1+/cm?, p = 0,05) e S2 (0,86 + 0,09 vs 2,35 + 0,51
nimero de células ED1+/cm? p < 0,05). Na Figura 17B, estes resultados encontram-se

representados qualitativamente.
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Figura 17 — Efeitos sobre a inflamag&o vascular sistémica
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Legenda: (A): Nimero de células ED1+ no tecido da aorta toracica, N/grupo = 4; (B): Imagens microscopicas
(40x) da aorta toracica com marcacdo de células ED1+ representativas de cada grupo. Veiculo =
grupo que recebeu soro fisiologico, volume equivalente; PAG = grupo tratamento com DL-
Propargilglicina, 25 mg/kg/dia, i.p.; C = grupo dieta controle com 0,27% de sodio; S2 = grupo dieta
hipersédica com o dobro de sédio 0,54%; S3 = grupo dieta hipersddica com o triplo de sédio 0,81%.
Notas: Valores expressos como média + EPM. Analise por Two-way ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni; * p < 0,05; ** p < 0,01. Células ED1+ sdo apresentadas pela marcagdo como pontos pretos.
Fonte: Da autora.



53

8 DISCUSSAO

No presente estudo, mostramos a ingestdo de dieta hipersédica, notadamente no
grupo S3, por curto periodo de tempo (sete dias), ja foi suficiente para gerar alteracbes
estatisticamente significativas no volume urinario, na osmolalidade urinaria e na concentracao
urinaria de nitrato, bem como induzir um estado inflamatorio tanto no rim (microvasculatura e
tubulos-intersticio) quanto, em menor proporcdo, em uma artéria de grande calibre (aorta).
Ademais, a dieta hipersddica promoveu aumento na massa da neuro-hipéfise, o que foi
acompanhado por aumento da secrecdo de AVP. Por outro lado, ndo observamos efeitos da
variagdo do conteido de Na' na dieta sobre a homeostase energética, sobre a secrecdo de
corticosterona ou sobre a expressdo da enzima NOS2 no rim. Para mais, demonstramos que a
inibicdo farmacoldgica da producdo endégena de H,S pela via enzimética da CSE, por meio
da administracdo i.p. de PAG em uma dosagem de 25 mg/kg/dia, promoveu reducdo das
massas das reservas adiposas, modificou a excre¢do de nitrato urinario, diminuiu o status
inflamatdrio renal, porém aumentando os indices renal e cardiaco. Além disso, o tratamento
com PAG inibiu a ativacdo do eixo hipotalamo-neuro-hipofisario (secrecdo de AVP e OT)
induzida pela variacdo do Na’ na dieta, bem como apresentou um efeito aparentemente
estimulatorio sobre a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA), uma vez que
aumentou a massa da glandula adrenal e promoveu uma hiperfuncdo da mesma, ja que
encontramos elevados niveis plasmaticos de corticosterona. Ficou clara também a acdo do
H.S em inibir a producdo renal de NO via NOS2, uma vez que o tratamento com PAG
permitiu 0 aumentou a expressdo desta enzima.

Inicialmente, com relacdo a homeostase energética (FIGURA 7), nossos dados nédo
confirmam a hipétese proposta por Rodrigues et al. (2015) de que exista uma relacdo linear
entre o IMC, ingestdo caldrica e consumo de Na*, uma vez que ndo detectamos alteracéo
significativa na ingestdo alimentar média e variacdo da massa corporal. O estudo de Baubrand
et al. (2014), que compara grupos com ingestdo adequada e alta de Na*, também ndo apontou
alteracdo na ingestdo alimentar ou no IMC, porém observou maior incidéncia de hipertenséo e
sindromes metabdlicas nos individuos com ingestdo aumentada de Na®. Neste sentido, o
estudo de Feng et al. (2009) sugeriu que 0 H,S pode ser um novo regulador da resisténcia a
insulina, pois no tecido adiposo branco epididimal de ratos a enzima CSE é expressa e na
presenca de H,S os adipdcitos inibem a absorcdo de glicose, tanto basal quanto estimulada por

insulina, de forma dose-dependente. Por outro lado, embora disfuncdes relacionadas a



54

secrecdo de insulina tenham sido relatadas em animais tratados com PAG no estudo de El-
Sayed et al. (2016), em nosso estudo ndo verificamos alteragfes na glicemia casual dos
animais, independentemente do tratamento. Ainda que, nossos resultados apontam uma
importante reducdo do tecido adiposo de forma inespecifica, visto que reduziu tanto tecido
adiposo branco epididimal quanto tecido adiposo marrom, nos grupos de dieta hipersodica
quando tratados com PAG, sugerindo que a inibi¢do da CSE, consequentemente da producgéo
enddgena do H,S, possa ter alterado o metabolismo lipidico. Corroborando com nossos
achados, foi demonstrado por Tsai et al. (2015) que o uso de doador NaHS estimulou a
adipogénese (por aumentar o tamanho e o nimero de goticulas de lipideos nos adipocitos
maduros), prejudicando a lipolise nestas células, e que o uso de inibidor PAG reduziu o
acumulo de lipideos. Por outro lado, nossos resultados confrontam outros dados publicados
anteriormente, que demonstraram que o baixo teor de H,S estad relacionado a niveis ainda
menores do horménio anti-inflamatério adiponectina, o que favoreceria o estresse oxidativo
verificado no modelo de diabetes (EL-SAYED et al., 2016; JAIN et al., 2012; LIU et al.,
2015). A gordura marrom esta relacionada com os efeitos benéficos sobre a salde, ja que
contribui para uma maior queima de calorias, desempenhando importante papel na
termogénese e no equilibrio energético, inclusive na homeostase da glicose (STANFORD et
al., 2013). Neste sentido o estudo de Orava et al. (2011) demonstrou que, em resposta a
secrecdo de insulina, o tecido adiposo marrom exibe alta captacdo de glicose e, quando
ativado pelo frio, dissipa a energia de modo dependente da perfuséo.

Em relacdo a homeostase hidroeletrolitica, contudo, as evidéncias experimentais
sobre a participacdo do H,S apresentadas pelo presente estudo s&o bem mais amplas. Em
relacdo ao comportamento apetitivo especifico para o sal, Cornélio et al. (2012) apontam que
esta varidvel é afetada por diversos determinantes, dentre eles 0s aspectos motivacionais e
heddnicos, ou seja, relacionados a sensacdo de prazer. Acredita-se que o Na™ contribua, até
certo ponto, para aumentar a palatabilidade dos alimentos. A partir de certo limite, porém, ele
se torna aversivo, 0 que ndo ocorreu no presente modelo, uma vez que a ingestdo alimentar
ndo foi alterada nos grupos que receberam as preparacGes hipersddicas. Entretanto, seria
esperado que aumentos na ingestio de Na* levassem a aumentos proporcionais na ingestdo de
liquidos e, consequentemente, no volume urinario excretado (MILLS; WARD, 1975). Nosso
trabalho comprovou apenas em partes essa teoria, uma vez que a ingestdo hidrica nédo
aumentou nos grupos que receberam dieta hipersddica, porém detectamos aumento do volume
urinario médio, principalmente em resposta a dieta S3 (FIGURA 8), permanecendo tal

desequilibrio entre ingestao e excrecdo de agua nos permite supor que 0s animais podem vir a
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desenvolver um quadro de desidratacdo, o que ndo estava presente visto que ndo encontramos
alteracdo na massa corporal. Sabemos que o principal estimulo para o aumento da ingestao
hidrica em resposta a dieta hipersodica seria 0 aumento da osmolalidade plasmatica, que
também ndo estava alterada em nosso estudo no momento da eutandsia (periodo da manha),
mas podemos sugerir que se elevou em algum momento, j& que detectamos aumento no nivel
plasmético de AVP, especialmente no grupo veiculo submetido a dieta S3, servindo também
como um parametro para sobrecarga salina (MUHSIN; MOUNT, 2016). No trabalho
desenvolvido por Nicco, Bankir e Bouby (2003), a alta ingestdo de sal induziu um aumento
acentuado tanto na ingestdo de agua como na excre¢do urinaria, produzindo também
diminuicéo reflexa da osmolalidade urinéria. De acordo com nossos achados, a literatura tras
gue o aumento do volume urindrio é quase sempre associado a osmolalidade urinéria
reduzida, uma vez que a excrecdo aumentada de Na* pode induzir, por efeito osmético, a
permanéncia de 4gua no limen renal, estimulando sua excre¢do e aumentando o clearance de
agua livre (CHEUNGPASITPORN et al., 2016). Essa regulacdo da excregdo urinaria de Na* e
agua é controlada, entre outros fatores, pela secre¢cdo dos hormodnios OT e AVP, que sdo
produzidos no hipotdlamo e armazenados na neuro-hipofise (VISCONTI et al., 2017),
conforme discutiremos mais adiante.

Ha evidéncias de que a excrecdo urinaria de Na® também se correlacione
inversamente com a producdo renal de NO, e consequentemente de nitrato. Isso porque, em
nivel renal, o NO, por meio de seu segundo mensageiro GMPc, estimula a reabsorcdo de Na*
(SOARES et al., 1999). Em nosso estudo, podemos notar que no grupo S3 tratado com
veiculo existe uma relagdo direta entre nitrato e osmolalidade urinaria (ambos notadamente
menores), e um padrdo inverso na relacdo entre nitrato e volume urinario, conforme
observamos na Figura 8, comprovando que, de fato, 0 NO possa participar das respostas para
ajustar a ingestdo de Na" & sua excrecdo renal. Em relaco a possivel interacdo entre NO e
H,S para determinar esta resposta, o estudo desenvolvido por Wesseling et al. (2015)
demonstrou que a administragdo de PAG reduziu os metabolitos urinarios de NO ao
aumentar, na verdade, a producdo renal de CO. Esse efeito foi mediado por inducdo na
expressdo de HO-1, sugerindo que o a agdo do H,S sobre a producdo local de NO seja
indiretamente mediada pelo CO, reforcando a possibilidade de interacdo entre os trés gases.
De fato, foi comprovado que em macrofagos isolados o efeito inibitério do H,S sobre a
producdo de NO é mediado pela producéo de CO pela via da HO-1 (OH et al., 2006). Este

dado é corroborado pelo presente estudo, uma vez que a inibi¢do da producdo enddgena do
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H,S, com a administracdo de PAG, provocou reducdo do numero de macrdfagos ativados
(FIGURAS 10 e 11) e aumento da expressao NOS2 (FIGURA 12) no tecido renal.

Outro resultado interessante encontrado no presente estudo, demonstrado na Figura
9, foi 0 aumento da massa renal nos animais tratados com PAG, independentemente da dieta.
Este achado corrobora com relatos anteriores de Oosterhuis et al. (2015), os quais
demonstraram que a administracdo da PAG em ratos aumentou o indice renal e a proliferacéo
de células tubulares corticais internas, alem de reduzir a hipertenséo, a inflamagéo (nimero de
macrofagos) e o grau de lesdo glomerular e tubular renal induzida por ANG II. Dentre varios
fatores que possam ter aumentado a massa do rim, o edema pode estar incluido, pois existe
relato de que a administragdo de PAG aumentou o edema pulmonar induzido por isquemia-
reperfusdo do membro inferior por regulacdo negativa da expressdo de aquaporina-1 e -5 (QI
et al., 2014). A existéncia de edema néo ficou clara em nosso estudo pela analise qualitativa
das imagens. Ademais, Zhou et al. (2013) demonstraram que o nivel aumentado de ingestao
de sal na dieta, apenas por sete dias, estd associado a ativacdo da imunidade inata (atividade
de monacitos) e inflamacao de 6rgaos-alvo, o0 que se observa também em nosso estudo, pela
presenca de células ED1+ (macréfagos ativados/mondcitos) nos ratos que receberam a dieta
S3 (FIGURAS 10 e 11). Assim, a reducio da ingestdo de Na* é acompanhada da redugdo na
producdo de citocinas pro-inflamatorias interleucina-6 (IL) e IL-23, juntamente com uma
maior capacidade de sintese da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Y1 et al., 2015). Dados esses
gue corroboram com nossos achados imunoistoquimicos para a contagem de células ED1+,
gue se mostrou estatisticamente maior tanto nos glomérulos quanto nos tabulos-intersticio
renal daqueles animais que ingeriram as dietas hipersddicas durante sete dias, sendo este
efeito inibido pelo tratamento com PAG.

Em suma, nossos achados sdo consistentes com aqueles que demonstram uma
atividade predominantemente pré-inflamatéria do H,S, visto que a microvasculatura renal
tende a ser lesada em uma relagdo estreita entre consumo de Na*, producéo aumentada de H,S
e inflamagdo local. Como demonstrado por Li et al. (2005) em modelo experimental de
choque endotdxico induzido por lipopolissacarideo, grandes quantidades de TNF-a foram
detectados ap6s administracdo de NaHS, corroborando seu poder pré-inflamatorio. Nesse
sentido, na presenca de NaHS, o H,S melhorou a adeséo/rolamento de leucdcitos na
microcirculacdo mesentérica, restaurou a migracdo dos neutrofilos para o foco infeccioso e
melhorou a sobrevivéncia na sepse grave por um mecanismo dependente de canal de K'atp
(SPILLER et al., 2010). Por outro lado, Francescato et al. (2011a; 2011b) mostraram em seus

estudos que o dano renal induzido tanto por cisplatina quanto por adriamicina foi reduzido
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pela PAG, este efeito protetor foi associado a diminui¢do da producgdo de H,S e a restri¢do do
estresse oxidativo e da inflamacdo local, uma vez que preveniu o influxo de neutrdéfilos,
macrofagos, linfécitos T e diminuiu o nimero de células apoptoticas. Tambem foi reportado
que a PAG reduziu significativamente os niveis dos mediadores pro-inflamatorios IL-1, IL-6,
TNF-0, proteina-1 quimiotatica de mondcitos e proteina-2 inflamatoria de macrofagos em
pulméo e figado de ratos (ZHANG et al., 2007). E finalmente, os dados de outro estudo
imunoistoquimico corroboraram nossos achados, demonstrando que o tratamento com PAG
reduziu a infiltracdo de macrofagos/mondcitos (marcacdo de ED1+), em paralelo a reducédo da
les&o tabulo-intersticial (FRANCESCATO et al., 2012).

Para avaliar os efeitos do H,S sobre pardmetros enddcrinos que também influenciam
a funcdo renal, estimamos a massa da neuro-hipofise, a qual mostrou-se estatisticamente
aumentada nos animais que receberam a dieta S3, o que foi acompanhado pelo aumento da
concentracdo plasmatica de AVP (FIGURAS 13 e 14). Em contrapartida, o tratamento PAG
reduziu a massa da neuro-hipéfise e as concentracdes plasmaticas de ambos 0s horménios,
AVP e OT, sugerindo que o H,S participe da integridade da via hipotdlamo-neuro-hipéfise.
Neste sentido, um estudo que utilizou 0 modelo de privagdo hidrica por 24h mostrou aumento
das enzimas geradoras de H,S no hipotadlamo médio basal in vitro e reducdo da ingestdo de
adgua. E ap6s a administracdo i.c.v. de um doador de H,S, observou aumento das
concentracOes plasmaticas de AVP, OT e corticosterona, em paralelo a uma reducdo do
conteldo de nitrato/nitrito no homogeneizado de células do hipotdlamo (COLETTI et al.,
2015). Em conjunto, esses dados confirmam nossos achados, mostrando que o H,S favorece a
secre¢do hormonal em resposta a diferentes modelos de alteraco do balango de Na™.

Além disso, verificamos aumento da massa da adrenal no grupo S3 tratado com
PAG, sugerindo interferéncia do H,S também com a atividade do eixo HHA. De fato, embora
em nosso estudo a ingestdo de dieta hipersddica ndo tenha afetado significativamente os
niveis plasmaticos de corticosterona, a secrecdo deste horménio elevou-se significativamente
nos animais S3 tratados com PAG. Segundo Mancuso, Navarra e Preziosi (2010), o eixo
HHA ¢é responsavel pela resposta adaptativa ao estresse, iniciada centralmente pela liberacéo
de AVP e CRH que leva a secre¢do de ACTH pela hipofise, e este estimula a liberagdo de
glicocorticoide pela glandula adrenal, o qual tem acdo, entre outros fatores, sobre a resposta
imune (PEDERSEN; RUIQIAN; MARK, 2001). No ano de 2000, Dello Russo et al. ja
haviam reportado que um precursor indireto da formacédo de H,S reduziu a liberacdo de CRH
in vitro estimulada por potassio e elevou os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL).

Por outro lado, a droga ndo teve efeito na funcdo do eixo HHA in vivo, ja que ndo afetou a
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secrecdo basal de CRH, mas inibiu 0 aumento de glicocorticoides induzido pelo estresse.
Outro estudo relatou niveis plasméaticos aumentados de corticosterona ap6s injecéo i.c.v. de
NaHS, (GINA; SAMSON, 2014). Lou et al. (2008) relataram que o pré-tratamento com H,S
aumentou os niveis de ACTH e corticosterona plasmaticos. Em nosso estudo, 0 aumento na
massa da adrenal relacionou-se de maneira direta com o0 aumento da producdo de
glicocorticoides, no caso corticosterona. Porém, a ndo reducdo nas massas da hipdfise total e
da adeno-hipofise nos animais S3 tratados com PAG versus veiculo (FIGURA 13), o que
seria esperado frente ao mecanismo de retroalimentacdo negativa, demonstra uma possivel
falha na integridade desta alga. Esse resultado é intrigante, uma vez que, em teoria, a PAG
teria pouca ou nenhuma acdo sobre o SNC, posto que a CSE seja pobremente expressa neste
tecido (BRONOWICKA-ADAMSKA; ZAGAJEWSKI; WROBEL, 2015). Dessa forma,
sugerimos que os efeitos do H,S sobre o eixo HHA observados em nosso estudo podem ter se
iniciado de alguma forma na periferia, e ndo centralmente, como sugerem alguns autores.

Em nosso estudo também avaliamos a presenca de nitrato no plasma, de forma a
obter uma medida indireta da producdo de NO pelas células endoteliais, resultante das
interacdes do Na® com a vasculatura e inducio de estresse oxidativo local. Embora ndo
tenhamos observado alteragdes nas concentragfes plasmaticas de nitrato em resposta a dieta
hipersédica ou ao tratamento, os dados sugerem que tais modificacbes em nivel vascular
sisttmico ainda ndo estejam ocorrendo, apesar das alteracbes na microcirculagdo renal
(glomérulos). Ja foi reportado que a PAG reduz a producdo endotelial de NO, supostamente
por modulacdo negativa da NOS2 vascular (LIN et al., 2016). Meng, Adaikan e Srilatha
(2013) confirmaram que o uso de NaHS aumentou a producdo de NO por aumento da
atividade da NOS2. Outro estudo mostrou a capacidade do NO em induzir a produgéo
enddgena de H,S pelas células musculares lisas de artérias, via expressdo de CSE (ZHAO et
al., 2001). Dessa forma, acredita-se que também nos leitos vasculares 0 NO e 0 H,S ajam
como contrarreguladores.

Os achados renais do consumo agudo de Na* sdo importantes e podem ter impacto
no sistema cardiovascular, uma vez que os rins recebem uma grande parte do débito cardiaco.
Embora ndo tenhamos em nosso estudo aferido a pressao arterial dos animais, sabendo-se da
existéncia da relagdo entre o consumo de Na* e aumento dos niveis pressoricos, a maior parte
dos estudos que investigam a hipertensdo gerada pelo consumo elevado de Na® utilizam
modelos crbénicos ou minimamente subcrénicos de inducdo da hipertensdo. Por exemplo, 0
estudo de Huang et al. (2015) utilizou um teor de 8% de NaCl na dieta durante oito semanas

para induzir hipertensdo, observando uma regulacdo para baixo da via CSE/H,S no tecido
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renal, o que difere da resposta pré-inflamatéria do H,S encontrada nos nossos animais
mediante o consumo agudo da dieta hipersddica. Assim, presumimos que o curto periodo de
ingestdo da dieta hipersddica (sete dias) ndo seria suficiente para promover a hipertensdo nos
animais, hipotese esta confirmada pelo estudo de Zhou et al. (2013) em humanos.

Adicionalmente, ndo observamos hipertrofia ventricular e nem alteracdo importante
da luz aortica. Nesse sentido, Forechi et al. (2015) demonstraram, em modelo experimental,
que a ingestdo de dieta com alto teor de Na' apds infarto aumentou a mortalidade e a
remodelacdo ventricular, com deposicdo de colageno e aumento da seccdo transversa. Em
estudos recentes, a administracdo de PAG causou hipertrofia cardiaca (EL-SAYED et al.,
2016) e aboliu o efeito cardioprotetor de uma terapia génica miocérdica contra isquemia
(DAS et al., 2015). Em nosso trabalho, verificamos alteracdo na massa do tecido cardiaco,
mas ndo foi possivel afirmar a existéncia de hipertrofia com a avaliacdo da espessura das
paredes ventriculares, seja relacionada a dieta hipersddica ou ao tratamento (FIGURA 15). Ao
caracterizarmos os efeitos vasculares, observados nas Figuras 16 e 17, ndo encontramos
alteracdes no diametro interno médio, embora tenhamos encontrado um discreto efeito de
reducao na espessura da parede da aorta toracica em animais tratados com PAG.

Porém, apesar destes achados morfométricos negativos, encontramos um resultado
surpreendente na parede adrtica em relagcdo a presenca de infiltrado de células inflamatérias
por imunoistoquimica, tanto no grupo de dieta S3 quanto nos grupos tratados com PAG.
Embora a enzima CSE expressa nas células lisas musculares seja a principal produtora de H,S
na aorta toracica, a presenca das células ED1+ induzida por PAG, diferentemente do rim,
pode ser justificada pela producdo de H,S por meio da acdo das enzimas 3-MST e CAT,
presentes também no endotélio vascular (SHIBUYA et al., 2009b). Achados consistentes na
literatura sugerem que deficiéncia na expressdao de CSE ou o baixo nivel de H,S podem ser
considerados como fatores de risco e biomarcadores para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, dentre elas a aterosclerose, visto que a producgdo enddgena do H,S via CSE
protege o tecido vascular pela reducdo da proliferacdo vascular da tanica intima, inibicdo da
expressao de moléculas de adeséo e do estresse oxidativo (LEUCKER et al., 2017; MANI et
al., 2013).

Neste sentido, foi comprovado que, em condi¢cBes patologicas como a
hipercolesterolemia, a expressdo de HO-1 se assemelha ao padrdo de expressao diminuida de
CSE na tanica média, embora ndo tenha sido encontrada a 3-MST em nenhuma amostra de
artéria coronéaria, a CBS foi localizada na tunica externa (MERZ et al., 2017). Também a

hemocisteina, um aminoacido presente no plasma relacionado ao desenvolvimento de doencas
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cardiovasculares, pode desencadear respostas inflamatdrias em macrofagos por meio da
inibicdo da sinalizacdo CSE/H,S (LI et al., 2015). O envolvimento da formacdo excessiva de
NO, por associacdo da producdo pelas NOS3 e NOS2, contribui para a disfuncdo vascular
endotelial induzida pelo tratamento com doxorrubicina, droga quimioterapica (OLUKMAN et
al.,, 2009). Lin et al. (2016) sugerem que o H,S pode inibir o desenvolvimento de
aterosclerose reduzindo a area de lesdo adrtica, o acumulo de lipideos, o infiltrado de
macrofagos e a proliferacdo celular por regulacdo ascendente de NO, estes efeitos se
mostraram opostos com o uso da PAG. Apesar de ndo termos encontrado imunorreatividade a
NOS2 em nossas amostras de aorta (dados ndo apresentados), em conjunto aos dados da
literatura esses resultados novamente mostram a interacdo dos gasomoduladores nas respostas
fisiopatoldgicas.
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9 CONCLUSAO

Concluimos que a ingestdo, mesmo que aguda, de uma quantidade aumentada de Na*
na dieta, em valores que tentam mimetizar as variagdes no consumo humano (2 a 3 vezes o
preconizado) modificou de maneira importante o balanco de 4gua e Na*, com repercussdes
em ao menos dois eixos neuroenddcrinos (hipotalamo-neuro-hipofisario e HHA).
Interessantemente, todas essas respostas adaptativas se desenvolveram mesmo na auséncia de
alteracbes comportamentais (aumento reflexo da ingestio de 4agua) e plasmaticas
(hiperosmolalidade/hipernatremia) evidentes. Esses achados foram acompanhados pelo
desenvolvimento de uma clara resposta inflamatoria em elementos tubulares e
microvasculares renais, resposta esta extensiva, porém menos intensa, em uma grande artéria
sistémica. Por sua vez, a inibicdo da producdo endogena de H,S pela CSE, por meio do
tratamento com PAG, preveniu a inflamacdo induzida pela dieta hipersédica, além de modular
a secre¢do hormonal. Em suma, nossos dados sugerem que o H,S tenha um papel pro-
inflamatdrio importante, aparentemente contrarregulador do NO, que esteja envolvido nas
alteracBes agudas desencadeadas pelo consumo excessivo de Na'. Essas alteracdes, se
mantidas em longo prazo, podem contribuir para a patogénese de distdrbios locais,

principalmente renais, bem como sistémicos, como a hipertenséo arterial.
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