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Resumo

Publicagdes prévias do nosso Laboratorio demonstraram, em ratos, que a desnutrigdo
protéica promovida apdés a amamentacdo causa alteragdes na sensibilidade do reflexo
barorreceptor. O sistema baroreflexo atua sobre a atividade eferente simpatica e
parassimpdtica contrapondo as alteragdes da pressdo arterial. Neste trabalho, avaliamos os
componentes simpatico e parassimpatico na resposta neurovegetativa cronotropica cardiaca
decorrente da estimulagdo barorreflexa em ratos desnutridos. Foram utilizados 52 ratos Fischer
machos divididos em 2 grupos: controle (n=26) e desnutrido (n=26). Durante 35 dias o grupo
controle recebeu uma dieta com 15% de proteina e o grupo desnutrido 6%. A sensibilidade
barorreflexa foi avaliada por inje¢des de L-fenilefrina (0,25 a 4,0 ug/Kg, i.v.) ou nitroprussiato
de soédio (0,7 a 10,0 pg/Kg, i.v.) administradas em bolus antes e apds bloqueio autondmico.
Ganhos barorreflexos, efeitos vagal e simpatico sobre a modulagdo da frequéncia cardiaca e a
laténcia barorreflexa foram estudados. O indice bradicardico mostrou-se aumentado nos
animais desnutridos antes dos bloqueios autondmicos (-1,93+0,83 vs -1,64+0,65 bpm/mmHg)
e ap6s o bloqueio atropinérgico (-0,44+0,40 vs -0,19+0,29 bpm/mmHg) contudo, apresentou-
se diminuido sob bloqueio B; adrenérgico (-0,99+0,49 vs -1,68+0,74 bpm/mmHg). J4 o indice
taquicardico apresentou-se diminuido no grupo desnutrido (-0,90+0,59 vs -1,37+0,60
bpm/mmHg) apenas na situacdo de bloqueio atropinérgico. A laténcia do reflexo barorreceptor
foi avaliada pelo intervalo de tempo compreendido entre o pico de acdo das drogas vasoativas
e a maxima resposta cronotropica barorreflexa. Foram observadas laténcias aumentadas nas
respostas bradicardicas dos ratos desnutridos nas situagdes livres de bloqueios (5,70+4,51 vs
1,99+2,3 s) e sob bloqueio vagal (15,13+£9,91 vs 5,31+6,44 s), assim como nas respostas
taquicardicas desses animais quando encontravam-se sob bloqueio atropinérgico (8,25+6,81 vs
4,64+2,84 s). O efeito vagal demonstrou-se diminuido nos animais submetidos a restricdo
protéica (87+42 vs 124+52 bpm), ao passo que o efeito simpatico mostrou-se superior neste
grupo experimental (111+£42 vs 54£30 bpm). Os resultados apresentados indicam que a
restricdo protéica foi capaz de promover uma disfungdo autondmica cardiaca em ratos. Tal
disfuncdo parece envolver aumento da atividade simpdtica, prejuizo vagal e ainda um retardo

na ativacao do reflexo barorreceptor.



Abstract

Previous publications from our Laboratory showed that rats submitted to protein
malnutrition have alterations in the sensitivity of the baroreceptor reflex. The baroreflex
modulates sympathetic and parasympathetic activity in order to mantain the blood pressure
homeostasis. In this work, we evaluate the sympathetic and parasympathetic components of
the neurovegetative chronotropic cardiac response after barorreflex stimulation in
malnourished rats. Male Fischer rats were divided in 2 groups: control (n=26) and low protein
(n=26). During 35 days the control group received 15% of protein while the experimental
group received 6% of protein in diet. The baroreflex sensitivity was evaluated by bolus
injections of L-phenylephrine (0,25 to 4,0 mg/Kg, i.v.) or sodium nitroprusside (0,7 to 10,0
mg/Kg, i.v.) before and after the autonomic blockade. The baroreflex gain, vagal and
sympathetic effect on the chronotropic response and the baroreflex latency were studied. The
bradycardic index was increased in malnourished rats before autonomics blockades
(-1,93+0,83 versus -1,64+0,65 bpm/mmHg) and after the atropinergic blockade (-0,44+0,40
versus -0,19+0,29 bpm/mmHg); however, it was diminished under B;-adrenergic blockade
(-0,99+0,49 versus -1,68+0,74 bpm/mmHg). The tachycardic index was diminished in the low
protein group (-0,90+0,59 bpm/mmHg versus -1,37+0,60 bpm/mmHg) only after atropinergic
blockade. The baroreceptor reflex latency was evaluated by the interval of time between the
maximum effext of the vasoatives drugs in arterial pressure and the maximum chronotropic
baroreflex response. We observed increased latencies of the bradycardiac response of
malnourished rats (5,70+4,51 versus 1,99+2,3s) during blockage-free situations and also under
vagal blockade (15,13+£9,91 versus 5,31+6,44s). The same effect was observed for the
tachycardiac response under atropinergic blockade (8,25+6,81 versus 4,64+2,84s ). The vagal
effect was diminished (87+42 versus 124+52 bpm) in rats submitted to protein restriction,
while the sympathetic effect was increased in this experimental group (111442 versus 54+30
bpm). The results presented in this study indicate that protein restriction can promote cardiac
autonomic disfuntion in rats. Such disfuntion seems to involve an increased sympathetic

activity, vagal damage and a delay in the activation of the baroreceptor reflex.
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1 - Introducdo

1.1 — Desnutricdo

A alimentacdo e a nutricdo constituem requisitos basicos para a promog¢ao e a prote¢ao
da saude, possibilitando a afirmagdo plena do potencial de crescimento e desenvolvimento
humano, com qualidade de vida e cidadania (Ministério da Satude, 2003). Apesar desses
atributos estarem consignados na Declaragdo Universal dos Direitos Humanos, promulgada hé
mais de 50 anos, a Desnutri¢cdo Protéico-Caldrica permanece sendo um dos mais importantes
problemas de saude publica dos paises em desenvolvimento, devido a sua alta prevaléncia
relacionada as taxas de mortalidade infantil, ao prejuizo no crescimento fisico e ao
inadequado desenvolvimento econdmico e social (de Onis e cols., 2000; Shills e cols., 1998).

Diversas circunstancias tem contribuido para que essa situagdo, no mundo
subdesenvolvido, tenha mudado substancialmente nos ultimos anos, mesmo dentro de um
contexto de turbuléncias econdmicas, politicas e sociais. As estimativas da Organizagdo
Mundial da Satde indicam que o mundo em desenvolvimento experimenta uma consideravel
reducdo das taxas de desnutricao infantil, cerca de 47% em 1980 para, aproximadamente, 33%
em 2000 e 29% em 2005 (de Onis e cols., 2000). Dentre outros diversos fatores, os estudos
desenvolvidos, especialmente nesses paises, com fins académico-cientificos tem servido
também como um s6lido alicerce a elaboragdo e direcionamento de politicas de satide publica.
Afinal, tecnologia e conhecimento, além da acdo educacional, sdo fatores decisivos para
enfrentar de maneira definitiva os problemas de necessidade basica, como a desnutri¢ao e suas
raizes econdmico-sociais.

Embora o Brasil comungue desses avangos, 10,5% das criancas brasileiras abaixo de
cinco anos tem desnutricdo moderada ou severa; mantendo a desnutri¢do, ainda hoje, como
uma causa significativa da mortalidade infantil neste pais (Mondini & Monteiro, 1997;
Sawaya e cols., 2003). De acordo com o Programa Mundial de Alimentos das Na¢des Unidas,
o Brasil é o pais da América do Sul com o maior nimero de subnutridos, 15,6 milhdes de
pessoas. Apesar disso representar apenas cerca de 8% da populagdo, a situacdo brasileira ¢é
considerada das mais criticas e paradoxais, uma vez que nosso pais ¢ um dos maiores

produtores de alimentos do mundo. O esfor¢o mundial para o combate a fome tem, portanto,
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um respeitavel alicerce na realidade brasileira. Recentemente, o governo brasileiro chegou até
mesmo a criar seu proprio programa alimentar, o Fome Zero.

E vélido ressaltar que um programa alimentar como o brasileiro, ndo pode vislumbrar
apenas matar a fome, por assim dizer. Trata-se de uma reflexdo mais ampla, envolvendo
aspectos econdmicos da distribuicdo de renda, cultura e educagdo alimentar das familias. O
Fome Zero propde uma integracdo das politicas de melhoria de renda com as acdes de
combate a fome (Belik e cols., 2003). Isso demonstra que a questdo da seguranga alimentar
nio deve ter um carater imediatista. E preciso garantir quantidade, qualidade e continuidade no
acesso a boa alimentacdo, além de condigoes de vida adequadas as pessoas, para assegurar que
a fome de hoje ndo se torne desnutrigdo amanha.

Mas o que ¢ desnutricdo? A desnutricdo ndo ¢ tdo fulgaz quanto a fome. O que
denominamos de desnutricdo ou subnutri¢do, ¢ a conseqiiéncia da ingestdo continua de uma
dieta insuficiente para atender ao gasto de energia e/ou proteina de cada individuo. Para suprir
as necessidades energéticas, a energia fornecida pela dieta deve atender os gastos com a taxa
metabolica basal, os efeitos térmicos da alimentacdo e o gasto relacionado ao grau de atividade
fisica do individuo. As proteinas por sua vez, fornecem aminoacidos que regulam e cumprem
fungdes fisiologicas e metabdlicas (Morgan & Weinsier, 1998). Assim, a composicdo das
proteinas da dieta ¢ um fator importante a se considerar, uma vez que dos 20 aminodcidos das
proteinas, pelo menos 9 sdo considerados essenciais, ou seja, ndo sdo sintetizados pelo
organismo e devem ser adquiridos através da alimentacdo. Dessa forma, a restricao nutricional
que resulte num deficiente aporte, transporte ou utilizacdo de nutrientes (especialmente
energia e proteinas) pelas células do organismo, pode acarretar uma série de disfungdes,
principalmente se a desnutri¢do for imposta durante o periodo intra-uterino ou mesmo no
periodo pds-natal (Sawaya, 1997).

A subnutricdo nas fases iniciais da vida em humanos ¢ sindnimo de crescimento
deficiente, ou seja, criangas desnutridas sdo mais baixas e pesam menos que deveriam para a
sua idade. Também em animais observa-se um prejuizo no desenvolvimento e no tamanho,
com deplecdo de massa muscular e diminui¢do do peso (Winick & Noble, 1966). Assim, de
uma forma geral, a diminuicao do peso e tamanho corporais frente a idade, durante as fases de
desenvolvimento fisico, sdo disturbios comumente atribuidos a um processo de desnutrigdo.

Mas para um esclarecimento ainda mais aprofundado dos danos que uma restricdo nutricional
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acarreta em todo o organismo, tornou-se essencial a pratica de experimentos com o uso de
animais, tendo em vista que em humanos, os estudos do efeito dessa restricio emanam com
mais freqiiéncia das observagdes do que das averiguagdes experimentais.

Variadas formas de induzir desnutri¢do experimental em animais tem sido descritas.
Em muitos trabalhos isso ¢ feito durante a gestacdo, diminuindo o teor protéico da dieta das
fémeas gravidas (Tonkiss e cols., 1998). Ja em outros estudos aumenta-se o niimero de filhotes
por ninhada durante a amamentagao, levando a competi¢do pelo leite materno (Bell & Slotkin,
1988) ou reduzindo o contetido de proteinas da dieta oferecida a fémea que estd amamentando
(Pedrosa & Moraes-Santos, 1987). Ha trabalhos cujo método consiste em abrandar o
suprimento protéico da dieta logo ap6s o desmame (Agarwal e cols., 1981), ou ainda, fazé-lo
mais tardiamente (Ferreira e cols., 2003; Lukoyanov & Andrade, 2000). O rato ¢ o animal
mais utilizado nestes estudos, pois além de ser de facil manuseio e se adequar as diferentes
metodologias de desnutricdo, ele também possui metabolismo acelerado. Esta ultima
caracteristica possui relevancia especial, porque permite investigagdes experimentais rapidas,
principalmente, daqueles disturbios promovidos apenas tardiamente pela desnutri¢do no ser
humano.

Mesmo assim, muitos danos oriundos de uma desnutricdo continuam sendo
largamente apontados através de evidéncias epidemioldgicas. Elas tem atrelado o baixo peso
ao nascer com doencas coronarianas (Fall e cols., 1995; Frankel e cols., 1996), morte
cardiovascular (Barker e cols., 1989; Frankel e cols., 1996), e diabetes mellitus do tipo 2
(Barker e cols., 1993) na vida do adulto. Foi encontrada uma relagdo inversa entre o peso ao
nascer ¢ as concentragdes do triglicerideo sérico em criancas e em adultos (Donker e cols.,
1997; Fall e cols., 1995; Mi e cols., 2000). Além disso, foi comprovada uma relagdo positiva
entre 0 peso no nascimento e as concentragdes das lipoproteinas de alta-densidade no plasma
(HDL)(Fall e cols., 1995; Mi e cols., 2000). Recentemente, demonstrou-se que individuos que
sofreram desnutricdo no primeiro ano de vida, independente do peso ao nascer, sdo mais
susceptiveis aos efeitos adversos do metabolismo da insulina e tolerancia a glicose (Gonzalez-
Barranco e cols., 2003). Alguns estudos tem demonstrado, ainda, que ambas pressdes
sanguineas, sistolica e diastolica, tem relacdo inversa com o peso ao nascer (Barker e cols.,
1990; Leon e cols., 1996).Assim sendo, as observagdes provindas de estudos epidemioldgicos

tem sido, de toda forma, esclarecedoras e em muito tem contribuido ao indicar que a
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desnutricdo, em especial a precoce, pode causar distor¢des bioquimicas, fisiologicas e
cardiovasculares, de forma a repercurtir na saide do adulto.

Experimentalmente, nosso Laboratorio demonstrou aumento significativo da Pressdo
Arterial Média (PAM) e da Freqiiéncia Cardiaca (FC) basais, bem como aumento da
variabilidade desses parametros em ratos submetidos a desnutricdo protéica, iniciada apos a
amamentagdo (Oliveira e cols., 2004). A desnutricdo tem, portanto, se mostrado altamente
relacionada a hipertensdo, em variadas fases do desenvolvimento, tanto em humanos como em
animais experimentais. Tendo em vista a classificacdo da hipertensdo como problema de satde
publica, ¢ valido ressaltar que pouco se sabe sobre os mecanismos que desencadeiam a
hipertensao arterial. A conservagdo da Pressdo Arterial (PA) em patamares adequados para
perfundir e, por consequéncia, nutrir os tecidos, ¢ um atributo basico para a homeostase e
sobrevivéncia do organismo. Como o sistema cardiovascular possui papel essencial nessa
manuten¢do, de forma integrada a outros sistemas fisiolégicos como o renal, o endotélio
vascular, o enddcrino e o neural; as alteracdes na PA atribuidas a desnutricio podem estar
fortemente relacionadas a danos nesses sistemas, em diversos niveis.

Foram confirmadas, em modelos experimentais e clinicos, importantes alteragdes
promovidas pela desnutricdo de possivel repercussao na func¢ao renal. Em animais submetidos
a restri¢do protéica foi observado aumento na resisténcia vascular renal e valores elevados de
norepinefrina e epinefrina plasmaticas, podendo também apresentar alteracdes na
hemodinamica intra-renal (Benabe e cols., 1993; Benabe & Martinez-Maldonado, 1998).
Além disso, criangas e adultos subnutridos possuem taxa de filtracdo glomerular e fluxo renal
plasmatico diminuidos, bem como redu¢do da capacidade de concentracdo de urina (Benabe &
Martinez-Maldonado, 1998). Foi demonstrado também um aumento na expressdo renal dos
mRNAs codificadores da renina e enzima conversora de angiotensina (ECA) (Martinez-
Maldonado e cols., 1993). No sangue, a renina atua sobre o angiotensinogénio formando a
angiotensina I que, principalmente nos pulmdes, ¢ entdo convertida em angiotensina II por
acao da ECA. A angiotensina II é promotora de vasoconstricdo, diminui a excrecdo de sal e
agua pelo rim e induz a producdo de aldosterona pelas células supra-renais. A aldosterona, por
sua vez, aumenta ainda mais a reabsor¢cdo de sal e 4gua nos tubulos renais. Diante disso,
disfungdes humorais e renais estdo fortemente relacionadas entre as possiveis responsaveis

pelas alteragdes na regulacao da PA promovidas por uma desnutri¢do.



000/ INTROD Ucdo

O endotélio vascular, por sua vez, exerce papel fundamental na regulagdo do tonus
vascular e da resisténcia periférica, por meio da sintese e da secrecdo de inimeros compostos
vasoativos, proporcionalizando uma regulagdo bem regionalizada do fluxo sanguineo e PA.
Além da endotelina e de outros vasoconstritores, tais como a angiotensina Il e o tromboxano,
o endotélio ¢ também capaz de produzir compostos vasorrelaxantes, cuja relevancia fisiologica
pode ser ainda maior. O mais importante desses compostos ¢, sem sombra de davida, o Oxido
Nitrico (NO). Um estudo de Brawley e cols. (2003) observou hipertensdo e disfungdo
vascular em filhotes de ratas submetidas a uma restricdo protéica durante o periodo
gestacional. Segundo os autores, uma reduzida vasodilatacio pode ser um potencial
mecanismo subjacente a elevada PA observada nesse modelo. Anormalidades na via NO-
cGMP podem talvez esclarecer a alteragdo da funcdo observada (Brawley e cols., 2003). Além
disso, ja ¢ conhecido que a desnutricdo protéica em ratos reduz a atividade da NO-sintase no
cérebro, coracdo, pulmdes e misculo esquelético, dentre outros tecidos (Wu e cols., 1999).
Logo, ¢ facilmente perceptivel que danos endoteliais vasculares promovidos pela desnutri¢do
podem ter significativas repercussdes no controle da PA.

O sistema nervoso ¢ outra peca chave em diversos mecanismos de controle da PA,
vitima de inumeros danos provindos de uma insuficiente ingestdo protéico-caldrica.
Principalmente nas primeiras fases da vida, a desnutricio pode acarretar diminui¢des do
crescimento cerebral (nimero e tamanho das células), da mielinizacdo do nervo, da produgdo
de neurotransmissores ¢ da velocidade de condugdo nervosa. Um estudo a respeito da
reversibilidade do efeito da desnutricdo no periodo de lactagdo sobre a sintese protéica
neuronal in vivo, demonstra que a desnutricdo nesse periodo prejudica, irreversivelmente, a
sintese protéica dos neurdnios, podendo compromoter a ramificagdo dessas células e a
estabilizacdo das sinapses (Pedrosa & Moraes-Santos, 1987). Recentemente foi demonstrado
que a desnutri¢cdo neonatal em ratos produz diminui¢do da liberagdo de glutamato em diversas
regides do Sistema Nervoso Central (SNC) como no cortex e tronco cerebrais e no hipocampo
(Batista, 2004). Em modelos de desnutricdo apds a amamentacdo Agarwal e cols. (1981)
demostraram prejuizos na atividade de diversas enzimas cerebrais relacionadas ao
metabolismo do glutamato, bem como reducao nas concentragdes de varios aminoacidos como
o acido aspartico e glutdmico e a alanina no cérebro de ratos. O glutamato ¢ o principal

aminoacido excitatorio neurotransmissor no SNC de mamiferos. A transmissdo glutamatérgica
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pode ter um papel relacionado com aprendizado e memoria (Izquierdo & Medina, 1997) e com
processos de plasticidade no cérebro (Ozawa e cols., 1998). Assim, ¢ evidente a ocorréncia de
diversos distibios no SNC em decorréncia da desnutrigdo imposta em diversas fases da vida.

Trabalhos mais recentes tem observado em criancas entre 3 ¢ 36 meses, com
desnutricdo moderada a severa, anormalidades em imagens de ressonancia magnética cranial,
sugerindo evolugdo para um quadro de atrofia cerebral (Odabas e cols., 2005b). Foram
relatados ainda, distirbios no potencial auditivo do tronco cerebral, os quais os pesquisadores
julgam ser devido aos defeitos de mielinizacdo das vias auditivas dessa regido (Odabas e cols.,
2005a). E importante ressaltar que a mielinizagio do SNC, se completa somente apds o
nascimento, ¢ no Sistema Nervoso Periférico, a mielina, responsavel pela maior velocidade de
conducdo de impulsos nervosos, continua se desenvolvendo durante a infincia enquanto os
nervos se estendem e crescem. Isso permite concluir que o processo de mielinizagdo, ainda
nessa fase, pode ser alterado em consequéncia de uma desnutricdo (Nobrega e cols., 1986).
Além do mais, mesmo em algumas regides do SNC foram demonstradas alteragdes em
modelos tardios de desnutricdo protéica em ratos (Agarwal e cols., 1981; Lukoyanov &
Andrade, 2000).

Importantes areas do SNC, como o hipotalamo e o hipocampo, tém influéncia sobre o
equilibrio nutricional ou sdo vulneraveis a manipulagdes nutricionais ap6és o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso. O hipotdlamo contém muitos circuitos neuronais que
regulam aquelas fungdes vitais que variam com os estados emocionais, como por exemplo, a
temperatura, os batimentos cardiacos, a pressdo sanguinea, a sensacio de sede e de fome, etc.
Ele controla, ainda, grande parte do sistema enddcrino através de uma glandula localizada em
seu assoalho, a hipofise. Desse modo, o hipotdlamo ¢ um dos grandes responsaveis pelo
equilibrio organico interno (a homeostasia). Foi demonstrado que o hipotdlamo lateral e,
provavelmente, o hipotdlamo ventromedial s3o regides de importante papel no
reconhecimento das deficiéncias nutricionais (Torii e cols., 1998). Dessa forma, ¢ possivel que
altera¢des nutricionais promovidas pela desnutricdo, mesmo que tardia, tenham repercussoes
no sistema endocrino e nos demais mecanismos regulatorios da PA.

J& o hipocampo, ¢ uma pequena estrutura bilobular alojada profundamente no centro
do cérebro. Ele captura e armazena as sensacdes e emogdes de uma experiéncia. Um

hipocampo intacto possibilita a0 animal comparar as condi¢des de uma ameaca atual com
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experiéncias passadas similares, permitindo-lhe, assim, escolher qual a melhor opcdo a ser
tomada para garantir sua preservacdo. A desnutri¢do protéica em ratos, iniciada somente aos
dois meses de idade e mantida por oito meses com 8% de caseina, ainda tem mostrado que ha
perda de neurdnios e sinapses do hipocampo e prejuizo comportamental hipocampo-
dependente (Lukoyanov & Andrade, 2000). Vale lembrar que assim como o hipotalamo, o
hipocampo e as amigdalas sdo importantes componentes do sistema limbico, o qual comanda
certos comportamentos e emogdes necessarios a sobrevivéncia de todos os mamiferos. As
estruturas envolvidas com a emoc¢do se interligam intensamente e nenhuma delas ¢
exclusivamente responsavel por este ou aquele tipo de estado emocional. A estimulagdo de
algumas dessas estruturas, como ¢ o caso do cortex limbico e sua relagdo com nucleos
hipotalamicos, cursa com alteracdes comportamentais e cardiovasculares (Rasia-Filho e cols.,
2004). A ligacdo entre o estresse emocional e a génese da hipertensdo arterial, por exemplo,
vem sendo alvo de grande interesse na literatura.

Tomados juntos, esses trabalhos nos apontam que os disturbios promovidos pela
desnutricdo no sistema nervoso podem ser dos mais diversos e significar prejuizos na
formagdo dos neurdnios, sinapses e receptores, na producao e liberacao de neurotransmissores,
mudangas comportamentais, dentre outros. Naturalmente, essas disfungdes podem ter diversas
implicagdes no controle da fun¢do cardiovascular, e na regulacio reflexa da Pressdo Arterial
(PA).

Os determinantes da PA, o débito cardiaco e a resisténcia periférica, sdo ajustados
através de mecanismos complexos envolvendo o Sistema Nervoso Auténomo (SNA) e varios
sistemas humorais (Jordan, 1995). Trabalhos anteriores do nosso Laboratorio tem
demonstrado alteracdes cardiovasculares verificadas na desnutri¢do protéica pos-natal, como
aumento nos niveis basais ¢ na variabilidade da PAM e FC, além de mudangas reversiveis na
sensibilidade de importantes reflexos cardiovasculares, como o barorreflexo (Oliveira e cols.,
2004; Tropia e cols., 2001). Neste modelo experimental foi demonstrado ainda um aumento do
tonus simpatico vasomotor e redu¢do do Indice Autondémico Cardiaco (IAC) (Martins e cols.,
2004; Tropia e cols., 2001). O IAC ¢ um indice utilizado na avaliagdo do balango autonémico
sobre o coracdo (Goldberger, 1999). Esses achados nos remetem a imaginar a ocorréncia de
desajustes autondmicos no controle da PA, desencadeados pela desnutri¢ao protéica. Frente a

essa conjuntura, o estudo da participagdo dos componentes autondmicos cardiacos na resposta
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baroreflexa seria de grande valia no esclarecimento dos transtornos cardiovasculares

promovidos pela desnutricao.

1.2 — Desnutricdo e o reflexo barorreceptor.

O sistema cardiovascular, através da atuagdo de mecanismos a curto e a longo prazos,
possui papel essencial na manutencdo da PA em faixas relativamente estreitas. Momento a
momento, o controle da fungdo cardiovascular s6 ¢ possivel devido a existéncia de
mecanismos reflexos. Esta agdo reflexa se da via SNA descrito como um sistema eferente
motor que coordena, dentre outros processos, a regulacdo da PA, através de suas divisdes
simpatica e parassimpatica (Guyton, 1992). Na ativacdo dessa maquinaria que detecta e
corrige a PA a curto prazo, estdo envolvidos receptores, vias aferentes, centros de integracgao,
vias eferentes e orgaos efetuadores. Os receptores captam as perturbagdes na PA, e emitem
sinais que sdo conduzidos pelas fibras aferentes até o SNC. A partir deste, a resposta ¢ gerada
e transmitida pelas vias eferentes até o 6rgdo efetor.

O reflexo barorreceptor ¢ o principal responsavel pela regulagdo rapida da PA. Os
barorreceptores (ou pressorreceptores) estdo localizados nas paredes das grandes artérias (seio
carotideo e arco adrtico), sendo estimulados pela distensdo arterial. Essas terminacdes se
distribuem na camada adventicia, proximo a borda médio-adventicial da parede vascular, onde
se ancoram aos demais constituintes do vaso, envoltas por colageno e -elastina.
Conseqiientemente, sdo parte integrante da estrutura vascular (Haibara & Santos R.A.S, 2000).
As informacdes originarias nos barorreceptores carotideos e aodrticos sdo transmitidas,
respectivamente pelos nervos glossofaringeo e vago, até o Nucleo do Trato Solitario (NTS),
localizado no bulbo, onde ocorre a primeira sinapse deste reflexo. Eleva¢des abruptas na PA
resultam em aumento na freqiiéncia de disparo de potenciais de agdo ao longo dessas vias, e
reducdes na PA geram o oposto (Timm e cols., 2003).

No NTS essa maior assiduidade dos potenciais de acdo ativa as vias simpatoinibitorias
do barorreflexo. Tais vias envolvem projecdes excitatorias do NTS para a regido caudal
ventrolateral do bulbo (Caudal Ventrolateral Medulla - CVLM), e projecdes inibitorias desta
para a regido rostral ventrolateral bulbar (Rostral Ventrolateral Medulla - RVLM), one se

encontram os neurdnios pré motores simpaticos. A ativagdo desta via neuronal resulta,
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portanto, numa inibi¢cdo simpatica, a fim de promover queda da PA. Paralelamente, proje¢des
do NTS para o ntcleo ambiguo, excitam neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos,
resultando em uma conseqiiente descarga vagal para o coracdo (Machado e cols., 1997;
Verberne & Guyenet, 1992). A redugdo da atividade simpatica e o aumento da vagal tendem a
produzir uma redugdo da resisténcia periférica e do débito cardiaco, contribuindo assim, para o
retorno da PA aos niveis basais. Quando ocorrem quedas stbitas da PA, o contrdrio também se
faz verdadeiro (Haibara & Santos R.A.S, 2000).

Com relacdo a neurotransmissdo no NTS, Talman e cols. (1980) sugeriram o L-
glutamato como o principal aminoacido excitatdrio neurotransmissor das aferéncias
barorrreceptoras no NTS (Talman e cols., 1980). Trabalhos de Colombari e cols. (1994)
corroboraram esses achados, uma vez que microinjecdes bilaterais de 4acido kinurénico
(antagonista de aminoacidos excitatorios) no NTS promoveram o bloqueio da bradicardia
reflexa induzida pela fenilefrina. Posteriormente, Chianca Jr. e cols. (1997) demonstraram que
a neurotransmissdo do reflexo Bezold-Jarisch no NTS também ¢ mediada pelo L-glutamato.
Esses achados corroboraram estudos de Verbene e Guyenet (1992) que sugeriram que o
componente simpatonibitorio do reflexo cardiopulmonar utiliza a mesma neurocircuitaria que
envolve a transmissdo do barorreflexo. Portanto, a regulacdo da PA pelos barorreceptores,
dentre outros reflexos, envolve a utilizacdo de sistemas glutamatérgicos para neurotransmissao
das aferéncias no NTS. As respostas mais convenientes sdo entdo evocadas sobre a resisténcia
periférica e débito cardiaco através das divisdes simpatica e parassimpatica do SNA .

O componente simpatico do SNA ¢ o principal determinante do tondis vasomotor,
influindo diretamente na resisténcia periférica, devido a fraca ou nenhuma inervagado
parassimpatica nesses 0rgdos (Silva, 1994). Por outro lado, a atividade cardiaca e, portanto, o
débito cardiaco ¢ modulado por ambas as divisdes, simpatica e parassimpatica, do SNA. Uma
inibi¢do da atividade simpatica sobre o coragdo promove uma diminui¢do do seu automatismo,
excitabilidade, conducdo e contratilidade. Com isso, hd uma reducdo da FC e do volume
sistolico, resultando em um menor débito cardiaco. Por outro lado, evidéncias demonstram
que a modulagdo da FC pelos barorreceptores ¢, primariamente, devida a ativacdo cardiaco-
vagal desencadeada pela estimula¢do de neurdnios vagais localizados no niicleo ambiguo e no
nucleo motor dorsal do vago (Spyer, 2002). A atividade cardiaca atende mais rapido a

liberagdo de acetilcolina que de norepinefrina, portanto, as respostas sinusais que determinam
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alteracdes agudas da FC sdo mediadas, de modo predominante, por meio da atividade reflexa
vagal (Head, 2003). Assim, a divisdo parassimpatica do SNA também ¢ capaz de promover
alteracdes na FC e conseqiientemente no débito cardiaco, contribuindo assim, para a
normalizagdo da PA.

Os dois sistemas efetores da resposta barorreflexa, o cardiaco e o vascular, podem ser
estudados separadamente. Para isso, o método mais utilizado consiste na administracao
endovenosa em doses crescentes de uma substancia vasopressora e outra vasodilatadora, a fim
de provocar a resposta barorreflexa por elevacdo ou queda da PA, respectivamente. As
substancias mais empregadas para esse efeito sdo a fenilefrina, um potente agonista O
adrenérgico, promotor de aumento da resisténcia periférica e da PA por meio da constric¢do
dos muculos lisos vasculares; e o nitroprussiato de s6dio, um doador de NO, redutor da
resisténcia periférica e da PA por relaxamento da musculatura lisa vascular. Assim, a partir do
registro da perturbacdo promovida na PA, e das alteragdes reflexas da FC e/ou atividade
simpatica de nervos periféricos (como o renal), podem ser derivados outros parametros
(Campagnole-Santos & Haibara, 2001; Vasquez e cols., 1995)

O indice de sensibilidade do barorreflexo, além da regressdo linear e da curva
sigmoide, ¢ um desses parametros, sendo um método muito utilizado na literatura para se
avaliar a responsividade, ou seja, o ganho do reflexo barorreceptor. Esse valor pode ser obtido
pela razdo entre as alteragdes reflexas causadas na FC e as variagdes promovidas na PA
(AFC/APAM). Desse modo, tal qual ocorre na analise por regressdo linear, o indice de
sensibilidade AFC/APAM permite o acesso ao ganho barorreflexo em respostas bradicardicas
e taquicardicas separadamente, ao passo que a curva sigmoide, obtida através da fungdo
logistica, fornece apenas um valor que caracteriza o ganho do controle barorreflexo da FC
(Farah e cols., 1999)

Diversos fatores podem influenciar o ganho e a eficacia do barorreflexo e a disfungado
deste mecanismo, pode afetar a variabilidade cardiovascular (Lanfranchi & Somers, 2002).
Krieger (1964), através da técnica de desnervagdo sino-adrtica, demonstrou que a sec¢ao dos
nervos aferéntes dos barorreceptores arteriais, promove uma elevacdo aguda da PAM, em
ratos, denominada hipertensdo neurogénica (Krieger, 1964). Os barorreceptores arteriais tém,
portanto, um efeito inibitdrio tonico sobre o tonus simpatico. Mais tarde, Cowley e cols (1973)

valendo-se da técnica de Krieger, relataram uma extrema variabilidade da pressdo causada por
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eventos simples como deitar, levantar, alimentar e ouvir ruidos, em caes (Cowley, Jr. e cols.,
1973). Isto demonstra que apesar da desnervacdo, os animais nao apresentavam cronicamente
niveis pressoricos elevados. Em consequéncia disso, a fungdo barorreflexa est4 relacionada a
uma reducdo da variabilidade da PA, e seu adequado funcionamento ameniza as alteragdes
pressoricas agudas (Irigoyen & Krieger, 1998).

Embora, cronicamente, os barorreceptores sejam passiveis de adaptacdo a altos niveis
da PA, tem sido observada a ocorréncia de disfun¢do importante do reflexo barorreceptor na
hipertensdo e em outras doencas cardiovasculares, como Insuficiéncia Cardiaca (IC) e
Diabetes Mellitus. As alteracdes da sensibilidade do barorreflexo, dentre outras demonstracdes
de disfuncdo do controle reflexo cardiovascular, associam-se a maior incidéncia de morte
stibita e & maior mortalidade cardiovascular global em pacientes com infarto do miocardio (La
Rovere ¢ cols., 1998).

Nao ¢ conhecido se a alteracdo da sensibilidade do mecanorreceptor precede ou
participa no desenvolvimento da hipertensdo, porém, sabe-se que ocorre uma significativa
atenuagdo no ganho do reflexo na hipertensdo arterial (Mccubbin e cols., 1956). Também nao
esté claro se o prejuizo no controle barorreflexo da FC depende da alteracdo da atividade vagal
ou da atividade simpatica cardiaca ou das duas. Evidéncias tém apontado para o aumento da
atividade simpdtica, embora o componente vagal pare¢a predominar nas respostas reflexas de
FC (Campagnole-Santos & Haibara, 2001; De Angelis e cols., 2004). De fato, a menor
sensibilidade dos barorreceptores ¢ provavelmente o maior determinante do aumento da
variabilidade da PA em individuos hipertensos (Floras e cols., 1988; Irigoyen & Krieger,
1998) e, de forma indireta, associada as conseqiientes lesdes dos 6rgios-alvo (Floras e cols.,
1988).

Eckberg e cols. (1971), por meio da infusdo de fenilefrina para aumentar a pressao
arterial, observaram que a resposta bradicardica mediada pelo parassimpatico estava atenuada
em pacientes com IC, demonstrando atenuacdo do controle barorreflexo arterial da FC
(Eckberg e cols., 1971). A progressdao e¢ o aumento da mortalidade da IC parece envolver
também a ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico, bem como outros sistemas neuro-humorais
(Francis e cols., 1993) Todavia, o mecanismo essencial responsavel pela hiperatividade

simpatica na IC permanece desconhecido (Middlekauft, 1997).
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A neuropatia autonomica cardiovascular destaca-se entre as varias formas de
comprometimento neuronal do diabetes, por associar-se a um pior progndstico e ao risco de
desfechos fatais como arritmias e morte subita (Clarke e cols., 1979). Tem sido esclarecido
que individuos com diabetes apresentam disfun¢do simpatica e parassimpdatica, em parte,
devido a disfun¢do dos barorreceptores, o que se correlaciona com a disfungdo do controle
cardiovascular (Dall'Ago e cols., 1999) e com a ocorréncia de morte subita no diabetes
(Thames e cols., 1994). Anormalidades da fungdo autondmica puderam ser demonstradas em
20% a 40% dos pacientes diabéticos ndo selecionados, estando muitas vezes ja presentes por
ocasido do diagnostico inicial da doenga (Pfeifer e cols., 1984).

Assim como ocorre nessas patologias, diversos estudos tem apontado para uma
associacdo entre a desnutrigdo e uma disfuncdo autondmica cardiaca. Estudos de Young e
cols. (1985) demonstraram aumento da atividade simpdatica em ratos submetidos a uma dieta
hipoprotéica, onde foi relatada uma aceleracdo do processo de “turnover” de norepinefrina
nestes animais, mostrando que a composi¢do dietética pode contribuir para alteragdes na
atividade do Sistema Nervoso Simpatico (Young e cols., 1985). Conforme ja4 mencionado,
também em animais sob restri¢do protéica foi observado um aumento na resisténcia vascular
renal e valores elevados de norepinefrina e epinefrina plasmaticas (Benabe e cols., 1993;
Benabe & Martinez-Maldonado, 1998).

Dados do nosso Laboratério demonstraram que a desnutricdo protéica causou uma
potenciacdo do reflexo barorreceptor. Inje¢des endovenosas de fenilefrina promoveram uma
maior bradicardia decorrente de uma menor hipertensdo, indicando um aumento do ganho do
barorreflexo nesses animais. Foi observado ainda, um aumento do Tonus Vasomotor
Simpético dos animais submetidos a dieta hipoprotéica, através da administragdo endovenosa
de Prazosin. A inje¢do de Prazosin promoveu uma maior queda da pressdo sangiiinea nos
desnutridos (Tropia e cols., 2001). Posteriormente, novos resultados obtidos neste mesmo
modelo experimental indicaram uma redug¢do do IAC. Esse indice pode ser utilizado,
inclusive, como um fator na avaliacdo de risco de morte subita. Tal valor ¢ obtido dividindo-se
a FC intrinseca pela FC basal. Assim, em dados preliminares do nosso Laboratdrio, o grupo
desnutrido apresentou o IAC de apenas 0,88, indicando um predominio da atividade simpatica,
ao passo que o grupo controle apresentou IAC de 1,08 (Martins e cols., 2004). Temos

demonstrado ainda, um aumento da PAM e da FC basais, bem como um aumento da

13



000/ INTROD Ucdo

variabilidade desses parametros (Oliveira e cols., 2004). De modo similar a variabilidade da
PA e FC, a andlise da sensibilidade do barorreflexo e os testes farmacologicos para
manipulacdo da atividade autondmica da circulagdo t€m sido empregadas entre as diversas
ferramentas de avaliacdo da atividade autondmica cardiovascular (De Angelis e cols., 2004). A
estimativa das atividades simpatica e parassimpatica sobre a FC, particularmente sobre a
resposta desenvolvida pela estimulacdo do reflexo baroreceptor, pode ser feita através de
bloqueios farmacologicos.

A Atropina ¢ um anticolinérgico antimuscarinico que bloqueia as agdes da acetilcolina
ao nivel dos receptores muscarinicos. Os antimuscarinicos bloqueiam o efeito vagal sobre o
coragdo. Os vasos periféricos sdo pouco afetados devido a fraca ou nenhuma inervagao
parassimpatica desses oOrgaos (Silva, 1994; Bertram, 1994). Assim, pode-se fazer uma
avaliacdo da resposta baroreflexa sem a interferéncia da atividade parassimpatica.

Ja o Metoprolol bloqueia, preferencialmente, os receptores [3;, predominantes no
coracdo, em relacdo aos receptores [3,, inibindo competitivamente os efeitos das catecolaminas
no sitio do receptor. A contratilidade miocardica diminui sob influéncia dos betabloqueadores.
O tonus arteriolar aumenta devido a vasoconstrigdo reflexa mediada pelos receptores Q,
decorrente da depressdo da forca contratil do ventriculo esquerdo. Alguns betabloqueadores
potencializam o efeito vasoconstritor da noradrenalina e adrenalina (Silva, 1994). A pressao
arterial média (PAM) ndo se altera significativamente pela agdo do Metoprolol, uma vez que
sua acdo se desenvolve, mais especificamente, junto ao coragdo. Com isso, poderemos avaliar
as respostas baroreflexas sem a interferéncia da atividade simpatica cardiaca.

A utilizacdo adequadamente combinada das drogas descritas acima, em animais
submetidos a uma desnutricdo protéica, permite a avaliacdo da resposta autondmica cardiaca
por estimulacdo do barorreflexo, uma vez que a FC passa a sofrer interferéncia de apenas um
dos bracos: simpatico ou parassimpatico. Portanto, nosso proposito serd centrado numa
avaliacdo sobre a participacdo autondmica na resposta cronotrdpica desenvolvida pela atuagado
do reflexo baroreceptor nos animais submetidos a uma dieta hipoprotéica apds a

amamentagao.
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2 — Objetivos
2.1 — Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos autondmicos envolvidos na alteragcdo da respostas barorreflexas

em ratos submetidos a desnutri¢do protéica.

2.2 — Objetivos Especificos

Avaliar a participagdo do componente simpatico na resposta cronotropica barorreflexa
em ratos submetidos a desnutri¢do protéica.

Avaliar a participagdo do componente parassimpatico na resposta cronotropica
barorreflexa em ratos submetidos a desnutricao protéica.

Avaliar o efeito vagal sobre a modulacdo da FC em ratos submetidos a desnutri¢do
protéica.

Avaliar o efeito simpatico sobre a modulagdo da FC em ratos submetidos a desnutri¢do

protéica.
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3 — Materiais e Métodos

3.1 — Modelo animal — Desnutricdo Protéica

Para a execu¢do deste trabalho foram utilizados ratos Fischer, machos, procriados e
mantidos no Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutrigdo, UFOP - MG, de
acordo com o Guide to the Care and Use of Experimental Animals (Olfert & Cross, 1993).
Outros procedimentos complementares, como higienizacdo dos materiais em contato com 0s
animais e preparo das camas (remoc¢do do pd e esterilizacdo) foram executados conforme
protocolos prévios e em uso no nosso Laboratdrio.

Durante dez dias de acasalamento, duas fémeas ¢ um macho com, aproximadamente,
quatro meses de idade foram acondicionados em gaiolas plasticas de 47 x 33 x 15 cm. Apos
este periodo, os machos foram retirados, as fémeas colocadas em gaiolas individuais e durante
o periodo de gestagio os animais receberam ragio comercial Nutrilab CR1* e agua filtrada ad
libidum. No nascimento, as ninhadas foram manipuladas aleatoriamente de maneira tal que
foram mantidos oito filhotes por mae. Estas maes continuaram recebendo a ragcdo comercial e
a agua filtrada ad libidum e os filhotes foram amamentados durante 28 dias. Ap6s o desmame
os machos das ninhadas foram divididos em dois grupos: controle, que passou a receber dieta
contendo 15% de proteina (dieta controle) e desnutrido, que passou a receber dieta com 6% de
proteina (dieta de desnutricdo) durante 35 dias. Apds esse periodo e durante os proximos sete
dias, os animais foram utilizados no experimento e continuaram a receber racdo experimental

ou foram descartados. O cronograma da metodologia de desnutri¢do protéica ¢ mostrado na

Figura 1.
7 dias
21 dias 28 dias 35 dias I
Gestacao Amamentagdo Desnutri¢io |
Experimentos

Figura 1 — Cronograma da metodologia de desnutri¢do protéica
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O protocolo de preparo e manuseio da dieta de desnutricdo ¢ o mesmo utilizado por
Tropia e cols., 2001 e permanece em uso no nosso laboratorio. A composicdo das dietas

oferecidas aos grupos controle e desnutrido ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela I — Composicdo das dietas (g/100g de ragdo)

CONTROLE DESNUTRIDO

Proteina (caseina) 15 6
Amido de Milho 70 79

Oleo de Soja 8 8
Mistura de Sais 5 5
Mistura de Vitaminas 1 1

Fibra (Celulose) 1 1

Teor Calorico 422 Kcal 422 Kcal

Adaptado de Tropia e cols., 2001.

Os animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas e mantidos a
temperatura de 20 a 27 °C. Todos os animais foram pesados antes do inicio dos experimentos.
Aqueles nao utilizados nos 7 dias reservados aos experimentos foram sacrificados por
anestesia total com éter etilico (Nuclear, CAQ Casa da Quimica, Diadema, SP) até a

comprovagdo da parada cardiorrespiratoria.

3.2 — Preparacdo das drogas

Salina tamponada com fosfato (PBS pH 7,2): esta solucdo veiculo foi preparada
dissolvendo-se 8,18 g de NaCl, 1,98 g de Na,HPO,4.7H,0 e 0,36 g de NaH,PO,4.H,O (Synth,
LABSYNTH Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, SP) em q.s.p. 1000,0 mL de agua
ultrapurificada (Milli-Q®). Antes de aferir o volume, o pH foi ajustado pra 7,2 com solugio de
HCI ou NaOH conforme o necessario. A solucdo foi esterilizada por autoclavagdo a 120°C e
1,0 Kg/cm® durante 15 minutos e utilizada a temperatura ambiente, conforme protocolo em
vigor em nosso laboratoério.

Tribromoetanol 2,5%: esta solugdo foi preparada na concentragdo de 25 g/L
utilizando-se 2,2,2-tribromoetanol 99% (Aldrich Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) ¢
veiculo PBS pH 7,2. O recipiente utilizado na preparacdo do anestésico foi completamente

envolvido em papel aluminio para evitar degradagdo da substincia por ag¢do da luz. Foi
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utilizado um agitador termomagnético até total diluicdo, sob aquecimento ndo superior a 40°C.
Ja em volume final, a solucao foi ultrafiltrada, acondicionada em frasco ambar ¢ mantida a
temperatura ambiente, conforme protocolos em uso no nosso Laboratério.

L-Fenilefrina: como agente vasopressor foi utilizado um agonista o; adrenérgico, a L-
fenilefrina. Para melhor ajuste do volume a ser injetado foram preparadas solugdes em trés
concentragdes (0,025ug/10uL; 0,05ug/10ul e 0,1pg/10ul) dissolvendo-se Cloridrato de L-
Fenilefrina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) na solucdo veiculo. Estas solu¢des
foram protegidas da luz para evitar degradacdo, acondicionadas em tubos de polietileno
Eppendorf e armazenadas a -20°C até o momento do uso.

Nitroprussiato de Sodio: como agente hipotensor foi utilizado um doador de 6xido
nitrico, o Nitroprussiato de S6dio Dihidratado (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e
preparadas solugdes em trés concentragdes (0,050 pg/10uL; 0,025 pg/10uL e 0,01 pg/10uLl),
para melhor ajuste do volume a ser injetado. Estas solu¢des foram protegidas da luz para evitar
degradacdo, acondicionadas em tubos de polietileno Eppendorf e armazenadas a -20°C até o
momento do uso.

Atropina: a solu¢do de atropina foi preparada dissolvendo-se 120,0 mg de sulfato de
atropina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) mono-hidratado em q.s.p. 25,0 mL de
salina, de modo que a concentracdo de atropina na solugdo fosse de 4,0 mg/mL. O calculo
dessa concentragdo foi feito sobre a massa de atropina livre, ou seja, desprezando-se a massa
molecular do grupamento sulfato. A solu¢do foi protegida da luz para evitar degradagdo,
acondicionada em tubos de polietileno Eppendorf e armazenadas a -20°C até o momento do
uso.

Metoprolol: A solucio de metoprolol foi preparada dissolvendo-se 320,2 mg de
tartarato de metoprolol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em q.s.p. 25,0 mL de
salina, de modo que a concentragdo de metoprolol na solucdo fosse de 10 mg/mL. Essa
concentragdo foi calculada sobre a massa de metoprolol livre, ou seja, sem a presenga do
tartarato. A solucdo foi protegida da luz para evitar degradagdo, acondicionada em tubos de

polietileno Eppendorf e estocada em freezer a —20° C.
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3.3 - Confeccdo e implantacao de canulas arteriais e femorais

Para a confec¢do das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50 (Becton
Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD) previamente soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD), de
dimensdes ajustadas de acordo com o peso do animal. Para o devido registro da PA, as canulas
foram inseridas na aorta abdominal, através da artéria femoral. Todos os animais também
tiveram canulada a veia femoral, para administragdo das drogas, de acordo com cada protocolo
experimental. Antes das implanta¢des, o interior das canulas foi lavado e preenchido com
solucdo veiculo PBS pH 7,2 contendo heparina sodica (Cristadlia — Produtos Quimicos
Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil) diluida 1:40 ¢ obstruida a extremidade livre do PE-50 com
pinos de metal. Apds a implantagdo, estas extremidades foram dirigidas por meio de um
trocater ao dorso do animal e em seguida exteriorizadas para permitir o registro da PA com
livre movimentacdo dos animais. Para os procedimentos cirurgicos de canulacdo da veia e
artéria femorais, os animais foram anestesiados com Tribromoetanol (250 mg/Kg, i.p.).

Apos a cirurgia e antes que fossem instrumentados para realizacdo os registros, os
animais foram acondicionados em gaiolas individuais mantidas na sala de experimentos sob
condi¢des de temperatura, luminosidade e niveis de ruido controlados durante 24 horas para
recuperacdo. Durante este periodo continuaram recebendo agua e racdo ad libidum. Todos os
experimentos foram realizados em ratos acordados e em livre movimentacdo dentro de uma

gaiola apropriada para a realiza¢do dos testes.

3.4 — Registro da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca

Para a instrumentacdo foi administrada através da canula implantada na artéria femoral
salina heparinizada (20:1), para evitar a formacao de codgulos na extremidade das respectivas
canulas. A céanula arterial foi conectada a um transdutor ligado a um amplificador de sinais.
Esse amplificador foi conectado a um conversor analogico digital PowerLab/400

(ADInstruments, Australia).
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Ap0s essa instrumentacdo, os animais passaram por mais um periodo de adaptagdo de
aproximadamente 45 minutos. Foi feita a aquisi¢do dos dados referentes a Pressdo Arterial
Pulsatil (PAP) a partir da qual foram calculadas, “on line”, a freqliéncia cardiaca (FC) e a
pressdo arterial média (PAM), durante todo o experimento. A comunicagdo de dados entre o
PowerLab e o PC se deu através de um cabo conectado a uma placa SCSI. O software Chart
for Windows criava os registros a partir dos dados enviados pelo conversor analdgico/digital
numa frequéncia amostral de 200 Hz. Os dados foram arquivados, individualmente, para cada

animal, para posterior analise.

3.5 — Estimulo do reflexo barorreceptor

Ao término do periodo de adaptacdo supracitado, foram tomados 10 minutos do
registro para avaliacdo dos pardmetros cardiovasculares basais: PAM e FC. Em seguida,
iniciaram-se os ensaios no intuito de avaliar a sensibilidade do reflexo barorreceptor nas
condigoes: livre de bloqueios autonémicos, ou frente a bloqueios farmacolégicos dos
componentes autondmicos simpatico e/ou parassimpaticos cardiacos.

Inicialmente, foram feitas de 3 a 5 administragdes endovenosas em bolus do agente
vasopressor, L-Fenilefrina (0,25 a 4,0 pg/kg) e/ou vasodilatador, Nitroprussiato de Sédio (0,7
a 10,0 pg/kg), com o objetivo de promover alteragdes distribuidas entre 10 e 50 mmHg na
PAM. Foi também utilizada uma injecao i.v. da solu¢do salina. As doses foram administradas
de forma randomica e sem que houvesse repeticdo de uma mesma dose para cada animal,
antes da realizacdo de pelo menos um bloqueio autondmico, seja do componente
parassimpatico ou simpatico cardiacos. Foi obedecido um intervalo minimo de 5 minutos entre
uma inje¢do e outra, para que os niveis da PAM e FC retornassem a valores proximos aos

basais.

3.6 — Bloqueio autonomico cardiaco

Nessa etapa foi realizado o bloqueio farmacologico de um dos componentes
autondmicos cardiacos, parassimpatico ou simpatico, e, apds cerca de 10 minutos, novamente
o animal foi submetido aos procedimentos de estimulo do reflexo barorreceptor. Para efetuar o
bloqueio do efeito vagal sobre o coracdo foi utilizada a Atropina (antagonista colinérgico,

bloqueador da atividade parassimpdtica), em uma uUnica dose de 4 mg/Kg, administrada
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endovenosamente em bolus de 30 segundos. Para efetuar o bloqueio dos receptores [3-
adrenérgicos, foi utilizada o Metoprolol (antagonista [3; adrenérgico, bloqueador da atividade
simpatica), em uma Unica dose de 10 mg/Kg, administrada endovenosamente em bolus de 30
segundos.

Para confirmar a influéncia de ambos os bracos autondmicos sobre a resposta
cronotropica neurovegetativa barorreflexa, 5 animais de cada grupo escolhidos aleatoriamente
foram submetidos ao bloqueio de ambas divisdes autonOmicas simpdatica e parassimpatica
cardiacas. Mais uma vez estes animais tiveram o barorreflexo estimulado.

O esquema abaixo sumariza os procedimentos descritos.

Fenilefrina ou

Nitroprussiato de Atropina ou Metoprolol i.v.( 30 s)

Basal Sodio i.v. . Jol iv.( 30
Intervalos de 5 min Fenilefrina ou Atropina ou Metoprolol i.v.( 30 s)
Nitroprussiato de
Sodio i.v. Fenilefrina ou
Intervalos de 5 min Nitroprussiato de
Sodio i.v.
Intervalos de 5 min

|
| I
| I
C Minutos 150 -210

Figura 2 — Protocolo de avaliag¢do da participagdo autonémica cardiaca em ratos acordados controles ou

submetidos a desnutri¢do protéica pos-amamentagdo.

3.7 — Analise dos dados

A andlise dos dados foi realizada no sotware Chart for Windowsll. A PAM e FC foram
recalculadas “off line” pico-a-pico sistélico sob “smoothing” com janela de 201 pontos, para
uma filtragem dos dados.

Os niveis basais de PAM e FC foram obtidos a partir dos registros de cada animal,
através da média dos 10 minutos anteriores a quaisquer inje¢des endovenosas. Foram
avaliados também, os efeitos dos bloqueios autondmicos sobre os niveis médios da PAM e FC
dos animais. Estes tltimos dados foram extraidos pela média da PAM e FC nos dez segundos

anteriores a cada estimulagdo do barorreflexo. Dentro dos grupos desnutrido ou controle,
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foram calculadas e comparadas as médias de tais parametros, obtidas pelo mesmo método,
antes e depois de cada bloqueio autondomico e ndo confrontadas com os valores basais, 0s
quais foram acessados de modo continuo.

O efeito vagal foi estimado como a diferenca entre a maxima FC depois da injecdo de
atropina e a FC basal. O efeito simpatico foi obtido como a diferenca entre a FC basal e a
minima FC apos a injecdo de metoprolol.

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada tomando-se as maiores variagdes de PAM
e FC decorrentes da administracdo endovenosa de L-fenilefrina e nitroprussiato de sodio nos
animais. Objetivando uma maior seguranca nesta analise, tais variagdes foram calculadas em
relacdo a média dos dez segundos anteriores a cada estimulagdo do barorrelexo. Foram
excluidos da andlise aqueles eventos onde as variacdes na PAM superaram 50 mmHg ou
foram inferiores a 10 mmHg. Observando-se estes critérios, foi calculado, entdo, um indice
AFC/APAM para cada resposta reflexa desencadeada. Diante de cada condigdo experimental
de bloqueio autondmico, seja bloqueio do componente parassimpatico e/ou simpatico
cardiacos, todos estes indices, bradicardicos ou taquicardicos, obtidos em animais desnutridos
foram comparados, respectivamente, aos indices averiguados no grupo controle.

Nos mesmos dados colhidos para avaliacdo da sensibilidade baroreflexa foi observado,
ainda, o intervalo de tempo decorrido (em segundos) entre o pico da alteragdo pressorica de
estimulo ao barorreflexo e o pico de sua respectiva resposta cronotropica reflexa. Esse
parametro serviu como estimativa do periodo de laténcia da resposta barorreflexa.

O esquema a seguir descreve, resumidamente, os dados obtidos em cada estimulo

barorreflexo:
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Figura 3 — Representacgdo dos parametros avaliados em cada estimulagdo baroreflexa por aumentos (A) ou
quedas (B) da pressdo arterial média (PAM) em ambos os grupos experimentais desnutridos e controles. (a)
Perturbagdo maxima promovidas na PAM. (b) Mdaxima alterag¢do barorreflexa na freqiiéncia cardiaca (FC). (L)

Periodo da laténcia da resposta barorreflexa. (G) Ganho baroreflexo.

3.8 — Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita através do teste ¢ de Student ou teste ¢ pareado
considerando-se diferen¢a entre os grupos quando P < 0,05 (95% de confianga). Os resultados

sdo mostrados como média * desvio padrao.
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4 — Resultados

4.1 — Efeito da desnutricdo apos o desmame sobre o peso corporal dos ratos

A restrigdo protéica imposta fez com que os animais desnutridos apresentassem o peso
entre 50 a 80 gramas ao final dos 35 dias, enquanto os ratos da mesma ninhada que receberam
dieta controle durante o0 mesmo periodo de tempo apresentaram peso entre 190 a 230 gramas.

Estes resultados sdo mostrados na figura 4 e tabela II.

240
210 -
180 -
150 -
120 -

Peso (g)

90 -
60 -
30 -

H Controle (n=26) M Desnutrido (n=26)

Figura 4 - Efeito da restri¢do protéica sobre o peso corporal dos ratos.

* Diferenca significativa comparado ao grupo controle (P<0,05).
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4.2 — Efeito da desnutricdo sobre a FC e PAM basais

Os niveis basais de FC e PAM do grupo desnutrido (435 + 45 bpm; 124 + 17 mmHg),
apresentaram um aumento significativo em relagdo ao grupo controle (388 = 30 bpm; 114 + 8

mmHg). Estes resultados podem ser observados na figura 5 (A e B) e tabela II1.

150 1 A *
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|
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500 A *

400 -

300

FC (bpm)

200 -

100

B Controle (n=26) B Desnutrido (n=26)

Figura 5 — Niveis Basais de PAM (4) e FC(B) dos grupos controle e desnutrido.

* Diferenca significativa comparado ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student.
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4.3 — Efeito do bloqueio atropinérgico ou [ adrenérgico cardiaco sobre os
niveis de FC e PAM.

A injecdo de atropina promoveu um aumento significativo na FC tanto no grupo
controle (467 + 37 vs. 399 + 41 bpm) quanto no grupo desnutrido (46341 vs. 418+44 bpm).
Ja a PAM nao se alterou significativamente em ambos os grupos, controle (119 £ 8 vs. 118 £7
bpm) e desnutrido (128 £+ 25 vs. 126 + 21 mmHg). Nos animais que receberam a
administracdo endovenosa de metoprolol foi observada uma diminui¢do significativa da FC
tanto no grupo controle (342 + 11 vs. 390 £ 28 bpm) quanto no grupo desnutrido (334 £ 52 vs.
417 £ 59 bpm) enquanto a PAM novamente ndo se alterou significativamente nesses grupos,
controle (112 = 9 vs. 116 + 8 mmHg) e desnutrido (115 = 11 vs. 122 £ 16 bpm). Esses

resultados podem ser sumarizados na tabela IV.

4.4 — Efeito vagal e simpadtico sobre a FC dos animais desnutridos.

O efeito vagal avaliado através da maxima elevacdo da FC por agdo da atropina foi
significativamente maior nos animais do grupo controle que naqueles do grupo desnutrido
(124+£52 vs. 87+42 bpm). Por outro lado, o efeito simpatico medido pela maxima redugdo da
FC produzida pela atuacdo do metoprolol foi maior nos animais do grupo desnutrido (111 + 42
vs. 54 £ 30 bpm em ratos controles). Esses resultados estdo sumarizados na figura 6 e nas

tabelas V e VL.
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Figura 6 — Efeito vagal (4) e simpatico (B) sobre o controle da FC nos grupos controle e desnutrido.

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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4.5 — Reflexo barorreceptor em ratos submetidos a desnutricdo protéica.

As variagdes de PAM, obtidas mediante inje¢des endovenosas em bolus de L-
Fenilefrina ou Nitroprussiato de Sodio, que se enquadraram dentro do intervalo de 10 a 50
mmHg foram utilizadas para a avaliagdo do reflexo barorreceptor em nossos experimentos.
Conforme ilustrado pelas figuras 7 e 8, respectivamente a sensibilidade e a laténcia
barorreflexa foram determinadas em ambos os grupos experimentais, controle e desnutrido de
forma prévia a qualquer um dos bloqueios autonémicos. Desta feita, o indice bradicardico,
bem como a estimativa da laténcia na evocagdo das bradicardias reflexas obtidas nos animais
desnutridos (-1,93 £+ 0,83 bpm/mmHg e 5,70 + 4,51 s), apresentaram-se significativamente
superiores quando comparados aos apresentados pelo grupo controle (-1,64 + 0,65 bpm/mmHg
e 1,99 + 2,30 s). Por outro lado, o indice e a laténcia das respostas taquicardicas em animais
desnutridos (-2,84 + 1,19 bpm/mmHg e 5,70 + 5,58 s) ndo demonstraram diferencas se
comparadas aos controles (-3,06 = 1,46 bpm/mmHg e 5,02 + 3,87 s). Esses resultados sao
apresentados nas tabelas VII e VIII

4.6 — Efeito do bloqueio vagal na resposta barorreflexa de ratos submetidos a
desnutri¢cdo protéica.

Diante do bloqueio do eferente vagal do reflexo barorreceptor, os animais submetidos a
restrigdo protéica mantiveram um indice bradicardico ligeiramente elevado em relagdo aos
animais controle (-0,44+0,40 vs. -0,14 £+ 0,29 bpm/mmHg no grupo controle). Mais uma vez,
também a laténcia do reflexo barorreceptor frente a elevacdes rapidas da PA permaneceu
maior nos animais desnutridos (15,13 + 9,91 s) quando comparada aquelas produzidas no
grupo controle (5,31 + 6,44 s). E importante notar que nio foram coletados e tampouco
contabilizados na determinagdo da laténcia média dos contra-golpes bradicardicos, dados
relativos a respostas inesperadas para ativacdo barorreflexa, como taquicardias diante da
administracdo de fenilefrina ou respostas nulas.

Em relagdo as respostas taquicardicas, a sensibilidade barorreflexa demonstrou-se
diminuida no grupo desnutrido (-0,90 £ 0,59 vs. -1,37 + 0,60 bpm/mmHg em ratos controle)
ao passo que a laténcia desses contra-golpes permaneceu maior nesses animais (8,25 + 6,81 s)

se comparadas as observadas nos ratos controles (4,64 + 2,84 s).
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Os dados referéntes a estimulagdo barorreflexa em animais sob bloqueio atropinérgico

podem ser observados tanto nas figuras 9 e 10, quanto nas tabelas IX e X.

4.7 — Efeito do bloqueio simpdtico cardiaco na resposta barorreflexa de ratos
submetidos a desnutri¢do protéica.

O bloqueio farmacologico da atividade simpdtica sobre o coracdo demonstrou uma
diminui¢do da capacidade vagal do SNA em promover as respostas bradicardicas
barorreflexas em animais submetidos a restricdo protéica (-0,99 + 0,49 bpm/mmHg) quando
comparados aos controles (-1,68 £ 0,74 bpm/mmHg). Desta vez, a laténcia do reflexo
barorreceptor frente a elevagdo abrupta da PA ndo se demonstrou significativamente
aumentada nos animais desnutridos (3,37£3,69 s) quando comparada a observada no grupo
controle (1,68 + 1,92 s).

O indice taquicardico barorreflexo dos animais desnutridos sob bloqueio [ adrenérgico
ndo apresentou alteracdes em relagdo ao seu respectivo grupo controle (-0,98 £ 0,56 vs. -0,83
+ 0,33 bpm/mmHg em ratos controle). De modo similar, a laténcia do reflexo barorreceptor
nesta situacdo também ndo diferiu entre os grupos desnutrido (5,08 + 3,35 s) e controle (3,14 +
3,57 s).

Os dados referéntes a estimulagdo barorreflexa em animais sob bloqueio simpatico

cardiaco podem ser observados nas figuras 11 e 12 e nas tabelas XI e XII.

4.8 — Efeito do bloqueio duplo na resposta barorreflexa de ratos submetidos a
desnutricdo protéica

O bloqueio do controle de ambas as divisdes do SNA sobre a FC, simpatica e
parassimpatica, foi realizada em cinco animais de cada grupo experimental e ndo permitiu a
observacdo de respostas barorreflexas taquicardicas ou bradicardicas cujos ganhos superassem
12% dos valores normais. Nem os indices taquicardicos (-0,31 + 0,41 bpm/mmHg nos
desnutridos vs -0,33 + 0,17 bpm/mmHg nos controles) e tampouco os indices bradicardicos (-
0,17 £ 0,16 bpm/mmHg nos desnutridos vs. -0,19 + 0,22 bpm/mmHg nos controles) foram

diferentes entre os grupos estudados, nesta condi¢do de bloqueio autondmico.
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¢ indice Bradicardico - Controle (n=21) =-1,64 + 0,65 bpm/mmHg
* indice Bradicardico - Desnutrido (n=21) =-1,93 + 0,83 bpm/mmHg *
® indice Taquicardico - Controle (n=12) =-3,06 + 1,46 bpm/mmHg

4 indice Taquicardico - Desnutrido (n=12) =-2,84 + 1,19 bpm/mmHg

Figura 7 — Sensibilidade do reflexo barorreceptor em animais controles ou desnutridos. Os indices barorreflexos
bradicardico e taquicardico foram determinados pela relagdo AFC/APAM.O estimulo ao barorreflexo foi
desencadeado através de alteragoées na PAM, promovidas por inje¢oes endovenosas de Fenilefrina ou
Nitroprussiato de Sodio nos animais de ambos os grupos experimentais. * Diferenca significativa comparada ao

grupo controle (P<0,05), indicado por teste t de Student.
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Figura 8 — Laténcia do reflexo barorreceptor em animais controles ou submetidos a desnutri¢do protéica. O
intervalo de tempo decorrido entre a maxima alteragdo da PAM e a maior variag¢do da FC desenvolvida
reflexamente foi determinado em todas as estimulagoes barorreflexas, seja por inje¢oes endovenosas de

Nitroprussiato de Sodio (4) ou Fenilefrina(B). * Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05),
indicado por teste t de Student
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* indice Bradicardico - Controle (n=13) = -0,14 + 0,29 bpm/mmHg
* indice Bradicardico - Desnutrido (n=13) = -0,44 + 0,40 bpm/mmHg *
® indice Taquicardico - Controle (n=5) =-1,37 + 0,60 bpm/mmHg

4 Indice Taquicardico - Desnutrido(n=5) =-0,90 + 0,59 bpm/mmHg *

Figura 9 — Sensibilidade do reflexo barorreceptor em animais controles ou desnutridos apos bloqueio vagal. Os
indices barorreflexos bradicardico e taquicardico foram determinados pela relagdo AFC/APAM.O estimulo ao
barorreflexo foi desencadeado através de alteracoes na PAM, promovidas por inje¢oes endovenosas de
Fenilefrina ou Nitroprussiato de Sodio nos animais de ambos os grupos experimentais. * Diferenca significativa

comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado por teste t de Student
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Figura 10 — Laténcia do reflexo barorreceptor em animais controles ou submetidos a desnutri¢do protéica apos
bloqueio vagal. O intervalo de tempo decorrido entre a maxima altera¢do da PAM e a maior variag¢do da FC
desenvolvida barorreflexamente foi determinado frente a inje¢oes endovenosas de Nitroprussiato de Sodio (4) ou

Fenilefrina(B). * Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado por teste t de Student.
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¢ indice Bradicardico - Controle (n=7) =-1,68 £ 0,74 bpm/mmHg
* [ndice Bradicardico - Desnutrido (n=7) = -0,99 + 0,49 bpm/mmHg *
® indice Taquicardico - Controle (n=6) = -0,83 + 0,33 bpm/mmHg

4 [ndice Taquicardico - Desnutrido (n=6) = -0.98 + 0.56 bobm/mmHg

Figura 11 — Sensibilidade do reflexo barorreceptor em animais controles ou desnutridos apos bloqueio
simpatico cardiosseletivo. Os indices barorreflexos bradicardico e taquicardico foram determinados pela
relagdo AFC/APAM. O estimulo ao barorreflexo foi desencadeado através de alteragées na PAM, promovidas
por injegoes endovenosas de Fenilefrina ou Nitroprussiato de Sodio nos animais de ambos os grupos

experimentais. * Diferenga significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado por teste t de Student.
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Figura 12 — Laténcia do reflexo barorreceptor em animais submetidos a desnutri¢do protéica sob bloqueio
simpatico cardiosseletivo. O intervalo de tempo decorrido entre a maxima alteracdo da PAM e a maior varia¢do
da FC desenvolvida barorreflexamente foi determinado frente a injegoes endovenosas de Nitroprussiato de Sodio

(A) ou Fenilefrina(B). * Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado por teste t de
Student.
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5 — Discussdo

Apesar dos recentes avangos no combate a desnutricdo, esta permanece sendo ainda
um importante problema de satide publica dos paises em desenvolvimento. De maneira geral,
tanto em humanos como em animais, ela é responsavel por efeitos adversos na homeostase de
diversos sistemas fisiologicos. Especialmente em fases iniciais da vida, a subnutri¢do ¢ capaz
de produzir impactos severos, levando inclusive a disturbios cardiovasculares. Nesse contexto,
reforgamos aqui a importancia do estudo dessa patologia nas averiguagdes experimentais, uma
vez que dessa forma ¢ possivel elucidar com maior clareza os danos que a desnutri¢do pode
causar nos organismos. Para tal, sdo necesssarios modelos experimentais que devem satisfazer
uma gama de requisitos para sua escolha. Em nosso Laboratorio utilizamos o rato para
reproduzir o quadro de desnutricdo por ele ter metabolismo mais acelerado e apresentar ciclo
reprodutivo curto, além de ser de ficil manuseio.

Dentre as diversas metodologias utilizadas para a induzir um processo de desnutri¢do,
buscamos reduzir o teor protéico da dieta oferecida apdés a amamentacdo aos animais
desnutridos de 15% para 6% em nossos experimentos, o que representa uma reducdo de 60 %
da proteina dietética (caseina) oferecida. Esta metodologia de desnutricdo tem uso sistematico
em nosso Laboratorio e apresenta relativas similaridades com procedimentos empregados em
outros trabalhos da literatura (Agarwal e cols., 1981; Benabe e cols., 1993; Ferreira e cols.,
2003; Tropia e cols., 2001). Ao fim das 5 semanas, nas quais estiveram submetidos a restricao
protéica proposta, os animais do grupo desnutrido exibiram um peso corporal médio reduzido
a aproximadamente 1/3 do peso corpdreo do respectivo grupo controle. Diversos outros
trabalhos que utilizaram o rato como modelo experimental também tém relatado o déficit no
peso corporal promovido pela desnutri¢cao (Zucoloto e cols., 1975; Kim e cols., 1994; Oliveira
e cols., 2004). De uma maneira geral, a reducdo do peso corporal pode ser utilizada como um
indicador basico de desnutricao (Lucas, 1998). Outros fatores caracteristicos de um quadro
desnutri¢do tém sido apresentados por nosso Laboratorio e incluem baixos niveis de albumina
plasmatica e proteinas totais (Oliveira e cols., 2004; Tropia e cols., 2001). Diante desses
parametros ¢ possivel afirmar que a ragdo composta de 6 % de proteina (caseina) vem sendo
eficaz na promog¢ao de um quadro de desnutri¢do experimental.

Em nosso trabalho a PAM e FC basais do grupo desnutrido apresentaram-se

aumentadas em relacdo ao grupo controle. Os resultados de Tropia e cols. (2001) mostraram
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que a desnutricdo protéica provocada apds a amamentacdo por um periodo de 35 dias ndo
altera os niveis basais de PAM e FC de ratos, no entanto tais dados também apontaram um
aumento da atividade simpatica vasomotora naqueles animais. Posteriormente, neste mesmo
modelo experimental, mas utilizando uma metodologia mais precisa, niveis maiores de PAM e
FC basais foram observados por Oliveira e cols. (2004). Nossos resultados assemelham-se
aqueles reportados por esses ultimos autores, apesar da metodologia utilizada na coleta e
analise dos dados do presente trabalho ser desigual da empregada por eles, e aproximar-se da
realizada por Tropia e cols. (2001). A determinagdo desses pardmetros deu-se em um niimero
maior de animais em nossos estudos comparado ao utilizado por qualquer daqueles outros
autores.

Além de uma maior atividade simpdtica vascular (Tropia e cols, 2001), tém sido
demonstrado que nosso modelo de desnutricdo também ¢ capaz de proporcionar alteragdes na
atividade autondémica cardiaca. Martins e cols. (2004) demonstraram, através do calculo do
IAC, que a modulacdo simpatica sobre os niveis de FC parece prevalecer sobre a vagal, em
consequéncia da desnutricdo protéica. Isso ¢ o oposto daquilo que acontece nos animais
controles de nosso modelo experimental, onde a prevaléncia autondmica cardiaca ¢ do braco
parassimpatico. Naquele estudo, os autores observaram um [IAC menor do que 1 (um) no
grupo experimental submetido a restricao protéica.

Entretanto, ¢ sabido que mudancas no IAC podem estar relacionadas com alteracdes
em ambas divisdes do SNA (Goldberger, 1999). Machado e Brody (1989) demonstraram que
tanto o aumento da atividade simpdtica quanto a diminuicdo da atividade parassimpéatica
provocam queda nos valores de FC intrinseca (Machado & Brody, 1989). Entao, a redugdo do
IAC pode ser ocasionada por um aumento da atividade simpdtica sobre a FC, reducao da
atividade vagal sobre tal parAmetro ou ambos. E fato que diversas evidéncias suportam a idéia
de que a deficiéncia de proteinas pode afetar a atividade do SNA, possibilitando alteragcdes na
atividade simpatica e, por conseguinte, na FC e PA (Fernandez-Repollet e cols., 1989;
Hawkins e cols., 2000; Young e cols., 1985). No presente trabalho, o uso de um bloqueador
dos receptores [3;, predominantes no coragdo, promoveu uma maior queda da FC nos animais
desnutridos, indicando que o efeito maximo do bloqueador simpatico foi maior nesses animais
que no grupo controle (figura 6B e tabela VI). Logo, nossos resultados corroboram evidéncias
da literatura que apontam para um aumento da atividade simpdtica em animais submetidos a

uma dieta hipoprotéica. Mas, por outro lado, a elevacdo maxima da FC em decorréncia do
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bloqueio atropinérgico foi menor nos animais desnutridos (figura 6A e tabela V), o que expde
um prejuizo na participagdo vagal sobre o cronotropismo cardiaco, sugerindo-nos distor¢des
em ambos os bracos do SNA, simpéatico e parassimpatico.

A sensibilidade dos pressorreceptores ¢ uma excelente medida de fun¢do autondmica
cardiaca (De Angelis e cols., 2004). O uso de bloqueios farmacologicos seletivos das
atividades autonomicas nos permitiu avaliar a participacdo dos componentes vagal e simpatico
na resposta barroreflexa sobre a FC, diante das situagdes de aumento ou diminui¢do da PAM
provocadas através do uso de drogas vasoativas. As administracdes dessas drogas podem ser
feitas por injecdes na forma de bolus, método steady-state (estado estaciondrio) ou “rampa de
infusdo” (Farah e cols., 1999). O reflexo barorreceptor neste estudo foi avaliado mediante
inje¢des endovenosas em bolus. E importante ressaltar que a escolha desse método, dentre
outros fatores, teve a intengdo de reproduzir a metodologia utilizada por Tropia e cols. (2001),
ao promover alteracdes bruscas da PA, embora a utilizagdo das outras estratégias permitissem
melhor discernimento entre participacdes simpatoinibitérias e vagais nas bradicardias. O uso
de diferentes doses das drogas vasopressoras e vasodepressoras possibilitou a obtencdo dos
ganhos barorreflexos em locais relativamente dispersos dentro de uma faixa selecionada de
alteragdes pressoricas, 10 a 50 mmHg. Elevagdes de pressdo sanguinea maiores que 50 mmHg
podem envolver a participacdo de outros reflexos cardiacos nas respostas bradicérdicas e,
portanto, também foram descartadas (Head & McCarty, 1987). Por outro lado, alteracdes
pressoricas inferiores a 10 mmHg ndo foram aproveitadas em nossos estudos a fim de
minimizar a influéncia de mudancas aleatérias da PAM sobre a posterior andlise dos
parametros.

Para se avaliar a sensibilidade barorreflexa pode se utilizar o calculo do coeficiente de
regressao linear, do indice AFC/APAM ou do ganho médio obtido através de fungdo logistica.
Assim como na analise por regressao linear, o indice barorreflexo AFC/APAM fornece acesso
de forma diferenciada aos ganhos barorreflexos de respostas bradicardicas e taquicardicas.
Isso difere da analise por fungdo logistica, a qual fornece apenas um valor que caracteriza o
ganho médio do controle barorreflexo da FC (Farah e cols., 1999).

As contribuicdes dos componentes simpatico e parassimpatico na promocdo das
respostas cronotropicas tem caracteristicas peculiares distintas, diante de um aumento ou

diminui¢do da PA. Enquanto a taquicardia baroreflexa ¢ determinada por atuagdo de ambos os
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componentes autondmicos, retirada parassimpatica e principalmente maior ativagdo simpatica,
a bradicardia barorreceptora ¢ praticamente determinada por uma descarga vagal, uma vez que
o simpatico ¢ muito lento para responder a mudancas bruscas na PAM (Head & McCarty,
1987). Logo, a determinagao dissociada dos ganhos bradicardicos e taquicardicos parece expor
melhor as disfungdes autondmicas do que as analises realizadas por meio de fungdes
logisticas. Além disso, Tropia e cols. (2001) observaram nos animais desnutridos um aumento
no indice barorreflexo bradicardico ao passo o taquicdrdico manteve-se inalterado. Diante
desses achados, ¢ possivel perceber que a curva de fungdo logistica ndo permitiria a
reprodutibilidade dos resultados daqueles autores. Entdo, seria prudente a escolha tanto do
indice baroreflexo quanto da andlise por regressao linear como possiveis métodos de estudo da
disfuncao autondmica, onde acabamos por optar pelo primeiro.

Conforme esperado, nosso estudo reproduziu as alteracdes baroreflexas observadas por
Tropia e cols. (2001). O indice bradicardico barorreflexo do grupo de animais submetidos a
desnutri¢do protéica, mostrado na figura 7 e tabela VII, foi maior que o apresentado pelo
respectivo grupo controle, enquanto o taquicardico ndo diferiu entre os grupos estudados.
Mudancas na sensibilidade do reflexo barorreceptor ja haviam sido reportadas em outros
modelos de restricdo dietética tardia (Herlihy e cols., 1992). Entretanto, nosso modelo de
desnutri¢do difere do utilizado por aqueles autores por restringir apenas o teor protéico € ndo o
calorico da dieta fornecida, dentre outras diferengas. De fato aqueles autores também
reportaram aumento da sensibilidade barorreflexa em seu modelo experimental, entretanto eles
puderam observar alteragdes quanto ao indice taquicardico barorreflexo e nao o bradicardico.

Quando analisamos esses indices apos o bloqueio atropinérgico, observamos que os
animais desnutridos mantiveram indices bradicardicos ligeiramente superiores aqueles
apresentados pelo grupo controle e distintos daqueles observados no duplo bloqueio. Esses
dados nos indicam uma contribuicdo mais significativa da simpatoinibi¢do na promocao de
bradicardias baroreflexas, podendo ser esta uma das razdes do aumento do indice bradicardico
observado nos animais desnutridos em trabalhos anteriores do nosso Laboratério. O menor
indice taquicardico observado nestes animais, quando atropinizados, sdo coerentes com
aqueles dados apresentados neste e em outros trabalhos que indicam um aumento da atividade
simpatica cardiaca e vascular em animais desnutridos (Martins e cols, 2004; Tropia e cols,
2001). Em situagdes clinicas, como na hipertensdo essencial, a sensibilidade dos

barorreceptores para o controle da FC também se encontra reduzida. Entretanto, isso tem sido
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correlacionado a reducdo do componente eferente vagal, uma vez que essa alteragdo ¢ mais
evidente frente a aumentos do que a quedas da PA (Dall'Ago e cols., 1999).

De forma similar ao que ocorre na hipertensdo essencial, a participagdo do sistema
nervoso parassimpdtico parece se encontrar minorada também em nosso modelo de
desnutri¢do. O estimulo do reflexo barorreceptor pelo uso de fenilefrina, apds bloqueio dos
receptores [3; adrenérgicos cardiacos, nos permitiu confirmar a redugdo da atividade vagal na
promocao das bradicardias baroreflexas no grupo desnutrido. Tal achado reafirma aqueles
dados que apontaram um menor efeito vagal nesses animais. Por outro lado, diante do uso de
um vasodilatador e promotor de uma diminui¢do da PA, a desnutri¢do imposta ndo atrapalhou
a capacidade do SNA de inibir a atividade vagal. Diante do bloqueio exclusivo da eferéncia
simpatica cardiaca, ha auséncia de uma diferenca significativa entre os indices taquicardicos
dos grupos estudados.

O prejuizo do componente eferente vagal aliado a evidéncias de aumento na atividade
simpatica, aproximam as disfuncdes autondmicas observadas na desnutrigdo, ndo apenas
aquelas apontadas na hipertensdo arterial, mas também ao quadro autondomico encontrado na
insuficiéncia cardiaca. Esta ltima patologia leva a uma série de alteracdes fisioldgicas que
podem influir diretamente no estado nutricional. Individuos acometidos de insuficiéncia
cardiaca apresentam, freqiientemente, perda de peso de modo progressivo podendo chegar ao
quadro de caquexia cardiaca (Costa & Silva, 2002). Pertinentemente, nossos resultados
reforcam a importancia do cuidado nutricional nessa patologia no intuito de prevenir efeitos
sinérgicos das disfun¢des autondmicas desencadeadas em ambas as morbidades, desnutrigdo e
insuficiéncia cardiaca, uma vez que, apenas recentemente, foi descrita na literatura a
ocorréncia de faléncia cardiaca em conseqiiéncia de uma desnutricao protéica (Cheema e cols.,
2005). Além disso, a metodologia de desnutri¢do utilizada por aqueles autores ¢ gestacional e
difere da empregada em nossos trabalhos, especialmente, pela reversibilidade dos danos
promovidos no organismo dos animais.

O quadro autonémico observado no diabetes experimental, induzido pelo uso de
estreptozotocina em ratos, aproxima-se do observado em nosso modelo ao indicar o prejuizo
vagal e difere ao demonstrar normalidade da atividade simpética cardiaca (Maeda e cols.,
1995). Ja a situagdo autondmica em pacientes diabéticos sem evidéncias de neuropatias
autondmicas (Pagani e cols., 1988) parece distanciar-se do observado em nossos resultados,

por estar associado a prejuizos em ambas algas eferentes do SNA, simpatica e parassimpatica.

40



000/ Discussio

De uma forma geral, nossas observacdes evidenciam um prejuizo no controle
autondmico barorreflexo promovido pela desnutricdo protéica, com aumento da atividade
simpatica e diminui¢do da parassimpatica. Em adi¢@o, relatamos aumento dos niveis da PA e
FC nesses animais, corroborando dados da literatura que associam hipertensao, hiperatividade
simpatica e disfuncdo barorreflexa, como os resultados do trabalho de Floras e cols. (1988).
Logo, além do controle reflexo agudo da atividade autondmica, os pressorreceptores também
exercem controle tonico sobre a atividade simpatica (inibi¢do) e parassimpatica (estimulagdo)
(De Angelis e cols., 2004). Coerentemente, a disfuncdo dos barorreceptores associa-se com
aumentos da atividade simpatica e principalmente redugdes da atividade parassimpatica,
aumentando a FC e elevando a variabilidade da PA, o que tem conseqiiéncias importantes no
controle cardiovascular (Dall'Ago e cols., 1999). E pertinente relembrar que ja foi
demonstrado o aumento da variabilidade da PA e FC no protocolo de desnutri¢ao utilizado em
nosso Laboratorio (Oliveira e cols., 2004). A maior variabilidade da PA observada naquela
ocasido pode ser, portanto, facilmente relacionada a disfuncdo barorreceptora observada neste
trabalho, tendo como referencial a maior variabilidade da PA observada em animais, quando
submetidos a DAS (Krieger, 1964). A disautonomia cardiaca observada em nosso modelo
experimental pode relacionar-se ao aumento da variabilidade da FC, observado por Oliveira e
cols. (2004), tanto através da indicagdo de um prejuizo do controle vagal sobre a FC, quanto
pela indicagdo de aumento da atividade simpatica cardiaca, ambos permitindo encurtamento e
irregularidades no periodo refratario cardiaco nos ratos submetidos a restrigdo protéica.
Entretanto esse tema parece controverso mesmo diante da literatura e, assim, carece de
maiores esclarecimentos.

Diante dos resultados até entdo apresentados e discutidos neste trabalho, enfatizamos
aqui um tema que se apresentou de forma intrigante em nossos questionamentos. Tendo em
vista que a divisdo simpatica do sistema eferente motor ¢ mais lenta (na ordem de grandeza
dos segundos) que a atuagdo vagal para a modula¢do cronotropica das alteracdes agudas da
PA, como poderia haver uma agdo sinérgica rapida e eficaz entre ambas as divisdes do SNA,
na promocdo das bradicardias do reflexo barorreceptor? Buscando responder esse
questionamento, resolvemos avaliar, em nossos proprios registros, o atraso no surgimento das
maximas respostas cronotropicas reflexas em relagdo as maiores variagdes da PA, conseguidas
pelo uso das drogas vasoativas. A escolha do pico de alteragdo pressorica como ponto de

referéncia para medir os retardos barorreflexos, considerou a influéncia de distor¢des
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farmacocinéticas no uso dos agentes vasopressores € vasodilatadores em animais desnutridos,
que pudessem interferir na avaliagdo desse parametro, por exemplo, uma menor
responsividade ao uso de agonistas 0; adrenérgicos nos desnutridos (Bell, 1988). Assim, de
acordo com o exposto nas figuras 8 e 10 , as respostas aos estimulos baroreflexos nos animais
desnutridos se demonstraram, de maneira geral, mais lentas.

O maior atraso na promoc¢do de respostas bradicardicas barorreflexas nos animais
desnutridos, apresentado nas figuras 8B e 10B, reforca a idéia de um aumento na participagao
da inibicdo do simpdtico cardiaco em respostas bradicardicas oriundas de estimulagdes
pressorreceptoras. Esse comportamento pode ser interpretado de diversas formas. Dentre elas,
uma possivel explicagdo ¢ que isso seja uma conseqiiéncia do detrimento de outros
componentes determinantes dessa resposta, como a divisdo parassimpatica, na promocao de
respostas bradicardicas mais rapidas e potentes, ou mesmo, uma atenuada resposta vascular,
por meio da simpatoinibicdo vasomotora ou outros mecanismos vasorrelaxantes. Talvez, a
dificuldade em refrear a elevagdo abrupta da PA nos animais desnutridos poderia nos ter
propiciado observar nesses organismos, uma maior eficacia dessa outra ferramenta de controle
relativamente rapido da pressdo sanguinea: a inibicdo da por¢do cronotropica do simpatico
cardiaco.

Na condicdo livre de bloqueadores farmacologicos, o lento desenvolvimento da
hipotensdo promovida pelo nitroprussiato de sddio, somado a atuacdo ligeiramente mais rapida
da divisdo parassimpatica em relagdo a simpatica, no rebate a alteracdes da PA, pode ter
conferido certa agilidade e conforto na normalizacdo dos niveis da PAM de animais
desnutridos, compensando a ineficiéncia da eferéncia simpatica e o atraso do reflexo na
producdo das taquicardias nesses organismos. Uma maior demora na producdo de eventos
taquicardicos observada no grupo desnutrido, quando atropinizado, desmascara essa
deficiéncia e corrobora aquelas averiguacdes que acusam o aumento da atividade simpatica
cardiaca nesse grupo experimental. Ela supde dificuldades encontradas pelo sistema nervoso
simpatico em reduzir ainda mais o curto periodo refratario cardiaco, nos quais se encontravam
os animais submetidos a desnutri¢do e bloqueio autondmico vagal. Por outro lado, embora nao
tenham sido significativamente demonstradas maiores laténcias reflexas nos desnutridos
submetidos ao bloqueio [ adrenérgico, nossos resultados indicam expressivamente essa
tendéncia, podendo este esclarecimento ser reavaliado em métodos de melhor precisdo. Assim,

os maiores retardos reflexos observados na auséncia dos bloqueadores ndo deveriam ser
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atribuidos exclusivamente a uma maior lentidao das respostas evocadas por meio dos eferentes
simpaticos e sim a mecanismos precedentes a estas simpatoevocagdes.

Em relagdo aos mecanismos responsaveis pelos disturbios e atrasos no
desencadeamento das respostas baroreflexas nos animais desnutridos, diversas hipdteses
podem ser levantadas. Modificagdes envolvendo os receptores de estiramento, a via aferente, a
integracdo central, a via eferente e o 6rgdo alvo podem causar mudangas nas respostas
barorreflexas. Dentre elas, destacamos os transtornos relacionados a neurotransmissdo das
aferéncias cardiovasculares, como contribuintes dentre os possiveis responsaveis pelas
alteracdes nos reflexos cardiovasculares em animais submetidos a desnutri¢cao protéica.

Sabe-se que tanto o reflexo barorreceptor quanto o cardiopulmonar Bezold-Jarisch
utilizam mecanismo similares em suas vias de neurotransmissao (Chianca, Jr. ¢ cols., 1997;
Colombari e cols., 1994; Verberne & Guyenet, 1992) e que o sistema glutamatérgico pode
estar afetado pela desnutricdo (Agarwal e cols., 1981; Rotta e cols., 2003). Estudos
desenvolvidos no mesmo modelo de desnutri¢dao utilizado em nosso trabalho tém demonstrado
alteragcdes ndo apenas no reflexo barorreceptor mas também no reflexo Bezold-Jarisch (Tropia
e cols, 2001). Assim, até o presente trabalho haviam sido demonstrados aumentos nas
bradicardias de ambos os reflexos, além de uma maior hipotensdo decorrente de injecdes
endovenosas de serotonina, na ativagdo do reflexo cardiopulmonar, em ratos desnutridos.

Nesse sentido, uma importante contribuicdo do nosso trabalho ¢ a demonstracdo de
uma maior simpatoinibicdo desencadeada pela administracdo endovenosa de fenilefrina. Ela
pdde ser observada na maior resposta cronotropica barorreflexa desses animais, diante do
bloqueio atropinérgico. Embora seja conhecido haver dissociacdo entre as projecdes
autondmicas simpaticas e parassimpaticas no NTS, conforme demonstrado através de
microinjecdes de L-glutamato no NTS de ratos ndo anestesiados (Machado e cols., 1997),
poderiam ser esperadas similaridades na ativacdo dos mecanismos reflexos barorreceptor e
cardiopulmonar quanto as descargas vagais e simpatoinibi¢des, tendo em vista a utilizacdo de
neurocircuitarias aferentes similares entre ambos reflexos. Como confirmamos algumas dessas
semelhancas, remetemos a razao dos distirbios observados a regides comuns da integragdo de
ambos reflexos cardiacos no SNA.

Assim, uma alteracdo na sintese e/ou liberacdo ou degradagdo de L-glutamato no NTS
pode ser a principal via responsavel pelas alteracdes em ambos os reflexos cardiopulmonar e

barorreceptor dos animais em restricao protéica. A hipotese de alteracdes na neurotransmissao
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em determinadas regides do SNC ¢ reforcada por observagdes de Batista, (2004) que
reportaram que a desnutricdo neonatal € capaz de reduzir a liberacdo de glutamato estimulada
por potassio no cortex cerebral, tronco, mesencéfalo e hipocampo. Estudos de Agarwal e cols.
(1981), numa metodologia de desnutricdo mais proxima daquela empregada neste trabalho,
também observaram alteragdes no metabolismo do glutamato. Com isso, torna-se bastante
pertinente a avaliagdo da sintese, liberacdo e degradagdo dos neurotransmissores aminoacidos
excitatorios e seus respectivos receptores, para a elucidagdo dos disturbios centrais na
regulacdo da PA em nosso modelo experimental.

Obviamente, outras alteragcdes nesta e em diversas outras areas da circuitaria do arco-
reflexo mecanorreceptor podem estar envolvidas na promocao dos disturbios que acometem a
modulagdo reflexa da PA em animais desnutridos. Dentre elas, ndo devemos deixar de
mencionar a possibilidade de transtornos relacionados a mielinizagdo do SNC, especialmente
das fibras aferentes do barorreflexo, contribuirem, mesmo simploriamente, com as alteragdes
observadas na sensibilidade e na laténcia do reflexo barorreceptor. Estudos comparativos entre
os Nervos Depressores Adrticos de ratos normotensos e espontaneamente hipertensos (Fazan e
cols., 1999; Fazan e cols., 2001) demonstraram que, embora o numero de fibras mielinicas
seja 0 mesmo, essas fibras apresentam didmetros menores nos ratos hipertensos (Fazan e cols.,
1999).

Outra hipdtese aqui abordada ¢ a possivel interferéncia de alteragdes promovidas no
sistema limbico e os desajustes no sistema de controle autondémico da PA observados.
Alteragdes comportamentais hipocampo-dependente ja foram descritas em modelos de
desnutri¢do tardios (Lukoyanov & Andrade, 2000). Em nosso modelo experimental, onde a
desnutricdo também foi iniciada apds a amamentagdo, portanto fora de uma fase critica do
desenvolvimento cerebral, alteracdes comportamentais puderam ser observadas, mesmo que
apenas visualmente. Além disso, hd na literatura trabalhos que correlacionam mudancas
comportamentais e alteracdes da sensibilidade barorreflexa (Watkins & Grossman, 1999).

O controle autondmico da fungdo barorreflexa, conforme ja abordamos, sofre
influéncia também do sistema enddcrino, que, sendo passivo de alteragdes conseqiientes da
desnutri¢do, pode ter papel importante nas alteragdes reflexas observadas. Ja estd demonstrado
que o status da tiredide, por exemplo, tem significativa influéncia sobre o controle autondmico

da funcdo barorreflexa (Foley e cols., 2001). Logo, tornam-se cruciais avaliagdes de
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parametros hormonais na elucida¢do das alteragdes autondmicas promovidas pela restricao
protéica.

Por outro lado, tem sido demonstrado que a transmissao de sinais barorreflexos no NTS
dependem da atividade da NO-sintase neuronal (Talman & Dragon, 2004). Sabe-se que a
desnutri¢do protéica em ratos reduz a atividade da NO-sintase no cérebro, coragdo, pulmoes e
musculo esquelético, dentre outros tecidos (Wu e cols.,, 1999). Portanto, alteragdes na
atividade dessa enzima também podem estar relacionadas as alteragdes observadas em nosso
modelo experimental.

Recentemente, foram reportadas alteragdes do controle autondmico em ratos com
hiper-atividade do sistema renina-angiotensina ou cinina-calicreina (Ribeiro e cols., 2005). As
alteragdes encontradas também se assemelham com as encontradas neste estudo ao indicar o
aumento da atividade simpatica e prejuizo vagal. Dados preliminares do nosso Laboratorio
também tém relacionado o aumento das atividades angiotensinérgicas a alguns dos distirbios
encontrados em nosso modelo de desnutri¢do, como a indicagdo de um aumento da atividade
simpatica e da variabilidade da PAM e FC. Nesse sentido, parece uma escolha prudente a
avaliagdo da atividade do sistema renina angiotensina em nosso modelo experimental bem
como suas interagdes com o controle da atividade autondmica nos animais desnutridos.

Outra hipotese pode ser levantada diante da observacdo de uma diminuigdo reversivel
no numero de receptores a e B adrenérgicos cardiacos, decorrente de desnutricdo promovida
no periodo de lactacdo. Estes dados sugerem que o nimero de receptores adrenérgicos
cardiacos seja controlado, pelo menos em parte, pelo status nutricional. Déficit neste nimero
de receptores causado por ma nutricdo, provavelmente, pode contribuir para uma reduzida
responsividade a estimulacdo adrenérgica (Bell, 1988). Em conseqiiéncia disso, ¢ pertinente a
hipétese de que uma menor responsividade adrenérgica incite um mecanismo adaptativo de
ajuste autondmico da PA em animais desnutridos. Em adi¢do, dados preliminares do nosso
Laboratério tem observado que a desnutri¢cdo, apds a amamentagdo e por um periodo de 35
dias, provoca alteragdes em outros componentes do organismo importantes no controle da PA,
como o coragdo e o rim. Especificamente no coracdo, 6rgao efetor do reflexo barorreceptor,
tem sido observado um quadro discreto de degeneracao hialina (Vaz Tostes, 2005), o que pode
ter repercussdes nos ajustes rapidos da PA.

Enfim, transtornos em diversos locais da malha barorreflexa podem estar relacionados

com as alteracdes barorreflexas observadas em nosso modelo experimental. Tendo em vista
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que o reflexo barorreceptor ¢ o principal mecanismo de ajuste, momento a momento da PA, ¢
prudente advertir, que o comprometimento funcional dos pressorreceptores pode atuar como
elemento permissivo ao estabelecimento de alteragdes primdrias em outros mecanismos
determinantes da fun¢do cardiovascular, por ndo modular a atividade simpatica e
parassimpatica de modo adequado. Assim, prejuizos no controle autonémico desse reflexo

podem ter repercussdes generalizadas no ja debilitado organismo desnutrido.
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6 — Conclusado

De modo sumarizado, nossos experimentos apontaram que:

A desnutri¢do protéica promovida apos o periodo de amamentagdo causou uma severa

reducdo do peso corporal em ratos.

Os niveis basais de PAM e FC apresentaram-se elevados nos ratos submetidos ao

protocolo de desnutricdo utilizado em nossos experimentos, quando comparado ao

grupo controle.

Os ratos do grupo desnutrido apresentaram um aumento do efeito simpatico e reducgdo

do efeito vagal em relagdo ao respectivo grupo controle.

Os ratos submetidos a desnutricdo protéica apresentaram um ganho barorreflexo

aumentado em relagdo aos ratos controles, quando das inje¢des endovenosas de

fenilefrina.

O indice bradicardico barorreflexo ndo foi abolido pelo bloqueio vagal e permaneceu

aumentado nos ratos desnutridos em relagdo aos controles mesmo nesta condigdo de

bloqueio autondmico.

O indice bradicardico barorreflexo apresentou-se reduzido nos ratos desnutridos em

relacdo aos controles na condi¢do de bloqueio simpatico cardiosseletivo.

O indice taquicardico barorreflexo estava atenuado nos ratos do grupo desnutrido sob

bloqueio vagal, em comparagdo ao respectivo grupo controle.

A estimativa da laténcia do reflexo barorreceptor apresentou-se maior nos ratos

desnutridos em comparagdo aos controles diante das injecdes endovenosas de

fenilefrina, nas condi¢des livre de bloqueios e bloqueio vagal.

A estimativa da laténcia do reflexo barorreceptor apresentou-se maior nos ratos

desnutridos em comparacdo aos controles, diante das injegdes endovenosas de

nitroprussiato de sddio sob bloqueio vagal.

Vérios podem ser os mecanismos pelos quais o barorreflexo estd alterado na
desnutricdo Nosso estudo buscou avaliar possiveis disfungdes do SNA na desnutricdo que
podem estar contribuindo para uma alterada resposta autondmica no sistema cardiovascular. O
arco reflexo ¢ constituido por uma maquinaria que envolve os receptores de estiramento, via
aferente, integragdo central, via eferente e 6rgdo alvo, modificagdes em alguma destas vias

podem causar mudancas nas respostas barorreflexas. Em nossos trabalhos, evidéncias
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sugeriram disfun¢cdes em ambos componentes da resposta neuro-vegetativa barorreflexa,
simpatico e parassimpatico. Além do prejuizo da atividade vagal e do aumento da atividade
simpatica cardiaca, nossos dados evidenciaram atrasos no funcionamento do circuito reflexo,
sendo que esses achados podem representar alteragdes nas diversas areas dessa complexa

maquinaria, a principal responsavel pelo controle rapido da PA.
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8 — Apéndice

Tabela II — Efeito da desnutri¢do sobre o peso corporal dos ratos (g/100g de ragdo)

Controle Desnutrido

Animal Peso (g) Animal Peso (g)
1 206 1 65
2 206 2 66
3 225 3 68
4 210 4 68
5 209 5 69
6 200 6 74
7 200 7 64
8 210 8 65
9 216 9 70
10 210 10 73
11 195 11 66
12 230 12 58
13 200 13 64
14 200 14 65
15 220 15 68
16 201 16 70
17 215 17 71
18 215 18 74
19 215 19 74
20 206 20 74
21 200 21 80
22 220 22 58
23 195 23 66
24 200 24 71
25 195 25 59
26 190 26 50
Média 207+10 Média 67+£6*

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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Tabela III — Niveis basais de PAM e FC em ratos desnutridos e seu respectivo grupo controle.

Controle Desnutrido
Animal PAM basal FC basal PAM basal FC basal
(mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)
1 106 362 110 437
2 105 394 123 419
3 117 343 142 369
4 107 410 142 430
5 123 382 113 430
6 122 358 131 379
7 108 394 101 444
8 123 430 100 468
9 116 344 127 429
10 123 430 139 414
11 97 379 125 435
12 108 396 142 499
13 106 386 149 431
14 127 419 151 464
15 116 399 107 424
16 115 396 102 449
17 129 335 102 429
18 113 407 122 412
19 121 349 104 440
20 112 366 109 426
21 112 377 117 486
22 119 452 151 521
23 112 377 130 532
24 107 381 141 354
25 105 439 118 341
26 122 377 116 452
Média 114+8 388430 124+17* 435+45*

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student.
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Tabela IV — Niveis médios de PAM e FC antes e apos os bloqueios autonomicos cardiacos.

Grupo Controle Grupo Desnutrido
Componente PAM FC PAM FC
bloqueado (mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)
... Antes 118+7 399+41 12621 418+44
Parassimpatico
=14
(n=14) Depois 11948 467+37% 128425 463+41*
. Antes 116+8 390+28 122+16 417459
Simpatico
=8
(n=8) Depois 1129 342+11%  115+11 334+50%

* Diferenga significativa comparada ao mesmo parametro controle (antes do bloqueio) (P<0,05),

indicado por teste t pareado.
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Tabela V — Efeito vagal.

Controle Desnutrido
FC Maxima Diferenca FC Maxima Diferenca
Animal basal FC (bpm) basal FC (bpm)
(bpm) (bpm) (bpm) (bpm)
1 386 520 134 437 492 55
2 419 493 74 419 581 162
3 399 493 94 430 526 96
4 396 473 77 430 513 83
5 335 578 243 444 543 99
6 407 501 94 468 551 83
7 349 524 175 429 527 98
8 366 501 135 414 496 82
9 377 528 151 435 615 180
10 452 514 62 499 544 45
11 377 515 138 431 510 79
12 381 461 80 464 488 24
13 377 563 186 424 468 44
14 439 533 94 341 429 88

Média 390+32 514432 124+52 433+35 520+47 87+42*

Tabela VI — Efeito simpatico.

Controle Desnutrido
FC Minima Diferenca FC Minima Diferenca
Animal basal FC (bpm) basal FC (bpm)
(bpm) (bpm) (bpm) (bpm)
1 362 322 40 449 296 153
2 394 344 50 429 294 135
3 343 310 33 440 343 97
4 410 309 101 426 387 39
5 358 330 28 521 370 151
6 344 310 34 354 293 61
7 430 328 102 341 210 131
8 379 338 41 452 328 124
Média 378+32 324413 54430 427457 315455 111242*

* Diferenga significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado teste t de Student.
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Tabela VII — Variacées de PAM e FC, Indice Bradicdrdico (IB) e Periodo de Laténcia (L) das respostas

barorreflexas decorrentes de inje¢oes endovenosas de Fenilefrina nos animais dos grupos controle e desnutrido.

Controle (n=21) Desnutrido (n=21)

APAM AFC IB APAM AFC IB

(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
10 -14 -1,4 1,6 10 -15 -1,5 19,5
13 -38 -2,9 0,4 11 -6 -0,5 1,4
14 -18 -1,3 0,0 11 -38 -3,5 0,9
16 -21 -1,3 1,9 11 -6 -0,5 33
20 -55 -2,8 0,8 12 -5 -0,4 7,6
20 -43 -2,2 0,6 12 -29 2.4 4,2
22 -52 -2,4 4,0 13 -36 -2,8 5,9
23 -13 -0,6 2,7 14 -36 -2,6 4.6
24 -29 -1,2 2,6 14 -37 -2,6 5,6
25 -50 -2,0 0,4 14 -21 -1,5 0,5
25 -47 -1,9 1,3 15 -34 -2,3 8,6
26 -36 -1,4 1,1 15 -18 -1,2 4,1
26 -41 -1,6 4.3 16 -56 -3,5 7,4
26 -24 -0,9 12,0 16 -25 -1,6 3,6
26 -37 -1,4 0,0 16 -14 -0,9 0,8
27 -33 -1,2 5,1 16 -18 -1,1 15,8
27 -18 -0,7 1,1 18 -21 -1,2 6,5
27 -54 -2,0 6,6 18 -51 -2,8 0,7
28 -28 -1,0 0,8 18 -10 -0,6 10,7
28 -38 -1,4 5,9 18 -46 -2,6 8,0
28 -62 -2,2 1,7 19 -35 -1,8 2,6
28 -61 -2,2 1,9 20 -27 -1,4 5,9
28 -45 -1,6 1,5 20 -53 -2,7 4,5
29 -44 -1,5 0,8 20 -17 -0,9 3,3
29 -17 -0,6 0,2 22 -24 -1,1 34
30 -19 -0,6 1,6 22 -29 -1,3 0,1
30 -69 -2,3 0,3 23 -48 -2,1 5,2

Continua na pdgina seguinte
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Tabela VII — Continuagdo

Controle (n=21) Desnutrido (n=21)

APAM AFC IB APAM AFC IB

(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
31 -33 -1,1 0,0 24 -47 -2,0 5,1
31 -41 -1,3 1,6 25 -48 -1,9 5,9
31 -43 -1,4 3,0 25 -75 -3,0 7,0
31 -64 -2,1 2,2 25 -75 -3,0 7,0
33 -46 -1,4 1,3 25 -58 -2,3 8,9
33 -42 -1,3 1,3 25 -70 -2,8 1,7
34 -63 -1,9 2,2 27 -60 -2,2 0,2
34 -93 -2,7 0,7 27 -14 -0,5 1,1
36 -93 -2,6 0,6 27 -76 -2,8 12,8
36 -108 -3,0 0,7 28 -43 -1,5 1,0
36 -23 -0,6 1,3 29 -41 -1,4 7,4
37 -18 -0,5 0,8 29 -45 -1,6 2,8
37 -61 -1,6 4.4 29 -31 -1,1 15,7
37 -62 -1,7 5,2 30 -37 -1,2 9,2
38 -87 -2,3 1,3 30 -57 -1,9 0,6
38 -109 -2,9 4.9 30 -39 -1,3 10,4
41 -40 -1,0 1,7 31 -75 -2,4 0,7
42 -50 -1,2 4,0 32 -56 -1,8 3,7
42 -44 -1,0 1,0 32 -73 -2,3 4.6
43 -84 -2,0 0,2 33 -96 -2,9 1,3
43 -31 -0,7 8,3 33 -87 -2,6 6,9
43 =77 -1,8 5,6 33 -79 -2,4 7,0
44 -83 -1,9 0,8 33 -62 -1,9 9,9
44 -62 -1,4 0,1 34 -58 -1,7 8,1
44 -89 -2,0 1,0 35 -79 -2,3 9,8
45 -47 -1,0 -1,8 35 -86 -2,5 13,4
45 -76 -1,7 2,3 37 -37 -1,0 17,3
47 -90 -1,9 1,2 39 -141 -3,6 1,0
47 -100 -2,1 1,1 40 -42 -1,1 0,5
48 -69 -1,4 0,6 40 -72 -1,8 3,9
48 -107 -2,2 0,9 40 -82 -2,1 33
48 -141 -2,9 -0,4 40 -68 -1,7 8,6
49 -76 -1,6 0,8 43 -151 -3,5 2,0
49 -79 -1,6 1,2 43 -121 -2,8 4,2
Média -1,64+0,65 1,99+2,30 -1,93+0,83* 5,70+4,51*

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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Tabela VIII — Variagoes de PAM e FC, Indice Taquicdrdico (IT) e Periodo de Laténcia (L) das respostas

barorreflexas decorrentes de inje¢oes endovenosas de Nitroprussiato de Sodio nos animais dos grupos controle e

desnutrido.
Controle (n=12) Desnutrido (n=12)
APAM AFC IT APAM AFC IT
(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
-10 43 -4.3 0,5 -11 67 -6,1 1,8
-10 21 -2,1 -1,2 -11 36 -3.3 0,0
-10 57 -5,7 5,1 -11 36 -3.3 2.4
-11 20 -1,8 2,6 -11 46 -4,2 1,9
-11 24 -2,2 7,0 -12 12 -1,0 12,1
-11 18 -1,6 1,9 -13 21 -1,6 5,7
-11 51 -4,6 2,2 -13 34 -2,6 11,7
-11 35 -3,2 8,4 -14 55 -39 -0,5
-12 21 -1,8 3,6 -14 62 -4,4 3,1
-12 25 -2,1 8,4 -15 34 -2,3 9,0
-12 44 -3,7 4,5 -15 47 -3,1 10,4
-13 40 -3,1 5,2 -15 71 -4,7 4.9
-13 100 -1,7 8,4 -15 60 -4,0 1,5
-13 33 -2,5 9,1 -16 49 -3,1 2,5
-13 46 -3,5 3,0 -16 46 -2,9 7,0
-14 82 -5,9 0,4 -16 63 -39 -0,6
-14 13 -0,9 0,3 -18 56 -3,1 4,5
-14 27 -1,9 0,4 -18 76 -4,2 9,3
-15 60 -4,0 7,4 -19 44 -2,3 -0,3
-16 82 -5,1 9,3 -19 72 -3,8 5,0
-17 47 -2,8 7,6 -19 73 -3,8 1,5
-18 22 -1,2 2,0 -20 48 -2,4 2,5
-18 99 -5,5 2,9 -20 71 -3,6 9,1
-18 87 -4.8 3,4 -21 110 -5,2 8,5
-19 63 -3,3 1,2 -21 48 -2,3 4.9
-19 58 -3,1 10,3 -22 95 -4.3 1,9
-20 90 -4.5 6,7 -22 71 -3,2 -0,3

Continua na pdgina seguinte

63



000 APENDICE

Tabela VIII — Continua¢do

Controle (n=12) Desnutrido (n=12)

APAM AFC IT APAM AFC IT

(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
-21 117 -5,6 10,0 -23 30 -1,3 2.4
-22 52 -2,4 0,1 -25 65 -2,6 0,8
-22 67 -3,0 9,8 -25 88 -3,5 2,2
-22 80 -3,6 1,6 -26 91 -3,5 3,5
-22 96 -4,4 4,1 -27 63 -2,3 6,8
-22 44 -2,0 9,5 -27 137 -5,1 11,4
-22 77 -3,5 8,9 -28 53 -1,9 8,5
-22 52 -2,4 2,0 -28 29 -1,0 5,7
-23 74 -3,2 -1,1 -28 65 -2,3 15,4
-25 68 -2,7 18,6 -29 55 -1,9 9,7
-25 62 -2,5 2,2 -31 55 -1,8 5,8
-26 27 -1,0 4.9 -32 97 -3,0 0,7
-26 94 -3,6 6,5 -32 68 -2,1 4.9
-31 86 -2,8 6,6 -32 59 -1,8 -0,5
-31 67 -2,2 33 -33 48 -1,5 33,0
-32 91 -2,8 5,5 -33 89 -2,7 8,1
-32 135 -4,2 7,7 -33 83 -2,5 -0,7
-32 52 -1,6 0,2 -34 61 -1,8 7,6
-34 84 -2,5 0,4 -36 28 -0,8 3,4
-34 82 -2,4 3,8 -37 44 -1,2 7,4
-34 73 -2,1 6,3 -37 51 -1,4 10,7
-38 28 -0,7 4.6 -37 81 -2,2 5,8
-41 64 -1,6 10,2 -38 106 -2,8 4.2
-43 60 -1,4 6,3 -43 97 -2,3 10,0
-45 82 -1,8 8,6 -44 68 -1,5 10,2
Média -3,06+1,46 5,02+3,87 -2,84+1,19 5,70+5,58

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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Tabela IX — Varia¢ées de PAM e FC, Indice Bradicdrdico (IB) e Periodo de Laténcia (L) das respostas reflexas

decorrentes de inje¢oes endovenosas de Fenilefrina nos animais dos grupos controle e desnutrido sob bloqueio

vagal.
Controle (n=13) Desnutrido (n=13)
APAM AFC IB APAM AFC IB
(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
12 0 0,0 - 11 -2 -0,2 0,2
16 -3 -0,2 0,5 12 -7 -0,6 12,0
17 -12 -0,7 1,7 12 -5 -0,4 10,7
19 4 0,2 - 12 -5 -0,4 0,1
20 5 0,3 - 12 -3 -0,3 -1,0
20 5 0,3 - 15 -9 -0,6 19,7
21 4 0,2 - 15 7 0,5 -
21 0 0,0 - 17 5 0,3 -
22 -16 -0,7 8,0 17 -11 -0,6 18,2
23 8 0,3 - 17 -20 -1,2 27,3
23 2 0,1 - 20 -3 -0,2 7,5
23 -6 -0,3 17,0 20 -16 -0,8 27,6
24 -4 -0,2 0,5 21 -20 -1,0 11,6
24 -4 -0,2 0,3 22 1 0,0 -
27 -11 -0,4 0,3 22 -3 -0,1 29,0
27 7 0,3 - 22 0 0,0 19,8
27 1 0,0 - 24 -8 -0,3 12,3
29 -1 0,0 0,8 24 -13 -0,5 23,7
29 -21 -0,7 12,3 26 -6 -0,2 9,0
31 -5 -0,2 7,4 26 -11 -0,4 17,2
33 -5 -0,2 1,6 26 -27 -1,0 13,4
34 -26 -0,8 11,6 27 -14 -0,5 10,2
35 1 0,0 - 31 -26 -0,8 14,0
37 -8 -0,2 8,1 34 -18 -0,5 13,3
38 -10 -0,3 0,6 34 -14 -0,4 0,1
39 -5 -0,1 0,5 34 -2 -0,1 11,0
43 -7 -0,2 7,8 37 -4 -0,1 0,0
43 -1 0,0 0,8 37 -15 -0,4 19,7
44 -15 -0,3 33 38 -20 -0,5 11,5
44 -19 -0,4 6,4 40 -49 -1,2 23,5
45 -4 -0,1 1,8 42 6 0,1 -
46 0 0,0 - 47 -34 -0,7 35,3
49 -11 -0,2 24,6 49 -35 -0,7 28,4
49 -1 0,0 1,0 50 -44 -0,9 28,5
Média -0,14+0,29 5,31+6,44 -0,44+0,40* 15,13+9,91*

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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Tabela X — Variagées de PAM e FC, Indice Taquicdrdico (IT) e Periodo de Laténcia (L) das respostas reflexas
decorrentes de injegoes endovenosas de Nitroprussiato de Sodio nos animais dos grupos controle e desnutrido

sob bloqueio vagal.

Controle (n=5) Desnutrido (n=5)

APAM AFC IT APAM AFC IT

(mmHg) (bpm)  (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
-11 16 -1,5 0,6 -10 18 -1,8 3,6
-12 7 -0,6 6,7 -14 19 -1,4 1,0
-13 13 -1,0 2,0 -14 20 -1,4 9,0
-13 17 -1,3 1,8 -15 10 -0,7 3,6
-13 9 -0,7 2,0 -15 31 -2,1 3,8
-14 27 -1,9 1,7 -16 8 -0,5 29,3
-15 9 -0,6 3,8 -20 16 -0,8 7,6
-16 41 -2,6 6,4 -20 37 -1,9 7,0
-17 35 -2,1 6,4 -21 17 -0,8 6,1
-18 23 -1,3 2,5 -24 6 -0,3 10,3
-20 40 -2,0 9,3 -24 38 -1,6 8,9
-20 49 -2,5 4,0 =27 15 -0,6 3,4
-25 31 -1,2 9,0 -33 36 -1,1 10,6
-25 42 -1,7 5,4 -36 10 -0,3 5,7
=27 30 -1,1 4,0 -42 11 -0,3 4,3
-29 19 -0,7 6,0 -42 31 -0,7 1,7
-30 32 -1,1 4,2 -44 18 -0,4 4,0
-32 38 -1,2 3,3 -46 9 -0,2 21,2
-33 28 -0,8 11,0 -46 43 -0,9 13,3
-34 56 -1,6 2,6 -47 19 -0,4 10,5
Meédia -1,37+0,60 4,64+2,84 -0,90+0,59* 8,25+6,81*

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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000 APENDICE

Tabela XI - Variag¢ées de PAM e FC, Indice Bradicdrdico (IB) e Periodo de Laténcia (L) das respostas reflexas

decorrentes de injegoes endovenosas de Fenilefrina nos animais dos grupos controle e desnutrido sob bloqueio

simpatico.
Controle (n=7) Desnutrido (n=7)
APAM AFC IB APAM AFC IB
(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s)
10 -17 -1,7 0,5 10 -1 -0,1 3,6
12 -38 -3,2 1,0 13 -19 -1,5 0,7
19 -51 -2,7 0,9 15 -10 -0,7 2,9
20 -17 -0,9 1,1 15 -26 -1,7 1,2
23 -55 -2,4 1,4 15 -25 -1,7 0,8
23 -38 -1,7 0,3 16 -19 -1,2 1,8
23 -51 -2,2 0,2 18 -17 -0,9 0,9
28 -55 -2,0 0,6 18 -6 -0,3 0,0
28 -46 -1,6 0,8 24 -24 -1,0 1,6
29 -37 -1,3 3,5 24 -22 -0,9 0,1
29 -64 -2,2 6,0 25 -27 -1,1 6,9
29 -10 -0,3 3,0 25 -34 -1,4 1,0
31 -25 -0,8 4.8 27 -10 -0,4 2,7
36 -89 -2,5 0,5 28 -23 -0,8 10,1
40 -44 -1,1 0,3 31 -45 -1,5 0,3
42 -31 -0,7 6,1 33 -33 -1,0 1,6
42 -90 -2,1 0,6 34 -15 -0,4 2,1
48 -81 -1,7 0,4 36 -58 -1,6 11,6
50 -86 -1,7 1,1 37 -12 -0,3 7,8
50 -43 -0,9 0,4 41 -52 -1,3 9,7
Média -1,68+0,74 1,68+1,92 -0,99+0,49* 3,37+3,69

* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (P<0,05), indicado pelo teste t de Student
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000 APENDICE

Tabela XII — Variagées de PAM e FC, Indice Taquicérdico (IT) e Periodo de Laténcia (L) das respostas reflexas

decorrentes de inje¢oes endovenosas de Nitroprussiato de Sodio nos animais dos grupos controle e desnutrido

Controle (n=6)

sob blogqueio simpatico.

Desnutrido (n=6)

APAM AFC 1T APAM AFC 1T

(mmHg) (bpm) (bpm/mmHg) L (s) (mmHg) (bpm)  (bpm/mmHg) L (s)
-13 16 -1,2 5,8 19 -10 -1,9 2,6
-14 18 -1,3 -0.4 17 -12 -1,4 1,6
-18 16 -0,9 0,1 28 -12 -2,3 7,7
-19 22 -1,2 1,4 20 -14 -1,4 -1,8
-20 17 -0,9 1,2 13 -17 -0,8 7,8
-22 23 -1,0 2,1 12 -18 -0,7 4.3
-23 35 -1,5 3,9 7 -18 -0,4 1,5
-24 17 -0,7 6,4 26 -19 -1,4 4.3
-24 12 -0,5 5,7 25 -22 -1,1 6,7
-25 21 -0,8 4.8 42 -22 -1,9 8,5
-27 23 -0,9 7,0 8 -23 -0,3 2,3
-28 10 -0,4 -0,7 29 -23 -1,3 2,1
-28 30 -1,1 -0,9 25 -27 -0,9 5,1
-30 37 -1,2 6,0 17 -28 -0,6 0,7
-32 33 -1,0 8,7 24 -29 -0,8 8,1
-34 24 -0,7 0,5 10 -29 -0,3 8,6
-35 25 -0,7 2,0 40 -29 -1,4 7,6
-35 34 -1,0 5,9 15 -31 -0,5 3,2
-36 23 -0,6 -2,9 31 -31 -1,0 9,6
-37 6 -0,2 9,9 16 -31 -0,5 11,0
-39 18 -0,5 0,9 35 -32 -1,1 9,2
-40 14 -0.4 -2,7 21 -39 -0,5 4,7
-41 24 -0,6 3,8 21 -41 -0,5 1,8
-46 34 -0,7 6,8 16 -48 -0,3 4.8
Média -0,83+0,33 3,14+3,57 -0,98+0,56 5,08+3,35
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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