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Resumo

Entre os varios estressores potenciais decidirbosdar nesse trabalho o estresse
nutricional causado pelo déficit protéico pdés dasma@m ratos. Os hormonios relacionados
ao estresse podem alterar a homeostase de div@stesias do organismo, entre eles o
cardiovascular. Estudos anteriores do nosso lalravatiemonstraram, em ratos, que a
desnutricdo protéica pos desmame promove aumestoideis basais de frequéncia cardiaca
(FC) e alteragdo na variabilidade desse parametram demonstrados também aumento na
sensibilidade do reflexo barorreceptor e aumentatidadade do sistema renina-angiotensina
nesses animais. Diante disso, nos propusemos &arawalproducdo de cortisol como
parametro de estresse em animais desnutridos esivpbefeito do excesso desse horménio
sobre alguns parametros cardiovasculares. Fordimadts ratos Fisher, divididos em 12
grupos: controles tratados por 1, 15 e 30 diassama, controles tratados por 1, 15 e 30 dias
com cetoconazol, desnutridos tratados por 1, 16 di& com salina e desnutridos tratados
por 1, 15 e 30 dias com cetoconazol. Todos os asim@ntrole receberam uma dieta
contendo 15% de proteina durante 35 dias e tod@siosais desnutridos, 6% de proteina.
Um dia antes dos experimentos foi realizada agisute implante do eletrodo para aquisi¢ao
do sinal eletrocardiografico e em seguida foi iikerum cateter na artéria femoral para
avaliacdo dos parametros cardiovasculares. Ostadssl obtidos no presente estudo nos
demonstraram um aumento na producédo de cortiso$ pelimais desnutridos em relagédo aos
animais controle tratados por salina por 1 (4,9+@AlL vs. 2,1+0,2 pg/dL respectivamente),
15 (5,7+0,5 pg/dL vs. 2,5£0,4 pg/dL respectivamernge30 dias (5,6+0,5 pg/dL vs. 2,310,1
png/dL respectivamente). Tais animais desnutridamdios com salina apresentaram valores
de FC média significativamente maior que os aningaistrole tratados com salina por 1
(418+2,0 bpm vs. 338+3,9 bpm), 15 (427+2,0 bpm3&3+4,1 bpm) e 30 dias (43513 bpm
vs. 337+2,3 bpm). O tratamento com cetoconazolmimsignificativamente a producao de
cortisol nos animais desnutridos tratados por 1%+(,3 pg/dL) e 30 dias (0,7+0,1 pg/dL) em
relacdo aos animais desnutridos tratados com satineomitantemente a diminuiu da FC
média desses animais em relacdo aos desnutridaddsacom salina por 15 dias (427+2,0
bpm vs. 376x£12 bpm) e 30 dias (435+13 bpm vs. (3293pm). Mesmo com tal diminui¢cdo
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sendo significativa, os animais desnutridos tragambon cetoconazol por 1, 15 e 30 dias ainda
apresentaram FC média significativamente mais degae os animais controle tratados com
salina por 1, 15 ou 30 dias. O fato da FC dos asimgesnutridos tratados com cetoconazol
ainda ter se mostrado elevada em relacdo aos antratroles tratados com salina pode estar
ligado ao aumento na relacdo LF/HF nesses anirhal&(0,89+0,02 n.u., 15dias: 0,89+0,04

n.u. e 30 dias: 0,85+0,02 n.u.) em relagdo aawmaisicontrole tratados com salina (1 dia:

0,55+0,01 n.u., 15 dias 0,59+0,01 n.u. ou 30 digs5+0,03 n.u.) observado pela andlise da
variabilidade da frequencia cardiaca. Nossos st em conjunto demonstram o efeito

estressor promovido pela desnutricdo protéica gdsndme visualizado pelo aumento nos
niveis de cortisol nos animais desnutridos sugerimda participacdo conjunta do excesso de

tal horménio e do aumento da atividade simpaticalteaacao da FC.



Abstract

This work focuses on the nutritional stress cauBgdpost-breast-feeding protein
deficiency in rats. Stress-related hormones magr dlbmeostasis in several body systems;
among them, the cardiovascular system was chos@uf@resent studies. Early works in our
laboratory have shown that, in rats, the post-lvfegsling protein malnutrition leads to an
increase in cardiac rate (CR) and mean arteriadspre (MAP), besides increasing the
variation range of these parameters. Higher bdexraensibility and higher renin-angiotensin
system activity have also been demonstrated intypes of protein-deficient animals. In view
of these findings, we decided to investigate thadpction of cortisol as a stress indicator in
protein-malnourished animals and the possible efiethe excess of this hormone on some
cardiovascular parameters. Twelve groups of Fisdisrwere employed in the investigation:
(i) control groups 1-3, treated with saline solatifor 1, 15 and 30 days respectively; (ii)
control groups 4-6, treated with ketoconazole fog same time periods; (iii) groups 7-9,
protein-underfed animals treated with saline forl%, and 30 days respectively; and (iv)
groups 10-12, protein-underfed animals treated W&toconazole, same time intervals. All
control groups were fed on a 15% protein diet durdd days, while the malnourished
animals were on 6% protein. One day before theraxpats, an electrocardiographic signal
electrode was surgically implanted and a cathet&s wserted into the femoral artery for
measurement of cardiovascular parameters. Resattomistrated an increased production of
cortisol by the underfed animals as compared viighcontrol groups treated with saline for 1
(4.9+0.5 pg/dLversus2.1+0.2 pg/dL respectively), 15 (5.7+£0.5 pghdbrsus2.5+0.4 pg/dL)
and 30 days (5.6+0.5 pg/diersus2.3+0.1 pug/dL). The saline-treated underfed arsrhalve
shown significantly higher average CR values th@ndontrol rats treated with saline for 1
(418+£2.0 bpmversus338%3.9 bpm), 15 (427+2.0 bprersus333+4.1 bpm) and 30 days
(435113 bpmversus337+2.3 bpm). The administration of ketoconazela fo a significant
decrease in the production of cortisol by the pmetealnourished animals treated for 15
(1.9+0.3 pg/dL) and 30 days (0.7+0.1 pg/dL), whempared with the respective saline-
treated underfed animals. There has also been@wutant reduction in the average CR for
the former group when compared with the underféslweénich were saline-treated for 15 days
(427+2.0 bpmversus 376x12 bpm) and 30 days (435+13 bprarsus (379£12 bpm).
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Although this is a noticeable decrease, the undeafemals treated with ketoconazole for 1,
15 and 30 days still presented average FC valugsfisantly higher than those from the
control rats treated with saline for 1, 15 or 3@sdarhis result may be related to the increase
in the LF/HF ratio observed for the protein-malnshied animals in the cardiac rate
variability tests (1 day: 0.89+£0.02 n.u., 15 day89+0.04 n.u. and 30 days: 0.85+0.02 n.u.)
compared with the saline-treated control (1 dag580.01 n.u., 15 days 0.59+0.01 n.u. and
30 days: 0.55+0.03 n.u.). Taken together, our tesldmonstrate the stress promoted by post-
breast-feeding protein deficiency, as indicatedthwy higher cortisol levels in the protein-
underfed animals, and suggest a joint influencéhefexcess of cortisol and the increased
sympathetic activity on the alteration of the CRues.

indice

Xl



RESUMO VIl

ABSTRACT X
LISTA DE ABREVIATURAS XV
LISTA DE FIGURAS XVI
LISTA DE TABELAS XXII

1. INTRODUCAO
1.1 Desnutricéo 1

1.2 Desnutricdo, estresse e patologias associadas
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral 9

2.2 Objetivos especificos 9

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo animal e nutricional 10
3.2 Preparo e utilizacdo das drogas 12
3.3 Metodologia do bloqueio da esteroidogénesenadliie respectivos controles 13
3.4 Confeccao e implantacdo da canulas arterigestedos para ECG 15
3.5 Registro da presséao arterial e do eletrocgraina 17
3.6 Médida de cortisol sérico 18
3.7 Peso dos animais e dos 6rgaos 18
3.8 Analise histologica 19
3.9 Andlise dos dados 21
3.10 Analise da variabilidade da FC no dominiordgiiéncia 21
3.11 Analise estatistica 21

Xl



4. RESULTADOS

4.1 Efeito da desnutricdo sobre o peso corposiaos

4.2 Efeito da desnutricdo sobre o peso da adrenal

4.3 Efeito da desnutricdo sobre a utilizacao pieldio pela glandula adrenal

4.4 Efeito da desnutricdo sobre o metabolismo dertisol
4.5 Efeito da desnutricdo sobre os parametros caialasculares

4.6 Efeito da desnutricdo sobre a relacdo LF/HF da vaabilidade FC
5. DISCUSSAO
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7. APENDICE

23
27
33

38
44
52

71
67

X



Lista de Abreviaturas

ACTH
Ang Il
AT 1
AVP
BPM
CRH
DEP
ECA
ECG
EM
FC
GC
HF
HPA

LF
LFC
OMS
PA
PAM
PAN
POMC
PVN
RG

Hormonio Adrenocorticotropico
Angiotensina Il

Receptores do Tipo | para Angiotensina
Arginina vasopressina

Batimentos por minuto

Hormonio liberador de Corticotropina
Desnutricdo energético-protéica
Enzima Conversora de Angiotensina
Eletrocardiograma

Eminéncia Mediana

Frequéncia Cardiaca

Glicocorticoides

High Frequency — Componente simpaticesjmectro da variabilidade da FC

Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

Administracdo por via intraperitoneal

Low Frequency — Componente parassimpaticespectro da variabilidade da FC

Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular
Organizacdo Mundial de Saude
Presséao Arterial

Pressao Arterial Média

Peso Corporal do Animal
Pro-opiomelanocortina

Nucleo Paraventricular

Receptor de Glicocorticoide

RM  Receptor de Mineralocorticoide

XV



RPT Resisténcia Periférica Total

SNC Sistema Nervoso Central

SNS Sistema nervoso simpatico

TAG Triacilglicerois

UFOP Universidade Federal de Ouro Preto

VFC Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

XV



Lista de figuras

Figura 1 — Eixo HPA. Mecanismo de producdo e de regulacdo dos

glicocorticoides S

Figura. 2 — Cronograma de preparo dos animais, metodologia da

desnutricdo protéica e protocolo farmacolégico 12

Figura 3 — Representacdo esquematica do implante dos eletrqgdoa
aquisicao do sinal eletrocardiogréfico e da FC bledas animais. 17

Figura 4 — Representacdo da janela de visualizacéo do softiamand&
durante a aquisicdo eletrocardiografica e aquisicains parametros

cardiovasculares. 19

Figura 5 — Representacdo da metodologia utilizada para analizes

fotomicroscopias adrenais 21

Figura 6 - Comparacédo do peso corpéreo (g) de animais conti@tdos

com salina (barras amarelas), desnutridos tratadmsn salina (barras
azuis), controle tratados com cetoconazol (barraeszas), desnutridos
tratados com cetoconazol (barras vermelhas) adan(t), apds 15 dias (15)

e apos 30 dias de tratamento (30) 25

Figura 7 - Comparacao do peso corporeo (g) dos animais céntiratados

com salina (barras amarelas) em relacdo aos aninggsnutridos tratados

com salina (barras azuisYA) e dos animais controle tratados com
cetoconazol (barras cinzas) em relagdo aos animdasnutridos tratados com
cetoconazol (barras vermelhg®) ao inicio (1), apos 15 dias (15) e apés 30
dias de tratamento (30) 26

Figura 8 - Comparacao do peso corporeo (g) dos animais céntiratados
com salina (barras amarelas) em relagéo aos anincaistrole tratados com
cetoconazol (barras cinzag)A) e dos animais desnutridos tratados com
salina (barras azuis) em relacdo aos animais degins tratados com

cetoconazol (barras vermelha®) 27

XVI



Figura. 9 - Comparacao do PAN (g/100g) dos animais conti@tados com

salina (barras amarelas), desnutridos tratados ceatina (barras azuis),
controle tratados com cetoconazol (barras cinzdsgnutridos tratados com
cetoconazol (barras vermelhas) ao inicio (1), apbglias (15) e apos 30 dias

de tratamento (30). 30

Figura 10 - Comparacao do PAN (g/100g) dos animais contii@tados com

salina (barras amarelas) em relagdo aos animaisndeslos tratados com
salina (barras azuisA), dos animais controle tratados com cetoconazol
(barras cinzas) em relacdo aos animais desnutrtdatados com cetoconazol
(barras vermelhas)B) e dos animais controle tratados com cetoconazol
(barras cinzas) em relagcdo aos animais desnusridi@tados com salini
(barras azuis)(C) ao inicio (1), ap6s 15 dias (15) e apdés 30 dias de
tratamento (30). 31

Figura 11 - Comparacédo do PAN (g/100g) dos animais contr@éattos com
cetoconazol (barras cinzas) em relacdo aos aniroaigrole tratados com
salina (barras amarelas)A) e dos animais desnutridos tratados com
cetoconazol (barras vermelhas) em relacdo aos asim@snutridos tratados

com salina (barras azuigB) ao inicio (1), apos 15 dias (15) e apos 30 dias

de tratamento (30). 32

Figura 12 - Comparacéao do PAN (g/100g) entre os animais céatratados

com cetoconazol (barras cinzg®)) e entre os animais desnutridos tratados
com cetoconazol (barras vermelhd8) ao inicio (1), apés 15 dias (15) e
apos 30 dias de tratamento (30). 33

Figura 13 - Comparacao do PAN (g/100g) entre os animais céatratados
com cetoconazol (barras cinzg®)) e entre os animais desnutridos tratados
com cetoconazol (barras vermelhd8) ao inicio (1), apés 15 dias (15) e

apos 30 dias de tratamento (30). 36

Figura 14 - Comparacdo da quantidade de lipideo na glandadeenal dos
animais controle tratados com salina (barras amasglem relacdo aos
animais desnutridos tratados com salina (barras igzyA) e controle

tratados com cetoconazol (barras cinzas) em relag@oanimais desnutridos 37

XVII



tratados com cetoconazol (barras vermelh@)) ao inicio (1), apdés 15 dias
(15) e ap6s 30 dias de tratamento (30). (*)

Figura 15 - Comparacéo da quantidade de lipideo na glandueenal entre
0S animais controle tratados com cetoconazol (bar@nzas)(A), dos
animais controles tratados com cetoconazol (baci#zas) em relacdo aos
animais desnutridos tratados com salina (barrasigz(B) e dos animais
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vemagl(C) ao inicio (1),
apos 15 dias (15) e apds 30 dias de tratamenta (30)

Figura 16 - Comparacdo da producdo de cortisol (ug/dL) entrenmais
controle tratados com salina (barras amarelas), megsdos tratados com
salina (barras azuis), controle tratados com cetwxml (barras cinzas) e
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vema®)lao inicio (1), apos
15 dias (15) e ap6s 30 dias de tratamento (30).

Figura 17 - Comparacdo da producédo de cortisol (ug/dL) dosnems
controle tratados com salina (barras amarelas) eetacdo aos animais
desnutridos tratados com salina (barras azuis)raoio (1), apos 15 dias (15)

e apos 30 dias de tratamento (30).

Figura 18 Comparacao da producdo de cortisol (ug/dL) erdseanimais
controle tratados com salina (barras amarela@®) e entre os animais
desnutridos tratados com salina (barras az(iB) ao inicio (1), ap6s 15 dias
(15) e apos 30 dias de tratamento (30).

Figura 19 - Comparacédo da producédo de cortisol (ug/dL) dosnems
controle tratados com salina (barras amarelas) eetacdo aos animais
desnutridos tratados com cetoconazol (barras azads)nicio (1), apos 15

dias (15) e apés 30 dias de tratamento (30).

Figura 20 - Comparacao da producdo de cortisol (ug/dL) entseanimais
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vema®)lao inicio (1), apos
15 dias (15) e apds 30 dias de tratamento (30).

38

41

41

42

43

43

XVII



Figura 21 - Comparacdo da producéo de cortisol (ug/dL) dosnems

desnutridos tratados com salina (barras azuis) esfagdo aos animais
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vemag)lao inicio (1), apos
15 dias (15) e apo6s 30 dias de tratamento (30)D{f¢renca significativa em

relacédo ao grupo desnutrido tratado com cetocongpooll dia. (P<0,05). 44

Figura 22 - Comparagdo da producdo de cortisol (ug/dL) dosmeis
controle tratados com salina (barras amarelas) eetagcdo aos animais
controle tratados com cetoconazol (barras cinzas)racio (1), apos 15 dias

(15) e apos 30 dias de tratamento (30). 44

Figura 23 - Comparacao da producdo de cortisol (ug/dL) entseanimais
controle tratados com cetoconazol (barras cinza)irdoio (1), apés 15 dias
(15) e apds 30 dias de tratamento (30).

45
Figura 24 - Comparacao da pressao arterial média basal (PAMMHQ)
entre animais controle tratados com salina (bareamarelas), desnutridos
tratados com salina (barras azuis), controle tdda com cetoconazol
(barras cinzas) e desnutridos tratados com cetozoh@arras vermelhas) ao
inicio (1), apds 15 dias (15) e apos 30 dias deatreento (30) 47

Figura 25 - Comparacgédo da pressédo arterial média basal (PANNHg) dos
animais desnutridos tratados com salina (barrasigzem relacdo aos
animais desnutridos tratados com cetoconazol (lmrarmelhasjA) e dos
animais controle tratados com salina em relagdo awsmais controle
tratados com cetoconaz@) ao inicio (1), apos 15 dias (15) e apds 30 dias

de tratamento (30).

48
Figura 26 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal (FEPM)
entre animais controle tratados com salina (baresarelas), desnutridos
tratados com salina (barras azuis), controle tratadcom cetoconazol (barras
cinzas) e desnutridos tratados com cetoconazolr@lsavermelhas) ao inicio
(1), ap6s 15 dias (15) e apés 30 dias de tratam@an 49

XIX



Figura 27 - Comparacédo da frequéncia cardiaca média basal)((BPM)
dos animais controle tratados com salina (barrasaegtas) em relacdo aos
animais desnutridos tratados com salina (barrasigjizao inicio (1), apos 15

dias (15) e apds 30 dias de tratamento (30).

Figura 28 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal (FEPM)
entre 0s animais controle tratados com salina (haramarelas)A) e entre
0s animais desnutridos tratados com salina (baasis)(B) ao inicio (1),
apos 15 dias (15) e apods 30 dias de tratamenta (30)

Figura 29 - Comparacdo da frequéncia cardiaca média bas&)(BBPM)

entre os animais desnutridos tratados com cetoaur{barras vermelhas)

Figura 30 - Comparacéo da frequéncia cardiaca média bas&)(fBPM)
dos animais desnutridos tratados com salina (baasis) em relacdo aos
animais desnutridos tratados com cetoconazol (lmrrarmelhas) ao inicio
(1), ap6s 15 dias (15) e apés 30 dias de tratam&an

Figura 31 - Comparacdo da frequéncia cardiaca média basal (FERM)
dos animais controle tratados com salina (barrasaegtas) em relacdo aos
animais desnutridos tratados com cetoconazol (lmrrarmelhas) ao inicio
(1), apos 15 dias (15) e apds 30 dias de trataman

Figura 32 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal (FEPM)
entre 0s animais controle tratados com cetoconélzairas cinzas) ao inicio
(1), ap6s 15 dias (15) e apés 30 dias de tratam@an

Figura 33 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal (FERM)
dos animais controle tratados com salina (barrasaegtas) em relacdo aos
animais controle tratados com cetoconazol (barrnaza&s) ao inicio (1), apés
15 dias (15) e apds 30 dias de tratamento (30).

Figura 34 - Comparacao da relacdo LF/HF (u.n.) entre anima@tcole

tratados com salina (barras amarelas), desnutridcestados com salin¢
(barras azuis), controle tratados com cetoconazbhrias cinzas) e
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vemag)lao inicio (1), apos
15 dias (15) e apods 30 dias de tratamento (30)

49

50

51

51

52

52

53

55

XX



Figura 35 - Comparacéo do percentual de participagdo do conemte LF (u.n)

entre animais controle tratados com salina (baremsarelas), desnutridos tratados

com salina (barras azuis), controle tratados contocenazol (barras cinzas) e
desnutridos tratados com cetoconazol (barras vemaslao inicio (1), apés 15 dias

(15) e apds 30 dias de tratamento (30). 56

Figura 38 - Comparacédo da relacdo LF/HF (u.r(p) do percentual de
participacdo do componente LF (u.fd) e do percentual de participacdo do
componente HF (u.n(C) entre animais controle tratados com salina (barras
amarelas) e animais desnutridos tratados com sdlli@aras azuis) ao inicio

(1), ap6s 15 dias (15) e apds 30 dias de tratamento 57

Figura 39 - Comparacdo da relacdo LF/HF (u.n.) entre anima@ntrole
tratados com cetoconazol (barras cinzas) e aningaistrole tratados com
salina (barras amarelas)A) e animais desnutridos tratados com cetocon:
(barras vermelhas) e animais desnutridos tratadm® Galina (barras azuis)

(B) ao inicio (1), ap6s 15 dias (15) e apds 30 diagrammento (30). 59

XXI



Lista de Tabelas

Tabela 1- Composicao quimica das dietas (g/100g de racédo). 13

Tabela 2— Caracteristicas dos diferentes tipos de tratao&mos quais 0s

animais foram submetidos. 16

XXI



INTRODUCAO

1.1 Desnutricao

A alimentagcdo é fator primordial na rotina didda humanidade, ndo apenas por
constituir-se em necessidade basica, mas princgraérporque a sua utilizacao tornou-se um
problema de saude publica, uma vez que o seu excadalta podem causar doencgas. Assim,
a desnutricdo esta definida como o estado nutatiem que ocorre deficiéncia, excesso ou
desbalanco de energia, proteina e outros nutriestassando alteracdo fisica, tecidual,
funcional e clinica (Lochet al, 2006).

Hoje em dia é cada vez mais claro que, para umpmreaensao real das doencas e suas
consequéncias, é fundamental o entendimento dasctaspantropoldgicos, o dinamismo
psicolégico e o diagndstico social das pessoasiteiacdo de debilidade fisica (Sawaya A.L.,
2006). De acordo com isso, a Organizacdo Mundi8alele (OMS) preconiza que, para que
aconteca uma melhora na situacédo alimentar do mamdioos os problemas médico e social
precisam ser reconhecidos e corrigidos, uma vezagdesnutricdo grave € uma desordem
onde os problemas médicos da crianga resultam aete, plos problemas sociais do domicilio
em que a crianca vive (OMS, 1999). Por se tratanrda doenca de natureza clinico-social
multifatorial cujas raizes se encontram na pobrazasevencdo e o controle da desnutricdo
dependem de medidas mais amplas e eficientes deatera pobreza e a fome e politicas de
incluséo social. Talvez pela dificuldade de senilefstratégias de prevencdo e tratamento
que englobem todas as necessidades acerca daridsnutla ainda seja responséavel por
55% das mortes de criangas no mundo inteiro, easgaciada a varias outras patologias e
ainda hoje seja considerada a doenca que maisamatgas abaixo de cinco anos (Sawaya
A.L., 2006).

No Brasil, apesar de estudos epidemiologicos amdio que a prevaléncia da
desnutricdo energético-protéica (DEP) tem diminugddoenca continua a ser um relevante
problema de Saude Publica no Pais, principalmeaseregides Norte e Nordeste, na area
rural do Brasil e nos bolsdes de pobreza das pesfedas grandes metropoles, com

consequéncias desastrosas para a sobrevida edesmicieancas (WHO, 2007).
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A desnutricdo causada por deficiéncia protéicangbém vastamente encontrada no

Brasil e em paises em desenvolvimento, sendo gessanforma de desnutricdo, a

disponibilidade de calorias pode existir, porém $egestdo de produtos ricos em proteinas.
Esse fato deve-se em geral a dificuldade na olbtededalimentos que sejam fonte de
proteinas, principalmente por se tratarem de posdobm custo mais elevado (de Soasa
al., 2007). A desnutricdo protéica € altamente prejaidao organismo uma vez que as
proteinas sdo moléculas essenciais aos organistmais, devendo, portanto, estar presentes
na alimentacdo em quantidades adequadas. A cor@ipoge proteina da dieta é um fator
importante a ser considerado a partir do momengo dps vinte aminoacidos que constituem
as proteinas, nove sao considerados essenciaggsjawao sao sintetizados pelo organismo e

devem ser adquiridos através da alimentacao @Ez0).

O presente trabalho objetiva identificar os impactla desnutricdo nos sistemas
fisiol6gicos, procurando definir estratégias paraeo enfrentamento. Sabendo-se que, em
humanos, estudos sobre a desnutricdo sdo muito ohaesvacionais do que averiguacdes
experimentais, tornou-se importante a avaliacé@veés de praticas experimentais em modelo
animal. Além de a utilizacdo animal permitir um tole do tempo e dos niveis desejados da
caréncia nutricional que se pretende estudar, @ mbdelo animal mais utilizado nestes
estudos, apresenta vantagens tais como facilidadeathejo e alta capacidade de adaptacéo
aos diferentes protocolos de desnutricdo empregadliésn disso, possui metabolismo
acelerado, o que permite investigacbes experingemnigdidas, principalmente daqueles
distarbios promovidos pela desnutricdo apenasaeareiite no ser humano (Bello A.C.D.,
2005).

Varios sdo os modelos experimentais utilizadoa paovocar a desnutricdo em ratos.
Por exemplo, ela pode ser induzida durante a dgestalfminuindo o teor protéico da dieta
das fémeas gravidas (Ta#it al, 2007; Tonkisset al, 1998), ou apdés 0 nascimento,
aumentando o tamanho da ninhada durante a amad@en(Bell et al, 1988). Pode-se
também reduzir o contetdo de proteinas da dieteafim a fémea que estd amamentando
(Pedrosaet al, 1987), ou ainda reduzir o conteudo de protediaadieta oferecida aos filhotes
logo apés o desmame, sendo que este ultimo modalogaée tem sido adotado pelo
Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da UFOIFQ)L e conseqlientemente no presente
estudo (Ferreirat al, 2003a).



1.2 Desnutricao, estresse e patologias associadas

A vida existe devido a manutencdo da homeostasa émndicdo de equilibrio das
propriedades fisico-quimicas e metabdlicas do rme@no é constantemente desafiada por
forcas adversas intrinsecas e extrinsecas (Careast@003). O estresse pode ser entendido
como um estado de homeostase ameacado ou em tibsequde os mecanismos para lidar
com o enfrentamento de situacbes onde existemssstes nao forem eficientes, ocorre o
estresse via ativacdo de sistemas complexos quétaras em alteracbes hormonais,
autondmicas e comportamentais (Woodwetrdl.,, 1998; Vieiraet al, 2002).

Os estressores potenciais podem ser ambientais délor), psicolégicos (depressao,
ansiedade), sociais (desemprego, morte de pessadmas) e nutricionais (deficiéncia de
uma alimentacdo adequada quantitativa e qualijadivaliados as caracteristicas individuais
da pessoa, sdo determinantes na ruptura da hoseosit@rna do organismo humano
(Greenberg, 2002).

O eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) constitum dos principais sistemas
endocrinos responsavel pela manutencdo da homeagiasdo um organismo é estressado
ou desafiado (Jacobson, 2005) sendo os glicocm#iso(GC) os produtos finais desta
ativacéo (Tsigo®t al, 2002). Todos os organismos desenvolvem mecagisim@daptacao
para lidar com estressores. Em mamiferos, o eix® idfegra os varios sinais indicativos de
estresse em uma via comum representada pelos mEurparvocelulares do ndcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) (Mot al., 1993). Na ativacdo do eixo HPA, ocorre o
estimulo e a liberacdo do hormonio liberador daticmiropina (CRH) pelo nucleo
paraventricular (PVN) do hipotdlamo no sistema gdripotalamo-hipofisario que entéo
estimula a liberacdo do horménio adrenocorticot@ACTH) pela hipdfise anterior (Figura
1).

A liberacdo do CRH pelos neurbnios do PVN ocorrgatano ritmo basal como na
resposta a situacdes de estresse. Alem do CRHysomtiportantes peptideos séo liberados
pelo PVN, e interagem com CRH ao nivel da eminénadiana (EM), podendo alterar a
acao estimulatoria sobre a secrecdo do ACTH. REatioente a arginina vasopressina
(AVP), é co-secretada com CRH por um subconjuntoelednios parvocelulares. O CRH
liberado para o sistema porta hipotalamo-hipoifisjdao se ligar a receptores especificos,

promove a sintese e liberacdo do ACTH. O ACTHyvésala circulagédo sistémica, atinge as
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adrenais, onde estimula a producédo de glicocod#sd{em sua maioria corticosterona nos
roedores e cortisol em humanos) (McCanal, 2000)

A atividade do eixo HPA é controlada principalneepelos GC que inibem a sua
propria liberacdo a partir de mecanismogHEles et al., 2004hegativo sobre a liberacdo de
ACTH e de CRH na hipofise e no hipotdlamo. O colttambém age no sistema nervoso
central (SNC) promovendo a retroalimentagédo poronuk dois tipos de receptores. Os
receptores mineralocorticoides (RM) possuem alfaidgde por GC ficando saturados
mesmo através dos niveis basais de GC, sao respmpéla resposta basal durante o ritmo
circadiano e apresentam distribuicdo limitada atikdmente alta no hipocampo (Retlal,
1987). Os receptores glicocorticoides (RG) séo aigabafinidade por GC, sua saturacao
ocorre durante as fases de pico do ritmo circadi@annas respostas ao estresse. Sua
distribuicdo é mais difusa, e € encontrado pret@aémente no hipocampo, na amigdala e no

hipotalamo(Fuxet al, 1985).

Apesar de a corticosterona ser o marcador malzagkd para caracterizar uma
situacao de estresse animal, na literatura ha msiEe de que outros marcadores de estresse
também podem ser utilizados (Magtial, 1998). Em ratos submetidos a um estresse agudo,
hormonios derivados da pro-opiomelanocortina (POK&&), ACTH), e a prolactina parecem
refletir a intensidade do estresse experimentatis @@imais (Eukeet al, 1975; Armaricet
al., 1986; Reist al, 1998; Marquezt al, 2006). Também foi demonstrado em ratos que o
nivel plasmético de adrenalina e noradrenalina posier considerados como marcadores de
estresse (Natelsoat al, 1987). O aumento dos niveis de célcio séricoukado como
marcador de estresse em camundongos submetidaseasesfisico e estresse emocional

(Sutooet al, 2002), e em humanos, ap0os a exposi¢ao ao feienduist, 1975).

Verago e colaboradores (2001) apos submeterem aagstresse fisico dosaram, além
dos niveis sanguineos de corticosterona, os dasglide triacilglicerdis (TAG) e de glicerol.
A corticosterona aumentou significativamente a@acsessao de estresse; 0s niveis de TAG
aumentaram somente apds a primeira sessdo; osiabseglaumentaram apenas apos a

segunda e a terceira sessao e 0s niveis de glid@dbram alterados (Veragbal, 2001).
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Fig. 1 — Mecanismo de regulagéo dos glicocortictideliberagcéo do cortisol pelas glandulas
adrenais é controlada pela secrecdo de ACTH pplHise que por sua vez é regulada pelo
CRH hipotalamico. O aumento na liberacdo de cdrégerce um mecanismo de feedback

negativo sobre ambos os horménios.



No presente estudo, escolnemos o cortisol coracador de estresse em ratos.
Apesar de ser encontrado na literatura trabalhesafjumam categoricamente a auséncia da
producao de tal horménio em tal espécie (Dallmtal, 1987), podemos encontrar estudos
que também utilizaram tal parametro demonstrande, guesmo observado em menor
quantidade essa medida é valida como um indicestdesse (Chert al, 2009; Sateet al,
20009).

Um modelo de restricAo alimentar materna em rgosmoveu um aumento
consideravel nos niveis de ACTH e corticosterorsmphticos além de demonstrarem uma
diminuicdo na expresséo da enzim#@ hidroxiesteroide dehidrogenase placentaria nas méae
submetidas a restricdo alimentar. A diminuicdo x@ressao placentaria dessa enzima esta
diretamente ligada ao aumento da exposi¢cado fetdtas concentracées de corticosterona
provenientes da mae, tendo acéo direta na progéente; doencas em uma fase mais tardia
da vida. A analise do eixo HPA dos filhotes dessags que sofreram restricdo alimentar
demonstrou diversas alteracbes como atrofia dadglanadrenal, além da diminuicdo da
expressdo génica de RM e RG hipocampais, diminudgdoniveis de mRNA para CRH no
PVN e reducao dréstica no nivel de ACTH plasm§liesageet al, 2001).

Em um modelo de restricdo alimentar utilizando uheta com 60% de reducéo do
teor caldrico, foi investigada a influéncia desgéicit alimentar sobre os niveis de ACTH
plasmatico e hipofisal, além do nivel de corticasia plasmatico. Os resultados desse
trabalho demonstram que os animais submetidos atogoto de restricdo caldrica
apresentam niveis de corticosterona plasmatico deass maior que 0S animais que
receberam alimentacdo controlporém sem alteragcdo nas concentracdes de ACTH
plasmatico. Ja na hipdfise anterior, os niveis deTKA diminuiram cerca de 50%,
provavelmente orquestrado pelo mecanisméedd-backnegativo ativado pela elevacéo dos
niveis de corticosterona plasmatico. Esses reqdtégimbém indicam que a elevacdo nos
niveis de corticosterona nesse modelo de restraji#ioentar pode ser causada por um
aumento na responsividade adrenal ao ACTH e ndamoaumento na atividade do eixo
HPA, visto que nédo foi observado aumento nos nideisACTH plasmatico (Haet al,
1995).

Ratos alimentados com uma dieta contendo 7% deipeoapresentaram aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico quando coadpa a animais que receberam dieta
contendo 22% de proteina (Youergal, 1985). No estudo mencionado verificou-se que a
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restricdo protéica levou a um aumento do processtudnover” de norepinefrina, e que esse
aumento € independente da diminuicdo da tirosieeecida na dieta. Esse mesmo estudo
evidenciou que a acentuacdo da atividade simpatisarvada nos animais desnutridos é
consequéncia de um aumento da descarga simpatitralcéd desnutricdo protéico-calérica
imposta durante o periodo de amamentagdo causquejuizo no mecanismo de regulacdo
da liberacdo central de noradrenalina, o que lewaaamento da concentracdo desse
neurotransmissor no cortex cerebral desses an{Baigamet al, 2000). Diversos

outros sistemas sao afetados pela desnutriciongodevar ao mau funcionamento de 6rgaos
e consequentemente desenvolvimento de doencasvilgde dessas alteracfes é dependente
do tempo de exposicdo e da fase da vida em queividno € submetido a desnutric&o.
Vérios autores ja demonstraram em humanos quenaittiedo nas fases iniciais da vida leva
a um crescimento deficiente, ou seja, criancasuiedas sdo mais baixas e pesam menos do
que deveriam para a sua idade. Em animais tambénobserva um prejuizo no
desenvolvimento, com deplecdo de massa musculamiauizdo do peso (Winiclet al,
1966). Observou-se também, em ratos desnutridosntbura gestacdo, uma significativa
reducdo no peso e no tamanho de diversos 6rgaos caim, adrenal, e tecido cerebral e

prejuizo na funcdo desempenhada por eles (Sastata1998; Luca®t al, 1997) .

O sistema nervoso também é afetado pelo définieatar uma vez que a desnutricao
protéica ou protéico-calérica ocorrida nos primeiamos de vida esta associada a alteracdes
neuroanatdbmicas, neuroquimicas e comportamentai® &am animais quanto em seres
humanos (Almeidat al, 1996). A formacdo da mielina e de seus constégi (colesterol,
galactolipideos e fosfolipideos) em cérebros desrdesnutridos também é reduzida (Reddy
et al, 1979; Egwimet al, 1986). Em 2000, Lukoyanov e colaboradores detramasn que a
manutencdo de uma dieta hipoprotéica por um pegoalongado leva a perda de neurénios
e sinapses do hipocampo, acompanhado de um prejuizstancial de comportamentos

hipocampo dependentes (Lukoyaraial, 2000).

Sabendo-se que o hipotdlamo € unmaportante regido do SNC que atua
principalmente na homeostase, e que seus efeil@s ésetamente envolvidos na regulacdo
central da ingestdo de alimentos, peso corporaktabuksmo e atividade autondmica
cardiovascular, ndo é surpreendente imaginar seaesa fortemente afetada pela desnutricdo
(Bernardiset al, 1986) Também por isso, tem sido proposto quéxo dPA também é

passivo a alteracbes a partir de uma alimentacéidequada, levando a um aumento da
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atividade do eixo HPA e subsequente aumento dasentlacdes de cortisol (de Roetjal,
2006).

Diversas alteracOes cardiovasculares séo obserzagartir de um quadro de excesso
de glicocorticéides (Odermatt, 2004; Hamneeral, 2006). A hipertensdo € um importante
exemplo de alteracdo por ser amplamente encontradaratica clinica. Sdo variados 0s

mecanismos propostos para explicar as alteracde®weasculares.

Dentre os varios mecanismos que promovem as @esacardiovasculares a partir do
excesso de cortisol, grande importancia tem sidpregada ao sédio. Isso se justifica pois,
quando o cortisol € administrado em individuos raesinele tem a capacidade de promover
aumento na retencao urinaria de sédio com constg@emento do volume sanguineo e da
presséao arterial (Connedt al, 1987). Apesar da importancia do sédio no apareaio das
alteragcOes cardiovasculares promovidas pelo exassortisol, este mecanismo nao parece
ser 0 Unico promotor dessas alteracdes. A padBodialguns trabalhos demonstram que o
pré-tratamento com Atenolol, um bloqueador betaaéhgico, impede o aumento do deébito
cardiaco, mas nédo impede o surgimento da hipedessérial, a qual pode estar sofrendo
influéncia de outros mecanismos compensatdriospcoraumento da resisténcia periférica
total (RPT) (Pirpirieet al, 1993).

Alem de interferir na RPT, os glicocorticéideslueinciam a regulacdo do sistema
cardiovascular também através de outros mecanigmdfgricos, incluindo o aumento da
atividade do sistema renina-angiotensina e donseteervoso simpatico (Saruta, 1996). A
elevacdo nos niveis de glicocorticoides aumentapaessao de receptores do tipo | para
angiotensina (AT1), tanto na vasculatura periféguanto no sistema nervoso central, além
de elevar também a concentragdo da enzima conaetlgoangiotensina (ECA) periférica e
centralmente. Tanto o aumento na expressao detoees AT1, quanto a elevagcao nos niveis
de ECA, séo gatilhos para o aumento da utilizagddryiotensina 1l (Ang Il) a nivel central,
podendo influenciar no aumento da atividade simpagstimular a liberacao de vasopressina
e interferir no funcionamento do reflexo barorrdoeprterial (Saavedra, 1992; Scheetal,
2001a; Scheuast al, 2001b).

Um papel importante na modulacdo da funcdo vastambém tem sido dado
aos glicocorticéides. Receptores de glicocortic®idgio amplamente distribuidos na
vasculatura, local também onde é devidamente audah enzima 1B-hidroxiesteroide

desidrogenase (1BHSD) modulando o acesso dos glicocorticéides asesseeptores
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vasculares. A aplicacdo topica de glicocorticoidesulta em vasoconstricdo cutanea,
apoiando uma interagdo entre a administracdo decgliticbides e acentuacdo da reatividade

vascular acentuada (Walker, 2007).

Dados do LFC também demonstram efeitos deletéiaodesnutricdo apos o periodo
de amamentacdo sobre o sistema cardiovascular.iaT@pcolaboradores, em 2001,
demonstraram um aumento da sensibilidade do b#exwee do reflexo Bezold-Jarisch em
animais submetidos a uma dieta contendo 6% de ipaotédinda nesse trabalho, foi
observado aumento do ténus vasomotor simpatico amais (Tropiaet al, 2001).
Utilizando o mesmo modelo animal, Oliveira e colaolores observaram aumento dos niveis
basais de frequéncia cardiaca (FC) e pressaoahifieA), além do aumento da variabilidade
desses parametros quando analisados no dominiengmot(Oliveiraet al, 2004). Loss e
colaboradores demonstraram uma perturbagcéo da Istaseocardiovascular decorrente da
desnutricdo protéica. Nesse trabalho, foram demanfest alteracfes no ganho do barorreflexo
antes e apos bloqueios autondémicos, além de dtenag periodo de laténcia da resposta
barorreflexa. Ainda segundo o autor, essas altesagd modulacdo da atividade autonémica
eferente seriam responsaveis pela manutencaotdssvalores de FC e PAM basais (Less
al., 2007). Trabalho realizado por Gomide e colabmmesl (2007) demonstrou uma
importante interacdo entre o sistema renina-anggota e o sistema simpatico vasomotor.
Esses autores mostraram uma hiperatividade da@moa-angiotensina na génese da pressao

arterial em animais desnutridos (Gomide, 2007).

Diante disso, o desenvolvimento do presente esgatba relevancia para o LFC a
partir do momento que o déficit energético podevpecar um aumento na producdo de
cortisol como resposta ao estresse nutricional. @asrsas alteracdes cardiovasculares
provocadas por um quadro de aumento na concentdeg&ortisol, muitas sdo compativeis
aquelas ja encontradas no LFC. Dessa forma, npsigemos a avaliar a producéo de cortisol
em ratos submetidos ao modelo de desnutricdo paop&is desmame e a possivel influencia

dessa alteracao neuroendocrina em alguns pararsatthevasculares.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

» Avaliar o possivel estresse promovido pela degéat protéica pés desmame sobre o

sistema cardiovascular em ratos.

2.2 Especificos

 Avaliar a influéncia da desnutricdo protéica pésmame sobre a producéo de cortisol em

ratos
* Avaliar a influéncia da desnutricao protéica gésmame sobre o peso da glandula de ratos.

» Avaliar a influéncia da desnutricdo protéica g@smame sobre a quantidade de lipideo

armazenado na glandula adrenal.

» Avaliar a influéncia da desnutricdo protéica mlesmame sobre a PAM e FC de ratos

submetidos ao bloqueio da esteroidogénese adrenal

» Avaliar a participagdo da inibicdo da esteroidwg® adrenal sobre os componentes
simpético e parassimpético do SNA em ratos subwefddesnutricdo protéica pés desmame,

atraves da analise espectral da variabilidade da FC



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Modelo animal e nutricional

Neste trabalho foram utilizados ratos Fischer tadujovens fornecidos tanto pelo
Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola dédridio da Universidade Federal de
Ouro Preto quanto procriados e mantidos em bioggmeprio do Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular dessa mesma universidade, ambasd#oacom o Guide to the Care and Use
of Experimental Animals (Olfert E.D. & Cross, 1993)

Para a procriagdo dos animais, trés fémeas e wharfaram colocados em gaiolas
plasticas de polipropileno de 47 x 33 x 15 cm. Adeég dias de acasalamento, os machos
foram retirados permanecendo apenas as fémeasiptssgor mais uma semana. Apos esse
periodo, as fémeas foram separadas em caixasduodisi até o fim da gestacdo. Dez dias
apo0s o nascimento, as ninhadas foram manipulades qae s6 os filhotes machos
permanecessem com a méae por mais dezoito diasdefiotalizar um periodo de 28 dias de

amamentacao exclusiva.
Apo6s o0 desmame os machos da ninhada foram diwdidodois grupos:

- Controle: Animais previamente higidos que recabedieta comercial (dieta controle) por
35 dias;

- Desnutrido: Animais previamente higidos que recain dieta de desnutricdo durante 35

dias.

Ao fim do periodo dedicado a alimentacéo exclysbpganimais foram submetidos a
aplicacdo do protocolo farmacoldgico onde recebemon um, quinze ou trinta dias
consecutivos o tratamento com cetoconazol ou sdépandendo do protocolo empregado ao
animal. O cronograma com a metodologia de des@otecdo tratamento farmacoldgico esta

demonstrado na fig. 2.
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Fig. 2 — Cronograma de preparo dos animais, metodologiaesnutricdo protéica e protocolo farmacolégico.
Apoés o acasalamento e nascimento, 0os animais farmamentados por um periodo de 28 dias. Em seguida
foram divididos em grupo controle (que receberaatadcom 15% de proteina) e desnutrido (dieta condé%
proteina) por um periodo de 35 dias. Ap6s ess@gderds animais eram considerados aptos a sereimadds

e foram submetidos ao tratamento com cetoconazsalina por 1, 15 ou 30 dias.

-11 -



As dietas utilizadas nos modelos experimentaisriddim quanto ao teor protéico. A
dieta ofertada ao grupo controle foi ragdo come&iil® que apresentava 15% de proteina
e a dieta para induzir a desnutricdo apresentavdesptoteina e foi preparada com elementos

semi-purificados. A composicao quimica das dietéd eepresentada na Tabela .

Controle Desnutrido

Proteina (caseina) 15 6
Amido de Milho 70 79
Oleo de Soja

Mistura de Sais

Mistura de Vitaminas 1 1
Fibra (Celulose) 1 1
Teor Calérico 422 Kcal 422 Kcal

Tabela 1- Composi¢édo quimica das dietas (g/100g de racao).

Todos os animais foram mantidos em condi¢cfes @anis de temperatura (média de

24,7 C) e fotoperiodo (12-h claro/escuro).

3.2 Preparo e utilizagdo das drogas

» Solucdo Salina 0,9%:A solucao veiculo foi preparada dissolvendo-seg®de NaCl em
g.s.p. 1000,0 mL de agua destilada. Para o tratant®s animais, foi utilizado um volume

de 1 ml/kg de peso vivo do animal por via intrajpereal (1P).

» Suspenséo de Cetoconazd5mg/Kg de Cetoconazol suspensos em salina 0.%% de
propilenoglicol. Para o tratamento dos animaisutdizado um volume de 1 ml/kg de peso

vivo do animal IP.
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» Ketamina + Xilasina: Anestésico utilizado para experimenta¢cdo em asia@irdados. Foi
realizada uma mistura de Ketamina 10% (0,1 mL/1@0gilasina 2% (0,02 mL /100 g). Essa

concentracao foi acondicionada em um frasco ambar.

 Antibiotico: Como medida profilatica, os animais receberammtl,fanimal controle) e 0,1
ml (animal desnutrido) de Pentabidtico Veterin&&nueno Porte (Fort DodgeO, S&o Paulo,

Brasil) apds o fim do procedimento cirurgico.

3.3 Metodologia do bloqueio da esteroidogénese adal e respectivos controles

Passados os dias destinados a amamentacao eeatao com dieta especifica, 0s
animais controle e os animais desnutridos considderaptos a serem utilizados, foram entéo
aleatoriamente divididos em grupos com numerosisgda animais onde receberam o
tratamento com Cetoconazol ou veiculo por via pdraoneal (IP), diferindo-se da seguinte

forma:

» Grupo controle tratado com cetoconazol por 1 diaGrupo de 5 animais controle que
receberam uma Unica aplicacdo de Cetoconazol.eBaes animais, o0 registro dos parametros
basais de frequéncia cardiaca média e pressadalartgrdia foram realizados antes e 40

minutos apos a droga;

« Grupo controle tratado com cetoconazol por 15 diasGrupo de 5 animais controle que
receberam o tratamento com cetoconazol por 15 aliasecutivos. Para esses animais, 0
registro dos parametros basais de frequéncia cardigdia e pressao arterial média foram

realizados 40 minutos apos a aplicacéo da drod®hdia de tratamento;

» Grupo controle tratado com cetoconazol por 30 d& Grupo de 5 animais controle que
receberam o tratamento com cetoconazol por 30 aliasecutivos. Para esses animais, 0
registro dos parametros basais de frequéncia cardigdia e pressédo arterial média foram

realizados 40 minutos apos a aplicacéo da drog®dhdia de tratamento;

» Grupo controle tratado com salina por 1 dia Grupo de 5 animais controle que receberam
uma unica aplicacdo de veiculo. Para esses animaisgistro dos parametros basais de
freqUéncia cardiaca média e pressao arterial nigddien realizados antes e 40 minutos apos a

aplicacao;
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e Grupo controle tratado com salina por 15 dias:Grupo de 5 animais controle que
receberam o tratamento com salina por 15 dias catiges. Para esses animais, 0 registro
dos parametros basais de freqiiéncia cardiaca méutessao arterial média foram realizados

40 minutos apoés a aplicacéo do veiculo no 15° eiiatamento;

* Grupo controle tratado com salina por 30 dias:Grupo de 5 animais controle que
receberam o tratamento com salina por 30 dias catiges. Para esses animais, 0 registro
dos parametros basais de freqliéncia cardiaca méuatessao arterial média foram realizados
40 minutos apods a aplicacao do veiculo no 30° eismatamento;

e Grupo desnutrido tratado com cetoconazol por 1 & Grupo de 5 animais desnutridos
que receberam uma Unica aplicacdo de Cetoconaach €sses animais, 0 registro dos
parametros basais de frequéncia cardiaca médi@ssgar arterial média foram realizados

antes e 40 minutos ap6s a droga;

* Grupo desnutrido tratado com cetoconazol por 15 diasGrupo de 5 animais desnutridos
gue receberam o tratamento com cetoconazol porakScdnsecutivos. Para esses animais, 0
registro dos parametros basais de frequéncia cardigdia e pressao arterial média foram

realizados 40 minutos apos a aplicacéo da drod®hdia de tratamento;

» Grupo desnutrido tratado com cetoconazol por 30ids. Grupo de 5 animais desnutridos
que receberam o tratamento com cetoconazol pora80cdnsecutivos. Para esses animais, 0
registro dos parametros basais de frequéncia cardigdia e pressédo arterial média foram
realizados 40 minutos apos a aplicacédo da drog®dhdia de tratamento;

e Grupo desnutrido tratado com salina por 1 dia Grupo de 5 animais desnutridos que
receberam uma Unica aplicacdo de veiculo. Para essmais, 0 registro dos parametros
basais de frequéncia cardiaca média e pressadalarte¥dia foram realizados antes e 40

minutos apos a aplicagao;

» Grupo desnutrido tratado com salina por 15 dias:Grupo de 5 animais desnutridos que
receberam o tratamento com salina por 15 dias catiges. Para esses animais, 0 registro
dos parametros basais de freqliéncia cardiaca méuatessao arterial média foram realizados

40 minutos apos a aplicacéo veiculo no 15° diaatarhento;

» Grupo desnutrido tratado com salina por 30 dias:Grupo de 5 animais desnutridos que

receberam o tratamento com salina por 30 dias cotiges. Para esses animais, 0 registro
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dos parametros basais de freqliéncia cardiaca méuatessao arterial média foram realizados
40 minutos apods a aplicacao do veiculo no 30° eimatamento.

Todas as aplicagBes foram realizadas intraperiborezde entre as 19:00 e 19:30 de cada dia,
respeitando o ciclo circadiano do animal, exceaplecacéo realizada no dia do experimento.

As caracteristicas dos diferentes tipos de trattmseaos quais 0s animais foram submetidos

estao sumariadas na tabela 2.

Tratamento Caracteristicas

| Grupo controle tratado com cetoconazol por 1 dia
N Grupo controle tratado com cetoconazol por 15 dias
m Grupo controle tratado com cetoconazol por 30 dias
v Grupo controle tratado com salina por 1dia
v Grupo controle tratado com salina por 16 dias
i Grupo controle tratado com salina por 30 dias
il Grupo desnutrido tratado com cetoconazolpor1dia
e Grupo desnutrido tratado com cetoconazol por 15 dias
X Grupo desnutridos tratado com cetoconazol por 30 dias
x Grupo desnutridos tratado com salinapor1dia

Xl Grupo desnutridos tratado com salina por 15 dias
X Grupo desnutridos tratado com salina por 30 dias

Tabela 2— Caracteristicas dos diferentes tipos de trataim&aos quais os animais foram submetidos.

3.4 Confeccéo e implantagcéo da canulas arteriaise¢etrodos para ECG

O procedimento de canulacéo da artéria e da eaiaral e o implante dos eletrodos
para o eletrocardiograma foi realizado com anteugdée 24h do registro dos parametros
cardiovasculares. Para a confeccdo das canulaw fatibzados tubos de polietileno PE-50
(Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle f8paMD) contiguos a tubos de
polietileno PE-10 (Becton Dickinson and Companyoveton Circle Sparks, MD). Antes do
implante, o interior das canulas foi lavado e pch&@o com solugdo salina fisiologica
esterilizada e despirogenizada. A extremidade PHe0ada canula foi obstruida com pino
de metal niquelado e esterilizado. Os animais fomrbmetidos ao procedimento de
canulacdo da artéria e veia femoral e implante dbstrodos para o registro
eletrocardiografico no 14° e 29° dia de tratamergfgrindo-se aos animais tratados por 15 e

30 dias consecutivos com Cetoconazol ou salina dia anterior do registro dos animais
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tratados por 1 dia com Cetoconazol ou salina. €@s faram anestesiados com a interagéo do
anestésico Ketamina com o relaxante muscular Xga#® e, depois de verificada a perda
total dos reflexos, os animais foram posicionadusdecubito dorsal sobre a mesa cirdrgica
para realizacdo da tricotomia da regido inguinguesda do animal. Posteriormente, uma
pequena incisdo na pele foi realizada e com oiawdél lupa em caso de animais desnutridos,
e a olho nu em caso de animais controle, o feisewanervoso femoral foi localizado e a

artéria femoral cuidadosamente isolada. A canulanfmduzida na aorta abdominal através

da artéria femoral, sendo utilizada para obtengaredistro dos parametros cardiovasculares
e na veia cava inferior, a partir da veia femopata infusdo de drogas e posteriormente
transpassadas por sob a pele do dorso onde asnelddes destas canulas foram

exteriorizadas e fixadas proximo ao pescoco.

Aproveitando-se ainda do efeito sedativo obtido @mestésico, os animais foram
submetidos a uma nova incisao na regiao toracréajmpo ao 0sso externo, para implante do
eletrodo para aquisicado eletrocardiografica. Os fie nimeros 1 e 2 do eletrodo foram
subcutaneamente transpassados a partir do dorso a&ito do animal e suturados a
musculatura peitoraltilizando-se uma linha de nylon, para minimizajisgo de eletromiografia
formando duas derivacdes do Triangulo de Eintho¥@nfio de namero 1 foi suturado
proximo ao membro superior direito do animal, od® numero 2 foi suturado préximo ao
membro superior esquerdo e o fio de niumero 3 nacufatsra do dorso do animal,

funcionando comeerra (Fig. 3).

;
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Fig. 3 — Representacdo esquematica do implante dos dteropara aquisicdo do sinab -

eletrocardiografico e da FC basal dos animais.



Para a fabricacdo dos eletrodos para registivoesediografico foram utilizados
conectores RJ45 de 4 pinos crimpados a fios deeatdido. Encerrada a cirurgia, 0s animais
receberam o Pentabidtico Veterinario Pequeno P@itet DodgeO, Sio Paulo, Brasil),
administrado por via intramuscular profunda na p@tseira esquerda para cobertura
antibiética profilatica. Os animais foram acondm@dos em gaiolas individuais e mantidos
sobre manta térmica a fim de evitar o efeito hipoi€o provocado pela anestesia até a
passagem completa do efeito da droga. Posterioemestanimais foram mantidos na sala de
experimentos sob condi¢cfes de temperatura, luntiadsie niveis de ruido controlados até o
momento dos experimentos. Também durante esse dperios animais receberam
alimentacdo de acordo com o protocolo previamestabelecido e &gua purificadsal
libidum.

3.5 Registro da pressao arterial e do eletrocardgpama

Antes de iniciar o registro, foi administrada saliheparinizada (1:40) na canula
implantada na artéria femoral do animal com o iotdie impedir a formacdo de coagulos
durante o experimento. Essa canula foi conectaala aransdutor de pressdao (STATHAM
P23DB®) que, por sua vez, foi conectado a placaguesicdo Akilah 4. O conector do ECG
também foi conectado ao mesmo sistema de aquisigdppor sua vez, foi conectado ao
computador através de um cabo USB. O registro dakog foi feito pelo software de
aquisicdo Kananda® em uma frequéncia de amostragebh®00 Hz. A partir do registro da
pressao arterial pulsatil, foi calculada on-lingr@ssao arterial média e, a partir do registro do
ECG, foi calculada também on-line, a frequéncialieaa. A janela de exibicdo do software
Kananda® esta representada pela Figura 4, que abgue®.
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Fig. 4 — Representacdo da janela de visualizacdo do softwkenandd durante a aquisicdo
eletrocardiografica e aquisicdo dos parametros ¢avasculares. As linhas representam: eletrocarchogg

(1° canal), presséo arterial pulsatil- PAP (2° cdpfrequéncia cardiaca (3° canal) e pressao artengédia (4°

canal)

3.6 Medida de cortisol sérico

Todas as amostras de sangue foram coletadas es\Eppendorffe imediatamente
centrifugadas a 4000 rpm por 10 min. Amostras de favam separadas (0,5 ml) e estocadas
a 4 °C até a dosagem do cortisol. Para tal doségentilizado o kit IMULLITE® Cortisol,

por quimiluminescéncia. Informacdes técnicas enxane

3.7 Peso dos animais e dos 6rgaos

Ao término do registro das medidas hemodinamicasaromais foram anestesiados
com Ketamina e Xilasina e entdo submetidos a ttwaua a fim de expor o coragdao do
animal. Através de pulsdo cardiaca, o animal foiupeido com solucdo salina seguida de
solucéao formalina. Apés um tempo de perfusdo safisb, a glandula adrenal dos animais
foi retirada, pesada em balanca de alta precig&ada em solucdo de formol tamponado até

andlise histologica posterior.
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3.8 Andlise Histolbgica

No Laboratério de Biologia Geral da Universidadedéral de Vigosa, as glandulas
adrenais ja preservadas em formalina tamponadanfdesidratadas em séries crescentes de
alcool etilico (80%, 90%, 95% e 100%) em passagen30 em 30 minutos. O processo de
pré-infiltracdo das amostras, colocadas em posica@imocaudal nas formas de incluséo ja
identificadas, iniciou-se com a substituicdo detgp@o alcool por resina usada de glicol
metacrilato (2-hidroxo-etil metacrilato) da marcastdresina-Leicada, sem a substancia
catalisadora, durante o periodo de uma noite (apemdamente 12 horas). Na infiltracao
utilizou-se resina nova, sendo substituido todaqaido da pré-infiltracdo por esta resina
nova, passando por um periodo de espera de, nmmiduas horas antes da incluséo. Para a
inclusé@o e polimeralizacdo da amostra em resinaeétizada uma solucéo contendo 15 ml de
resina nova e 1 ml da substancia catalisadora doHistoresin-Leicaad (conservada em
temperatura abaixo de 0°C), substituindo toda maese infiltracdo pela nova solucao, até
completar o limite da forma de inclusdo. Apos gmtecedimento, as formas de inclusdo
ficaram em estufa a 45°C até que o bloco de ressfivesse totalmente seco
(aproximadamente 24 horas, dependendo da umiddakevaedo ar do ambiente) ou, se

necessario, posteriormente colocadas em camamsdeahcao com silica.

Os blocos de resina foram aderidos em moldessfeito madeira com cianocrilato
(Super Bonder®) para que fossem fixados no micrétdenmarca Leicad. Na confeccdo dos
cortes histoldgicos, utilizou-se navalha de vidro padrdao de corte foi estabelecido em 2
micrometros. Cada lamina, identificada a lapis,ebec aproximadamente doze cortes
histolégicos, com a finalidade de minimizar o eda leitura em cortes nao-perfeitos
(dobrados ou pouco corados). As laminas foram egradm o corante Azul de Tolouidina,
utilizando uma cubeta de coloracdo contendo a &oldg corante por 30 segundos, e lavadas
posteriormente com agua destilada. A secagem ifai fer placa aquecedora a 70°C. Para a
fixacdo da laminula na lamina utilizou-se Entellda,forma que todos os cortes histolégicos
ficassem cobertos por este. De cada amostra deahdmnfeccionou-se 12 laminas e, de cada

lamina, analisou-se 10 imagens.

As analises e a captura das imagens computadasifachm realizadas pelo programa
Image — Pro Plusversao 4.5.0.29 (media Cibertecnics), com o augi microscopio Gtico,
conectado a uma camera de captura e um compu@aumento utilizado para a captura da
imagem foi de 40X, e a visualizacdo do corte higfigo foi realizado em 10X. Pelo
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programalmage — Pré Pludoi criada uma mascara em forma de grade padraizsom

guadrados simétricos de um pixel de didametro, sangens, e espacamentos de 287 pixels na

horizontal e 124 na vertical entre os quadradosjasdo-se 49 quadrados sobrepostos as

imagens capturadas (Fig. 5) Os vértices dos quasirgde estavam em sobreposicdo as

goticulas de gordura dentro das glandulas adrémais contados em numeros absolutos.

Grid files: Preview  Giid |Settingsl
Eifcgﬂ?ﬁﬁ-géd # - Dbjects——— |~ Parameters
ircOrth. ar = D )

CircRand.grd =‘ = E?—,:;S
CycdQrth, grd 1 :
LineConc1.grd 8 (" Line segments

LineConc? qrd " Circles
R | C Cycbids

LineRand.qrd

- - Layout——— | Spacing
LhzgOrth. grd
| I ' Orthogaonal Hl:urziEEiEi E:
Mew Cancel i Concentric
C Vert|124 E:
Save | Save Az I Hahdaf I ELE X
Calibration unit; pixel Surmmary: Count = 14, Length = 20132 00000 |

ﬁ Folder,  |C:AIPWind\Gnd

Apply | Femove | Create maskl

14
O35 356249457 14byes, Zoor 5k 63 212 EE wH % | i1 1bebin 1) 158

Fig. 5— Representacéo da metodologia utilizada para arélias fotomicroscopias adrenais.
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3.9 Andlise dos dados

O software Kananda®, além de ser utilizado paragistro dos dados, foi também
utilizado para converter os mesmos do formato “.Kodginalmente gerado pelo Kananda®)
para o formato “.txt” (arquivos de texto). Apds @eersdo, os dados foram carregados no

software AcgKnowledge v 3.5.7®, onde foram realasads analises.

3.10 Andlise da variabilidade da FC no dominio d&equéncia

O algoritmo da transformada rapida de Fourier dpiicado diretamente sobre
segmentos de 5 minutos de registro de intervala R-lanela de Hamming foi utilizada para
se evitar o “vazamento espectral’. O espectro faddio em baixa frequéncia (LF 0,20 —
0,75 Hz) e alta frequéncia (HF 0,75 — 2,50 Hz) derdo com a literatura (Dias da Silva e
cols., 2001). Para melhor comparacéo de dados éiferentes animais, foram calculados a
razdo LF/HF e a porcentagem com que cada uma dasdae frequéncia contribui para o

poder total sem se levar em conta a banda de VLF.

3.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + eth@pala meédia. Os dados obtidos
foram submetidos a analise Anova two way seguidpGdeteste de Bonferroni para multiplas
comparacdes e teste-t de Student para simples capdes. O nivel de significancia foi

fixado em menor de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da desnutricdo sobre o peso corporal doatos

A metodologia escolhida para promover a desnutrigds animais utilizados foi a
reducdo no teor protéico da dieta a eles ofereltiga apdés o desmame. Dessa forma,
promovemos uma reducdo de 60% da proteina ofemadaieta, ou seja, 0s animais
desnutridos receberam uma dieta contendo 6% deipagtcontra os 15% de proteina
ofertada na dieta dos animais controle. A fig.f@eesenta a comparacgéo geral entre os valores
referentes ao peso de todos os grupos utilizacsseneabalho e demonstra que a desnutricdo
protéica promoveu uma reducao significativa no péss animais submetidos a ela, em
relacdo aos animais controle, independentementiatlimento com cetoconazol ou salina
(Fig. 6). Para uma melhor comparacdo entre os edifes grupos experimentais,
distribuiremos em partes a demonstracéo destelsawdsst

Analisando separadamente o efeito da desnutpigitéica sobre o peso dos animais,
de acordo com o tratamento proposto, observamosractegdo significativa no peso dos
animais desnutridos tratados com salina em relag&oanimais controle também tratados
com salina tanto nos grupos tratados por 1 di®6#d74g vs. 278,0+ 1,59 respectivamente),
guanto nos grupos tratados por 15 dias (69,6+152@82,3+1,8g respectivamente) e por 30
dias (70,0+1,1g vs. 287+0,7g respectivamente) [Ap. Essa reducdo também foi
significativa quando analisado o peso dos animesnutridos tratados com cetoconazol em
relacdo aos animais controle também tratados cdraga, respeitados os mesmos tempos de
tratamento: grupos tratados por 1 dia (66,7+1,092v4,0+2,9g respectivamente), grupos
tratados por 15 dias (69,8+0,69g vs. 284,5+2,1gaesmmente) e grupos tratados por 30 dias
(69,4+0,69 vs. 291,3+2,59 respectivamente) (Fig. 7B

Ainda em relac&o ao peso dos animais, podemosvalbspie o tempo de tratamento
(1, 15 e 30 dias) e o tipo de tratamento (cetoaur@z salina) ndo foram capazes de alterar o
peso dos animais desnutridos e controle durantesendolvimento do trabalho (Fig. 8 A e
B).
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Fig. 6 - Comparacgéo do peso corp6reo (g) de animais coatm@tados com salina (barras amarelas), desnusido
tratados com salina (barras azuis), controle tdda com cetoconazol (barras cinzas), desnutridamdios com
cetoconazol (barras vermelhas) ao inicio (1), apbsdias (15) e apds 30 dias de tratamento (30) Dffierenca
significativa em relagdo aos grupos controle. (n3%; 3,3,3; 6,4,6; 4,5,5 respectivamente, P<0,05)
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Fig. 7 - Comparacgao do peso corpéreo (g) dos animais camtratados com salina (barras amarelas) em relagéo
aos animais desnutridos tratados com salina (baaasis)(A) e dos animais controle tratados com cetoconazol
(barras cinzas) em relacdo aos animais desnutridagdos com cetoconazol (barras vermelh@) ao inicio
(1), ap6s 15 dias (15) e ap0ds 30 dias de tratamgp . (*) Diferenca significativa em relacéo atugo controle
tratado com salina por 1 dia. (#) Diferenga sigoéiiva em relacdo ao grupo controle tratado comirgapor 15
dias. (&) Diferencga significativa em relac@o ao grnucontrole tratado com salina por 30 digs). (*) Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle tratadom cetoconazol por 1 dia. (#) Diferenca significatem
relacdo ao grupo controle tratado com cetoconazml 6 dias. (&) Diferenga significativa em relacao grupo

controle tratado com cetoconazol por 30d{&3. (P<0,05).
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Fig. 8 - Comparacéo do peso corpéreo (g) dos animais obatratados com salina (barras amarelas) em retaca
aos animais controle tratados com cetoconazol @sainzas)A) e dos animais desnutridos tratados com salina
(barras azuis) em relagdo aos animais desnutridastios com cetoconazol (barras vermelh@)ao inicio (1),

apos 15 dias (15) e apos 30 dias de tratamenta (30)
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4.2 Efeito da desnutricdo sobre o peso da adrenal

Ao fim de cada periodo experimental (1, 15 ou i@a8)da glandula adrenal de todos os
animais utilizados foram removidas, pesadas e ceadas em formalina 4% para analise
histoldgica posterior. A figura com a representagé@@l de todos os grupos utilizados nesse
estudo demonstra que todos o0s grupos de animaisutddes tratados com salina
apresentaram peso da adrenal normalizado, em eetag;dpeso corporal do animal (PAN),
significativamente maior que o PAN de todos os gsuge animais controle tratados com
salina. Nos grupos tratados com cetoconazol, osasidesnutridos tratados por 1 dia
apresentaram PAN similar ao PAN dos animais camth@tados por 30 dias com a droga
(Fig. 9). Também para uma melhor comparacéo ergirdiferentes grupos experimentais,

demonstraremos cada um dos resultados separadamente

Assim, analisando o efeito da desnutricdo hip@pratsobre o PAN, de acordo com o
tipo de tratamento proposto (cetoconazol ou sakna)duragcéo do tratamento (1, 15 ou 30
dias), em comparacdo aos animais controle, obsevamrm aumento significativo no PAN
nos animais desnutridos quando tratados com safimeelacdo aos animais controle também
tratados com salina em todos os tempos de tratanestiidados: grupos tratado por um dia
(0,020£0,002 g vs. 0,013+0,001 g respectivamengtepos tratados por 15 dias (0,022+0,003
g vs. 0,013+0,001 g respectivamente) e por 30 (0a823+0,002 g vs. 0,014+0,001 ¢
respectivamente) (Fig. 10A). Esse aumento tambémsidaificativo quando comparado o
PAN dos animais desnutridos tratados com cetocénaao 1 dia (0,023+0,001 g), 15
(0,031+0,002 g) e por 30 dias (0,029+0,002 g) comAN dos animais controle também
tratados com a droga por 1 dia (0,013+0,0006 grelp dias (0,016+0,0008 g). O animais
controle tratados com cetoconazol por 30 dias (30D01 g) ndo apresentaram diferenca
estatistica em relagcdo ao PAN dos animais desosttiitados por 1 dia com cetoconazol
(0,023+0,001 g) (Fig. 10B). Consequentemente, coadmhouve diferenca estatistica entre os
animais do grupo desnutrido tratado por 1 dia ceteconazol e os animais desnutridos
tratados com salina (independentemente do temptratlmento), podemos dizer que os
animais controle tratados por 30 dias com cetoargaresentaram o PAN semelhante ao
PAN dos animais desnutridos tratados com salind pd% ou 30 dias (Fig. 10C).

Tanto os animais controle quanto os animais dedostapresentaram um aumento
significativo no PAN quando submetidos ao tratameam cetoconazol em comparagéo aos
animais desnutridos e controle tratados com salsaanimais controle demonstraram que o
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tratamento com cetoconazol por 30 dias promoveu aumento significativo no PAN
(0,021+0,001 g) em comparagcdo aos animais contraados com salina por 1 dia
(0,013+0,0019), 15 (0,013+0,001g) e por 30 dia®1@+0,001 g) (Fig. 11A). Dentre os
animais desnutridos, tanto o tratamento com cetmmmpor 15 dias (0,031+0,002 g) quanto
por 30 dias (0,029+0,002 g) tornou o 6érgdo dos aismignificativamente mais pesado que
nos animais desnutridos tratados com salina paa {0d020+0,002 g), 15 dias (0,022+0,002
g) ou 30 dias (0,023£0,002 g) (Fig. 11B). O aumemi@eso da glandula adrenal dos animais
controle tratados com cetoconazol acompanhou o ronm® tempo de tratamento imposto
aos animais, sendo dessa forma o peso da adrenahdoais tratados com cetoconazol por
30 dias (0,021+0,001 g) significativamente maioe qu peso das adrenais nos animais
tratados por 15 dias (0,016+0,0008 g). Os animaidos por 15 dias com cetoconazol
apresentaram, por sua vez, o peso da adrenal tasig@éificativamente maior que os animais
controle tratados por 1 dia (0,013+£0,0006 g) (Ri&A). J& entre os animais desnutridos, 0
tratamento com cetoconazol por 15 dias (0,031+0§)02 por 30 dias (0,029+0,002 Q)
promoveu um aumento significativo no peso da adiguendo comparado com o peso de tal
0rgao nos animais tratados com cetoconazol poa {0d023+0,001 g). No entanto, podemos
observar também que o PAN do grupo tratado porid$ @bm cetoconazol (0,031+0,002 g)
nao diferiu estatisticamente do PAN dos animaad@s por 30 dias com a mesma droga
(0,029+0,002 g) (Fig. 12B).
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Fig. 9 - Comparacéo do PAN (g/100g) dos animais contrdéatios com salina (barras amarelas), desnutridos

tratados com salina (barras azuis), controle traiaccom cetoconazol (barras cinzas), desnutridosdi@s com

cetoconazol (barras vermelhas) ao inicio (1), apbsdias (15) e ap6s 30 dias de tratamento (30)D(ferenca

significativa em relac@o aos grupos controle. (#jeBenca significativa em relagdo ao grupo desrddriratado

com cetoconazol por 1 dia. (n=3,3,4; 3,3,3; 6,316t,5 respectivamente, P<0,05).
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Diferenca significativa em relagéo ao grupo desitartratado por 1 dia com cetoconaZ8)). (P<0,05).
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4.3 Efeito da desnutricdo sobre a utilizacdo deplideo pela glandula adrenal

Com o intuito de dar inicio ao estudo das possigkeracdes causadas ao Eixo HPA a
partir de uma desnutricdo protéica pos desmamizaes a analise histologica da glandula

adrenal a fim de observarmos alteracdes na uizde goticulas de lipideo pela mesma.

Dessa forma, a andlise histolégica realizada nésgmmlho foi responsével por
verificar a quantidade de goticulas de colestsstaadas pelas glandulas adrenais de animais
desnutridos em relacdo aos animais controle utiliasse cetoconazol ou salina. A anélise das
seccoes histolégicas demonstrou um aumento sigtivfic na quantidade de goticulas de
lipideos presentes nas glandulas adrenais dos ianiesnutridos em relacdo aos respectivos
controles tratados com salina por 1, 15 e 30 di@dse aumento também foi significativo
guando comparada a quantidade de goticulas dedipipresentes nas glandulas adrenais dos
animais desnutridos tratados com cetoconazol pd% & 30 dias em relacdo a quantidade de
goticulas de lipideos presentes nas glandulas @drdns animais controle também tratados
com a droga por 1 e por 15 dias. Analisando agsk®e parametro, 0os animais controle
tratados com cetoconazol por 30 dias ndo demoasirdiferenca estatistica em relacdo aos
animais desnutridos tratados por 1 dia com cetamr(&ig. 13). Com o0 mesmo intuito de
promover uma melhor comparacéo entre os difergmntgms experimentais, demonstraremos

tais resultados separadamente.

Assim, analisando o efeito da desnutricdo hip@pratsobre a quantidade de goticulas
de colesterol estocadas pelas glandulas adrenaisamimais, de acordo com o tempo de
tratamento (1, 15 ou 30 dias) e o tipo de tratam@nbposto (cetoconazol ou salina), em
comparagao aos animais controle, observamos umnaomns@nificativo na quantidade de
goticulas de colesterol estocadas pelas glanddiEhas nos animais desnutridos tratados
com salina em relacdo aos animais controle tambatadbs com salina, em todos os tempos
de tratamento estudados: grupos tratados por ur8@a0,6 vs. 6,3+£0,2 respectivamente),
grupos tratados por 15 dias (9,2+0,4 vs. 6,8t0speaetivamente) e por 30 dias (8,4+0,4 vs.
6,1+0,4 respectivamente) (Fig. 14A). Esse aumeatmbém foi significativo quando
comparada a quantidade de goticulas de coleststotaglas pelas glandulas adrenais dos
animais desnutridos tratados com cetoconazol p¢t1]18+0,2), 15 (19,3+0,5) e 30 dias
(20,410,3) em relacdo a quantidade de goticulazdlesterol estocadas pelas glandulas
adrenais dos animais controle também tratados cdnoga por 1 dia (6,1+0,6) e 15 dias
(9,0+0,3). Os animais controle tratados com cetazoh por 30 dias (11,0+0,6) nao
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apresentaram diferenca estatistica em relacdo atidade de goticulas de colesterol
estocadas pelas glandulas adrenais dos animaisutddsa tratados por 1 dia com
cetoconazol (11,8+0,2) (Fig. 14B).

O tratamento com cetoconazol por 1, 15 e 30 diam@veu um aumento significativo
e gradativo na quantidade de goticulas de lipidesemtes na glandula adrenal dos animais
controle. Dessa forma, tais animais tratados cotncomazol por 30 dias apresentaram
valores significativamente maiores que os aninmatados por 15 dias (11,0£0,6 vs. 9,0+0,3
respectivamente), da mesma forma que os animaalds por 15 dias com cetoconazol
demonstraram quantidade de goticulas de lipidegla@adula adrenal significativamente
maior que 0s animais controle tratados por 1 di@a(®3 vs. 6,1+0,6 respectivamente) ( Fig.
15A). Quando esses valores sdo comparados com rdidpatee de goticulas de lipideos
presentes na glandula adrenal dos animais despaitjite receberam salina por 1 (8,80x0,6),
15 (9,2,0£0,4) ou por 30 dias (8,4+0,4), podemasstaiar que o tratamento com cetoconazol
equiparou, nos animais controle, a quantidadeitipiéncontrada na glandula adrenal dos
animais desnutridos ja nos primeiros 15 dias dartranto com a droga (9,0+0,3). Podemos
perceber também que, com 30 dias de tratamentdl1,6), os animais controle tratados com
cetoconazol apresentaram significativamente matscigas de lipideos que os animais
desnutridos de todos os grupos tratados com sdlid&a (8,80+0,6), 15 dias (9,2,0+£0,4) ou
30 dias (8,4+0,4) (Fig. 15B). Ja nos animais deglas, o tratamento com cetoconazol
promoveu um aumento significativo na quantidadegddculas de lipideos presentes na
glandula adrenal dos animais tratados por 15 difs3£0,5) e por 30 dias (20,4+0,3) em
relacdo ao mesmo parametro nos animais tratadoscetmsonazol por 1 dia (11,8+0,2).
Porém, podemos perceber que a quantidade de gatidel lipideo presentes na glandula
adrenal dos animais tratados por 15 dias néo fatisticamente diferente da quantidade

encontrada nos animais tratados por 30 dias (biQ).1
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Fig. 13 - Comparacéo da quantidade de lipidico na glandadimenal dos animais controle tratados com salina
(barras amarelas), desnutridos tratados com saliflzarras azuis), controle tratados com cetocongbairras
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30 dias(A). (*) Diferenga significativa em relacdo ao grupontrole tratado por 1 dia com cetoconazol. (#)
Diferenca significativa em relagdo ao grupo congrdfratado por 15 dias com cetoconazol. (&) Difer@ng

significativa em relac@o ao grupo controle tratgolor 30 dias com cetoconaz@®). (P<0,05).
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Fig. 15 - Comparacdo da quantidade de lipideo na glandulizemal entre os animais controle tratados com
cetoconazol (barras cinzagp), dos animais controles tratados com cetoconazoirfisacinzas) em relagdo aos
animais desnutridos tratados com salina (barragigz(B) e dos animais desnutridos tratados com cetoconazol
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em relacdo ao grupo controle tratado por 1 dia coatoconazol. (#) Diferenca significativa em relagm grupo
controle tratado por 15 dias com cetocona@). (*) Diferencga significativa em relagdo ao grupontrole tratado

por 1 dia com cetoconazol. (#) Diferenca significatem relagdo ao grupo desnutrido tratado por li&sdcom
cetoconazol. (&) Diferenca significativa em relagéios grupos desnutridos salifg). (*) Diferencga significativa em
relagéo ao grupo controle tratado por 1 dia comomeinazolC). (P<0,05). -36 -



4.4 Efeito da desnutricdo sobre o metabolismo dertisol

Nesse trabalho, nos propusemos a analisar tamlggarfibde producdo do hormdnio
glicocorticéide cortisol nos animais submetidos esmaitricdo protéica, comparando esses
valores a animais controle, ambos submetidos danmemto com cetoconazol ou salina.
Apesar do hormdnio adrenocorticOide mais comumeestudado em ratos ser a
corticosterona, o cortisol, mesmo encontrado emomguantidade nessa espécie, demonstrou
ser também um bom indice do efeito estressor pemm@ela desnutricdo. Numa andlise
geral podemos observar que 0s animais desnutriat@sios com salina demonstraram niveis
séricos de cortisol significativamente maiores gseniveis de cortisol dos animais controle
também tratados com salina, independentemente rdgatudo tratamento. Ainda podemos
destacar a eficiéncia do tratamento com cetocomazaobntrole da producao esteroidogénica
adrenal, tanto em animais controle quanto em asighesnutridos (Fig. 16). Assim como nos
resultados anteriores, demonstraremos esses tkmitaparadamente a fim de promovermos

uma melhor comparacao entre os diferentes grugmeriexentais.

Dessa forma, analisando o efeito da desnutriéigipa sobre a producédo de cortisol,
de acordo com cada tempo de tratamento (1, 15 alia3) e o tipo de tratamento proposto
(cetoconazol ou salina) em comparacdo aos aninmmfrote, observamos um aumento
significativo na producéo de cortisol nos animaasraitridos tratados com salina em relacao
aos animais controle também tratados com salina,talos os tempos de tratamento
estudados: grupos tratado por um dia (4,9+0,5 pgkll2,1+0,2 pg/dL respectivamente),
grupos tratados por 15 dias (5,7+0,5 pg/dL vs. @&4g/dL respectivamente) e por 30 dias
(5,6+0,5 pg/dL vs. 2,3+0,1 pg/dL respectivamenigy.(17). Nesses animais tratados com
salina, podemos afirmar também que o tempo denimtt por 1, 15 ou 30 dias nao
interferiu na producdo de cortisol uma vez que rsmmais controle (2,1+0,2; 2,5+0,4;
2,3x0,1 respectivamente) e nem animais desnutrigd®+0,5; 5,7+0,5; 5,6+0,5
respectivamente) demonstraram alteracdes sigivdsana producdo de cortisol durante o

desenvolvimento do estudo (Fig. 18 A e B).

Com o objetivo de produzirmos o bloqueio na pré@u@u uma reducédo significativa
nos niveis séricos de cortisol dos animais destogyiutilizamos o farmaco cetoconazol.
Além de ser um antifingico de amplo espectro de s&edtamente utilizado nas infec¢des de
pele, diversos estudos na literatura amparam aloasm®etoconazol como um potente inibidor
da esteroidogénese adrenal. Nesse estudo, o trdtaroem cetoconazol por 15 dias
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demonstrou ser eficiente em reduzir significativateeos niveis séricos de cortisol nos
animais desnutridos (1,9+0,3 pg/dL), levando a eotracdo de tal hormonio a valores
equivalentes aqueles observados em animais comtadéelos com salina por 1 dia (2,1+0,2
png/dL). Podemos observar também que os animaisitlielas tratados com cetoconazol por
30 dias (0,7+0,1 pg/dL) apresentaram niveis séieosortisol significativamente inferiores
aos valores observados nos animais controle tratedlm salina por 1 (2,1+0,2 pg/dL) ,15
(2,5+0,4 pg/dL) e por 30 dias (2,3+0,1 pg/dL) (Fif). Assim, podemos afirmar que o
tratamento com cetoconazol promoveu uma eficieméndicdo nos niveis séricos de cortisol
nos animais desnutridos, diretamente proporciomalseu tempo de tratamento. Dessa
maneira, tais animais tratados com cetoconazol POr dias apresentaram valores
significativamente menores que o0s animais tratgdosl5 dias (0,7+0,1 pg/dL vs. 1,9+0,3
png/dL), da mesma forma que os animais tratadod palias com cetoconazol demonstraram
também significativa reducdo nos niveis séricosatésol quando comparados aos animais

controle tratados por 1 dia (1,9+0,3 png/dL vs. &,8#1g/dL respectivamente) (Fig. 20).

Ainda em relacdo aos animais desnutridos, poderhservar que o tratamento com
cetoconazol por 1 dia provocou um aumento exacerlmed producdo de cortisol nesses
animais, sendo esses valores significativamenteremique o0s valores encontrados nos
animais desnutridos tratados com salina por 1 {8®+ug/DL vs. 4,9+0,5ug/DL
respectivamente), 15 (8,9+1,6 ug/DL vs. 5,7£0,5{grBspectivamente) e 30 dias (8,9+1,6
pHg/DL vs. 5,6£0,5u0/DL respectivamente) (Fig. 21).

Entre os grupos controle, o tratamento com cetmoan também promoveu
significativa reducéo no nivel sérico de cortisok ranimais tratados por 15 dias (1,3%0,2
Hg/DL) e nos animais tratados por 30 dias (1,1#@2DL) em relacdo aos animais controle
tratados com salina por 1 (2,1+0,2 pg/DL), 15 (R,8#1g/DL) e 30 dias (2,3+0,1 pg/DL)
(Fig. 22). Porém, ao contrario dos animais destogti que demonstraram um perfil de
inibicdo da producdo de cortisol diretamente propoal ao tempo de tratamento com
cetoconazol, o nivel de cortisol nos animais cdatiratados por 15 dias com cetoconazol ndo
diferiu estatisticamente dos valores encontrados aaimais controle tratados com
cetoconazol por 30 dias (1,3+0,2 pg/DL vs. 1,1+0/PL) (Fig. 23).
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dias de tratamento (30). (*) Diferenca significaiem relacdo ao grupo controle tratado com salioa p dia. (#)
Diferenca significativa em rela¢éo ao grupo congrtdatado com salina por 15 dias. (&) Diferencarsfecativa em 9 -

relac@o ao grupo controle tratado com salina pord@s. (P<0,05).
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Fig. 18 - Comparacéo da producéo de cortisol (ug/dL) entreansnais controle tratados com salina (barras
amarelas)(A) e entre os animais desnutridos tratados com sdliraras azuisYB) ao inicio (1), apos 15 dias

(15) e apos 30 dias de tratamento (30).
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Fig. 19 - Comparacéo da producéo de cortisol (iug/dL) dosrais controle tratados com salina (barras amarelas)

em relacdo aos animais desnutridos tratados comcoetazol (barras vermelhas) ao inicio (1), apéddids (15) e

apos 30 dias de tratamento (30). (*) Diferenca #igativa em relagdo aos grupos controle salina (F85).
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Fig. 20 - Comparacéo da producdo de cortisol (ug/dL) entreangnais desnutridos tratados com cetoconazol

(barras vermelhas) ao inicio (1), apds 15 dias (@2)po6s 30 dias de tratamento (30). (*) Diferenigmiicativa em

relacdo ao grupo desnutrido tratado com cetocongmwl 1 dia. (#) Diferenca significativa em relagao grupo

desnutrido tratado com cetoconazol por 15 dias (5.
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Fig. 21 - Comparacgéo da producéo de cortisol (ug/dL) dos amndesnutridos tratados com salina (barras azuis)
em relacdo aos animais desnutridos tratados comcosiazol (barras vermelhas) ao inicio (1), apodlids (15) e

apo6s 30 dias de tratamento (30). (*) Diferenca figativa em relacdo ao grupo desnutrido tratadonto
cetoconazol por 1 dia. (P<0,05).
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Fig. 22 - Comparagéo da producéo de cortisol (ng/dL) dosrais controle tratados com salina (barras amarglas
em relacéo aos animais controle tratados com cetaeol (barras cinzas) ao inicio (1), apés 15 diaS)(e ap6s 30

dias de tratamento (30). (*) Diferenga significaiem relacdo aos grupos controle salina (P<0,05).
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Fig. 23 - Comparagéo da producéo de cortisol (ug/dL) enseanimais controle tratados com cetoconazol (barras
cinza) ao inicio (1), apos 15 dias (15) e ap0s &3 die tratamento (30). (*) Diferenca significatiean relacéo ao

grupo controle tratado com cetoconazol por 1 dix@,05).

4.5 Efeito da desnutricdo sobre os parametros caialasculares

Nessa etapa do trabalho, nos propusemos a anptisaiveis alteracdes em alguns
parametros cardiovasculares como a pressdo aneédia (PAM) e a freqUiéncia cardiaca
média (FC) evocadas pela desnutricdo protéica pdmame. Também analisamos esses
parametros cardiovasculares a partir do tratamgogcanimais desnutridos com cetoconazol
ou salina e comparamos os resultados obtidos cama@ncontrole submetidos aos mesmos

protocolos de tratamento.

Para obtermos o valor de PAM basal dos animdigadbs nesse estudo, um periodo
meédio de 10 minutos foi selecionado a partir desteg total do animal. Utilizando a fig. 24
para uma andlise geral da PAM dos grupos utilizadsse trabalho, podemos observar que
nao houve diferenca significativa entre os grupmsintimais controle e os grupos de animais
desnutridos, independentemente do tratamento cdmasau cetoconazol. Como nos
resultados ja apresentados, a fim de promovermasnu@thor comparacao entre os diferentes

grupos experimentais, demonstraremos 0s resultadeguir separadamente.

Ainda sobre a andlise da PAM, podemos observar rgme o0 tratamento com

cetoconazol e nem o periodo durante o qual os @imeeberam salina, por 1, 15 e 30 dias,
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foram capazes de provocar qualquer tipo de alteragd§se parametro, tanto nos animais
desnutridos quanto nos animais controle duranteserd/olvimento do estudo (Fig. 25 A e
B).

Assim como a PAM basal, a analise da FC basabhdmsais utilizados nesse estudo
foi obtida através da selecdo de um periodo estagdlo de 10 minutos a partir do registro
total do animal. Analisando de forma geral todosgospos utilizados nesse trabalho,
podemos constatar que a desnutricdo promoveu urardarsignificativo na FC basal desses
animais quando comparada a FC basal dos animdi®legrndependentemente do tempo e
do tipo de tratamento. Observamos também que anigtto com cetoconazol reduziu
significativamente a FC basal dos animais desragdritatados por 15 e por 30 dias em
relacdo aos animais desnutridos tratados com aadvog 1 dia (Fig. 26). Continuamos a
apresentar os resultados separadamente, a fim wemols uma melhor condigcdo de

comparacao entre 0s grupos experimentais.

Analisando primeiramente os animais tratados cdimasgpodemos observar que os
animais desnutridos tratados por 1 (418%2,0 bp&)427+2,0 bpm) e 30 dias (435+13 bpm)
apresentaram uma FC basal significativamente ngaieros animais controle submetidos ao
mesmo tratamento: 1 dia (338£3,9 bpm), 15 dias 833bpm) e 30 dias (337+2,3 bpm)
(Fig. 27). Nesses animais tratados com salina, rpodeafirmar também que o tempo de
tratamento nao interferiu na FC basal, uma vez dquente o desenvolvimento do estudo,
nem animais controle e nem animais desnutridos dstravam alteracdes significativas nesse

parametro (Fig 28 A e B).

Ja nos animais tratados com cetoconazol, obses/ama significativa diminuicdo na
FC basal dos animais desnutridos que receberaatamiento por 15 (37612 bpm) e por 30
dias (379+12 bpm) em relacdo aos animais desnatde receberam cetoconazol por 1 dia
(42515 bpm). Podemos observar também que a FC Hasahnimais desnutridos tratados
com cetoconazol por 30 dias nao diferiu estatisterste da FC basal dos animais desnutridos
tratados com cetoconazol por 15 dias (Fig.29). Egimsntemente, como n&o houve diferenca
estatistica entre os animais do grupo desnutrigiado por 1 dia com cetoconazol e os
animais desnutridos tratados com salina (indepdedemte do tempo de tratamento),
podemos afirmar também que o0s animais desnutriciadbs por 15 e 30 dias com
cetoconazol apresentaram FC significativamente mgone a FC dos animais desnutridos
tratados com salina por 1, 15 ou 30 dias (Fig. 30).
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Apesar dessa diminuicao na FC dos animais dedosttratados com cetoconazol por
15 e 30 dias ter sido significativa quando comparad-C dos animais desnutridos tratados
com salina, os animais desnutridos tratados cootaeazol ainda demonstraram valores de
FC basal significativamente aumentados em relagd@aimais controle tratados com salina
por 1 (418+2,0 bpm vs. 338%3,0 bpm respectivamente)(427+2,3 bpm vs. 333t4,1 bpm
respectivamente) ou 30 dias (435+13,4 bpm vs. 337/K2m respectivamente) (Fig. 31).

Dentre os animais controle tratados com cetocdnaeohuma diferenca estatistica
foi encontrada quando comparamos esses animasidepor 1 dia (338+3,9 bpm) com os
animais tratados por 15 (333+4,1 bpm) ou 30 did@3£3,3 bpm) (Fig. 32). Da mesma forma,
quando comparamos a FC basal dos animais contedblds com cetoconazol com a FC
basal dos animais controle tratados com salina 1p@B44+2,7 bpm vs. 338£3,9 bpm
respectivamente), 15 (337+5,0 bpm vs. 37612 bppeaeivamente) ou 30 dias (341+4,8
bpm vs. 3791+6,8 bpm respectivamente), também n&eredmos nenhuma diferenca

estatistica entre eles (Fig. 33).
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Fig. 24 - Comparacéo da presséo arterial média basal (PAMNkhg) entre animais controle tratados com salina
(barras amarelas), desnutridos tratados com salifzarras azuis), controle tratados com cetocongbpairras
cinzas) e desnutridos tratados com cetoconazok#@lsarermelhas) ao inicio (1), apos 15 dias (15pé6sa30 dias
de tratamento (30). (h=5,5,5; 3,3,3; 5,5,5; 4,54pectivamente, P<0,05).
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Fig. 25 - Comparagdo da pressdo arterial média basal (PAMkg) dos animais desnutridos tratados com
salina (barras azuis) em relacdo aos animais defhes tratados com cetoconazol (barras vermell{ag)e dos
animais controle tratados com salina em relagéo aisnais controle tratados com cetocona@®)l ao inicio (1),
ap6s 15 dias (15) e apos 30 dias de tratamenta (30)
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Fig. 26 - Comparacdo da frequéncia cardiaca média basal ((BPM) entre animais controle tratados com salina
(barras amarelas), desnutridos tratados com salfbarras azuis), controle tratados com cetoconabalri@s
cinzas) e desnutridos tratados com cetoconazokglsarermelhas) ao inicio (1), apds 15 dias (15pésa30 dias
de tratamento (30). (*) Diferenca significativa eeta¢@o aos grupos controle tratados com salineagatios com
cetoconazol (P<0,05). (#) Diferenca significativan eelacdo ao grupo desnutrido tratado com cetocohpar 1
dia (n=5,5,5; 3,3,3; 5,5,5; 4,5,4 respectivameme,05).
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Fig. 27 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal ((BP)M) dos animais controle tratados com salina
(barras amarelas) em relacéo aos animais desnusridatados com salina (barras azuis) ao inicio @pos 15 dias
(15) e apods 30 dias de tratamento (30). (*) Difegy@significativa em relagdo ao grupo controle trddacom salina
por 1 dia. (#)Diferenca significativa em relacdo gnupo controle tratado com salina por 15 dias. (Rjferenca
significativa em relagédo ao grupo controle tratactam salina por 30 dias (P<0,05).
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Fig. 28 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal (BPM) entre os animais controle tratados com

salina (barras amarelasfA) e entre os animais desnutridos tratados com sdli@aras azuis)B) ao inicio (1),

apos 15 dias (15) e ap6s 30 dias de tratamenta (30)

-48 -



1 15 30
Tempo de tratamento (dias)

I Desnutrido cetoconazol

Fig. 29 - Comparacao da frequéncia cardiaca média basal ((BPM) entre os animais desnutridos tratados com

cetoconazol (barras vermelhas) (*) Diferenca sigaifiva em rela¢@o ao grupo desnutrido tratado ametoconazol
por 1 dia (P<0,05).
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Fig. 30 - Comparacéo da frequéncia cardiaca média bas@l)(BPM) dos animais desnutridos tratados com salina

(barras azuis) em relacéo aos animais desnutridatatios com cetoconazol (barras vermelhas) aodn(t), apos
15 dias (15) e apds 30 dias de tratamento (30)Df¢renca significativa em relagéo aos grupos desdo salina

(P<0,05).
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Fig. 31 - Comparacéo da frequéncia cardiaca média basal (BP)M) dos animais controle tratados com salina

(barras amarelas) em relagéo aos animais desnusritiatados com cetoconazol (barras vermelhas) &ar(1),

apo6s 15 dias (15) e apds 30 dias de tratamento. @D)Diferenca significativa em relagdo aos gruposntrole

salina (P<0,05)
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Fig. 32 - Comparacado da frequéncia cardiaca média basal (BPM) entre os animais controle tratados com

cetoconazol (barras cinzas) ao inicio (1), aposliEs (15) e apds 30 dias de tratamento (30).

-50 -



4001 :
Controle salina
= - = B Controle Ceto
300+
=)
o
M 200
O
L
100
G T 1 I
1 15 30
Tempo de tratamento (dias)

Fig. 33 - Comparacéo da frequéncia cardiaca média basal (BPM) dos animais controle tratados com salina
(barras amarelas) em relagdo aos animais controd¢atlos com cetoconazol (barras cinzas) ao initip §p6s 15

dias (15) e apos 30 dias de tratamento (30).

4.6 Efeito da desnutricdo sobre a relacdo LF/HF e porcentagem de participacao de

cada um desses espectros de variabilidade sobreadpr total na FC

Nessa etapa do trabalho, nos propusemos a angdisaiveis alteracfes no balanco
autonémico evocadas pela desnutricao protéica ggrmaime. Dessa forma, a fim de avaliar a
interacdo entre a atividade eferente simpaticaraspanpatica na variabilidade do intervalo
R-R, escolhemos a analise espectral por permdeterminacdo da regulacdo autonémica de
uma maneira ndo invasiva. Para melhor comparacédades entre diferentes grupos de
animais, foram calculadas a razdo LF/HF e a poagemt com que cada uma das bandas de
freqUuéncia contribui para o poder total, sem sarl@m conta a banda de VLF. De uma
maneira geral, podemos observar que a desnutrigdtéiqga provocou um aumento
significativo na relagao LF/HF dos animais desuos| independentemente deles terem sido
tratados com cetoconazol ou com salina. Podemosnalys ainda, que o tratamento com
cetoconazol ndo promoveu alteracdo significativarelacdo LF/HF tanto nos animais
desnutridos quanto nos animais controle tratadod pd5 ou 30 dias (Fig. 34). Continuamos
a organizar os resultados separadamente, visamgthar apresentacdo dos mesmos.
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De uma forma geral podemos observar também quenerda da relacdo LF/HF nos animais
desnutridos aconteceu como consequéncia do aundmt@articipacdo percentual do
componente LF (Fig. 35) e de uma diminuicdo na@pacao percentual do componente HF
(Fig. 36) sobre o poder total nesses animais dedost Também foi possivel constatar que o
tratamento com cetoconazol, ou o periodo no qualamisiais receberam salina, nao
promoveram alteracdo sobre os componentes LF eddRymupos tratados por 1, 15 ou 30
dias. Assim como nos resultados anteriormente aptados, tais resultados serao
desmembrados a fim de promovermos uma melhor cagg@arentre os diferentes grupos

experimentais.

Entre os animais tratados com salina, podemosnaysque os animais desnutridos
tratados por 1 (0,84+0,03 n.u.), 15 (0,84+0,02 e..80 dias (0,84+0,02 n.u.) apresentaram
relagdo LF/HF significativamente aumentada em &lagos animais controle também
tratados com salina por 1 (0,55+0,01 n.u.), 159€¥0501 n.u.) ou 30 dias (0,55+0,03 n.u.)
(Fig. 37A). Quando analisamos 0s componentes LH-eséparadamente, observamos um
aumento do componente LF nos animais desnutridtedtvys com salina por 1, 15 ou 30 dias
em relacdo aos animais controle também tratadossatima pelo mesmo periodo (0,45 vs
0,35 n.u.; 0,46 vs 0,37 n.u.; 0,46 vs 0,36 n.uQ.8B). Conseqlientemente, observamos uma
reducdo no componente HF dos animais desnutridtedt's com salina por 1, 15 ou 30 dias
em relacdo aos animais controle também tratadossatima pelo mesmo periodo (0,55 vs
0,65 n.u.; 0,54 vs 0,63 n.u.; 0,56 vs 0,64 n.ipeesvamente) (Fig. 37C).

Quando analisamos o0s animais tratados com cetoalpn@odemos observar
resultados semelhantes aos animais tratados cona.sRlortanto, os animais desnutridos
tratados por 1 (0,89+0,02 n.u.), 15 (0,89+0,04)reu30 dias (0,85+0,02 n.u.) apresentaram
relagdo LF/HF significativamente aumentada em &tlagos animais controle também
tratados com cetoconazol por 1 (0,53+0,01 n.u.)(0158+0,02 n.u.) ou 30 dias (0,55+0,02
n.u.) (Fig. 38A). Quando analisamos os compomsebkee HF separadamente, observamos
um aumento do componente LF nos animais desnuthidtzslos com cetoconazol por 1, 15
ou 30 dias em relagdo aos animais controle tamkaadbs com a droga pelo mesmo periodo
(0,47 vs 0,35 n.u.; 0,44 vs 0,36 n.u.; 0,46 vs B.3b respectivamente). Consequentemente,
observamos uma reducé&o no componente HF nos ardesnsitridos tratados com salina por

1, 15 ou 30 dias em relacdo aos animais controddéen tratados com salina pelo mesmo
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periodo (0,53 vs 0,65 n.u.; 0,56 vs 0,64 n.u.; @60,65 n.u. respectivamente) (Fig. 38 B e
C).

Ainda sobre a analise da variabilidade da FC, padeobservar que nem o tratamento
com cetoconazol e nem o periodo durante o quahiosass receberam salina foram capazes
de provocar qualquer tipo de alteracdo na relagaifE, tanto nos animais desnutridos
qguanto nos animais controle durante o desenvolvonédm estudo (Fig. 39 A e B). Da mesma
forma, quando analisamos os componentes LF e HBEradgmente, ndo observamos
alteragcbes significativas entre os diferentes teamge tratamento, tanto nos animais

desnutridos quanto nos animais controle.
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Fig. 34 - Comparacéo da relacdo LF/HF (u.n.) entre animaisitcole tratados com salina (barras amarelas),
desnutridos tratados com salina (barras azuisptage tratados com cetoconazol (barras cinzas)esnditridos
tratados com cetoconazol (barras vermelhas) adan(t), apds 15 dias (15) e apos 30 dias de tratemé€30). (*)
Diferenca significativa em relagdo aos grupos coldrtratados com salina e com cetoconazol. (n=55,3,3,3;

7,5,7; 4,5,4 respectivamente, P<0,05).
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Fig. 35 - Comparacgéo do percentual de participacdo do camepte LF (u.n) entre animais controle tratados com
salina (barras amarelas), desnutridos tratados @atina (barras azuis), controle tratados com cetwzol! (barras
cinzas) e desnutridos tratados com cetoconazorglsarermelhas) ao inicio (1), ap6s 15 dias (15pés30 dias de
tratamento (30). (*) Diferenca significativa emaglo aos grupos controle tratados com salina e cetaconazol.

(n=5,5,5; 3,3,3; 5,5,5; 4,5 respectivamente, P<0,0
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Fig. 36 - Comparagéo do percentual de participagdo do comptmElF (u.n) entre animais controle tratados com
salina (barras amarelas), desnutridos tratados ceatina (barras azuis), controle tratados com cetwazol
(barras cinzas) e desnutridos tratados com cetozoh@barras vermelhas) ao inicio (1), ap6s 15 diEs) e ap6s 30
dias de tratamento (30). (*) Diferenca significatiem relacdo aos grupos controle tratados com aaéncom
cetoconazol. (n=5,5,5; 3,5,5; 5,5,5; 4,5,4 respechente, P<0,05).

-54 -



A) 1.0 : . & Controle salina

# # #

* * * [l Desnutrido salina
0.8
0.6 - T T
0.4
0.2
0.0 T T )

N P

W
Tempo de tratamento (dias)

LF/HF (u.n.)

& & &
# #
B) 501 * x . Controle salina
40 B Desnutrido salina
T - T
2 30-
E)
5 204
104
G T T I
1 15 30
Tempo de tratamento (dias)
C) 801 Controle salina

& & & B Desnutrido salina

- # - # — #
* " *
g
2 404
[T
I
204
0 T T I
1 15 30

Tempo de tratamento (dias)

Fig. 37 - Comparacéo da relacdo LF/HF (u.ifA) do percentual de participagdo do componente LR)((B) e do
percentual de participagdo do componente HF (U@))entre animais controle tratados com salina (bareesarelas)

e animais desnutridos tratados com salina (barrasig) ao inicio (1), ap6s 15 dias (15) e apés ZB die tratamento.
(*) Diferenca significativa em rela¢do ao grupo ¢are tratado com salina por 1 dia. (#) Diferenggrsficativa em
relagdo ao grupo controle tratado com salina por di&s. (&) Diferenga significativa em rela¢éo aougo controle
tratado com salina por 30 dig@\). (*) Diferenca significativa em relacdo ao grupontmle tratado com salina por 1
dia. (#)Diferenca significativa em rela¢@o ao grupantrole tratado com salina por 15 dias. (&) Diéerca significativa
em relacdo ao grupo controle tratado com salina 6r dias(B). (*) Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle tratado com salina por 1 dia. (#)Diferengignificativa em relacdo ao grupo controle tratadom salina por

15 dias. (&)Diferenca significativa em relagdo aapo controle tratado com salina por 30 dig®). (P<0,05). 5
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Fig. 38 - Comparacao da relacdo LF/HF (u.(}) do percentual de participacdo do componente LR)((B) e do
percentual de participagdo do componente HF (u(€) entre animais controle tratados com cetoconazalrés
cinzas) e animais desnutridos tratados com cetaoar(@barras vermelhas) ao inicio (1), apés 15 diBs) e apos 30
dias de tratamento. (*)Diferenca significativa emlagdo ao grupo controle tratado com cetoconazal pdia.
(#)Diferenca significativa em relagdo ao grupo coie tratado com cetoconazol por 15 dias. (&)Difieca
significativa em relacdo ao grupo controle tratadom cetoconazol por 30 dig8). (*)Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle tratado com cetoconazof ft dia. (#) Diferenca significativa em relacdo goupo
controle tratado com cetoconazol por 15 dias. (&eBenca significativa em relacdo ao grupo contrtigtado com
cetoconazol por 30 dia@). (*)Diferenca significativa em relagdo ao grupontmle tratado com cetoconazol por 1
dia. (#)Diferenca significativa em relagdo ao grupontrole tratado com cetoconazol por 15 dias. (3iferenca

significativa em relac@o ao grupo controle trataclam cetoconazol por 30 diéS). (P<0,05).
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Fig. 39 - Comparacgéo da relacdo LF/HF (u.n.) entre animzasitrole tratados com cetoconazol (barras cinzas) e
animais controle tratados com salina (barras amasgl(A) e animais desnutridos tratados com cetoconazol

(barras vermelhas) e animais desnutridos tratadws calina (barras azuigB) ao inicio (1), apés 15 dias (15) e

apo6s 30 dias de tratamento (30).
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5 DISCUSSAO

A desnutricdo, ainda hoje, € considerada um doblgmas mais sérios de saude
publica no mundo. Estudos realizados, tanto em homguanto em animais, tém relatado
efeitos adversos sobre a homeostase de diverstmmass fisioldgicos, dentre eles o
cardiovascular(Adlarcet al, 1972; Barker, 1995; Brozek, 1981; Jaya Rdoal, 1968).
Porém, ainda estamos longe de entender por compdetianos causados por essa condicdo
patologica, 0 que torna necessaria a realizacdwdes estudos que ajudem a desvendar 0s
maleficios causados pela desnutricdo sobre o @maniNeste intuito, o desenvolvimento de
modelos experimentais que se aproximem das corgliefeontradas em humanos é de
fundamental importancia para se entender os meuasidisiopatoldgicos especificos da

desnutrigcao.

Em nosso laboratério (LFC), utilizamos o rato comodelo animal por apresentar
metabolismo acelerado, ciclo reprodutivo curtoredsefacil manuseio. O modelo de
desnutricdo proposto foi baseado na reducédo dewdatprotéico da dieta oferecida apds o
desmame de 15% para 6%, 0 que representa uma oedeg@0% da proteina ofertada aos
animais. A utilizacdo de tal modelo de desnutric&tifica-se pela alta incidéncia de criangas
que nado tém acesso a uma alimentacdo adequada ppdsdo da amamentacdo, na maioria
devido a condigdo socioecondmica da familia. Geate) a porcao protéica da dieta, por
apresentar um custo mais elevado, também ndo éoaes em quantidades adequadas,
tornando-se um fator contribuinte para a desnutriedsa metodologia ja vem sendo utilizada
no LFC (Tropiaet al, 2001; Oliveiraet al, 2004; Losset al, 2007) e assemelha-se aos
métodos utilizados em outros trabalhos da liteeafuukoyanovet al, 2000; Agarwakt al,
1981; Ferreiraet al, 2003b).

Entre os nutrientes necessarios a manutencao mi@dstase, pode-se destacar as
proteinas, definidas como moléculas de estrutuomsplexas que desempenham papéis
fundamentais no corpo humano (Brozek, 1965). Essaéculas devem ser continuamente
ressintetizadas pelo organismo, através da inged¢d@roteinas pela dieta, nas quais
veiculardo os aminoacidos essenciais e 0s nao aise(Rassool, 2003). Dessa forma, a
desnutricdo hipoprotéica nos periodos iniciais ida do animal pode afetar a proliferacéo
celular, acarretando prejuizo ao desenvolvimentparal através da deplecdo da massa

muscular e diminuicao de peso (Benabal, 1993).
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No presente estudo, considerando os animais ¢®n&oos animais desnutridos
tratados por 1 dia com salina como animais padriservamos que a desnutricdo protéica
pos-desmame oferecida aos animais, por um periedd dlias, resultou em uma reducéo de
76% no peso corporal dos animais que consumiram @ista em relacdo aos respectivos
controles (Fig. 10.1 A). A diferenca de peso eonfr@lois grupos foi estatisticamente diferente
e garante que a dieta oferecida a esse grupoi¢ée@rgk em promover a desnutricdo, uma vez
que a reducao do peso corporal pode ser utilizane axm indicador basico dessa condicdo
(Sawaya A.L., 2006). A auséncia de ganho de peseroadda nos animais desnutridos
utilizados nesse trabalho ganha respaldo na likeratugerindo que o baixo teor protéico da
dieta, provavelmente, ndo disponibiliza aminoacislaficientes para que o organismo possa
ter seu desenvolvimento ideal (Lucas, 1998). Qutrabalhos desenvolvidos com ratos
sugerem que a associacao entre a desnutricio soocpgooral existe gracas a processos
adaptativos que acontecem fundamentalmente parajuséar as condi¢cdes nutricionais
adversas as quais o animal estd sendo submetidbmébaet al, 1999). Outros fatores
caracteristicos de um quadro de desnutricdo témagitesentados pelo LFC e incluem baixos
niveis de albumina plasmatica e proteinas totaiw€ita et al, 2004; Tropiaet al, 2001).
Diante desses parametros, € possivel afirmar qd&ta composta de 6 % de proteina
(caseina) é eficaz na promog¢do de um quadro deitriedio experimental. Podemos também
observar que o tratamento com cetoconazol ndo preumoenhuma alteragcdo no peso dos
animais, tanto nos grupos controle quanto nos grusesnutridos, independentemente do
tempo de tratamento utilizado (Fig. 7B). A néo uéficia do cetoconazol sobre o peso
corporal dos animais € vista em outros estudos itesatura que também utilizaram
cetoconazol em protocolos de longa duragéo senmayeen alteracdo no peso dos animais
(Cohenet al, 2000; Sonino, 1987).

Os resultados obtidos com a analise do peso dalgi adrenal, a quantidade de
goticulas de colesterol presentes na glandula adeera quantidade de cortisol produzido
pelos animais, ficam mais plausiveis quando sélisadas em conjunto. Quando comparado
animais desnutridos com animais controle que for@tados com salina, observamos um
aumento significativo no PAN de tais animais desdos em comparacdo aos animais
controle, independentemente do tempo em que esgesais receberam salina (Fig. 10A).
Contrariando 0 aumento observado no peso de tabpajguns estudos demonstram que a

restricdo alimentar cronica promove uma reducaealinno crescimento corporal com
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consequente diminuicdo no peso dos 6rgdos. Comomaelisso, j& foi demonstrado que
orgdos como o figado, intestino estomago e rinsespfuma diminuicdo no seu peso
diretamente proporcional a diminuicdo do peso aaippromovido pelo déficit nutricional
(Ferrell et al, 1986; Koonget al, 1982). Estudos desenvolvidos no LFC, e quezatéim
metodologia semelhante a utilizada no presentealtrtab também demonstraram uma
significativa diminuicdo no peso umido renal (Mqu2809) e cerebral (Oliveirat al, 2004)

de animais desnutridos quando comparados a anico@igole. O aumento no peso da
glandula adrenal observado nesse trabalho podégtgdo direta com a quantidade de
colesterol presente na glandula dos animais umaguez os animais desnutridos também
apresentaram quantidade significativamente maiozatiesterol na glandula que os animais
controle (Fig. 14A). O aumento na quantidade destefol presente na glandula adrenal dos
animais desnutridos corrobora com o aumento naugémd de cortisol observado em tais
animais, uma vez que o principal substrato utilizg@dra a bioformacédo do cortisol € o
colesterol (Kimet al, 1997) . Somado ao aumento na quantidade detexaepresente na
glandula adrenal dos animais desnutridos, tal opyite ter se tornado significativamente
mais pesado também devido a uma possivel hipertedfancada pelas camadas adrenais
responsaveis pela producdo de cortisol. O efepertidfico provocado pelo aumento da
atividade da glandula adrenal também ja foi obskervem outros trabalhos na literatura e
respalda a idéia do aumento no peso do 6rgdo (Gahat, 2003; Harrcet al, 2001).

O aumento na producao de cortisol pelos animassiudedos confirma a situacéo
aversiva induzida pelo déficit alimentar empregaddrabalho, sugerindo que a desnutricdo
protéica pos desmame age como um estressor no#ligmotencial ativando mecanismos
neuroendocrinos restabelecedores da homeostase.orfolc tem uma importancia
fundamental nos estados de estresse, influencianch@tabolismo celular e gerando uma
mobilizacdo de substratos energéticos necessam@sgoproducdo de respostas fisiologicas

adaptativas a presenca dos agentes estressorak ¢Pak, 2001).

Ainda em relacéo ao peso da adrenal, comparampsgde animais desnutridos com
animais controle que receberam o tratamento comcaetzol por 1, 15 e 30 dias. O
cetoconazol é um agente antimicotico com amploatspele atividade e baixa toxicidade,
utilizado para o tratamento de uma gama de infec¢degicas sistémicas e superficiais
(Sonino, 1987). Essa droga também € um potentédanilda esteroidogénese adrenal e

gonadal por interferir em diversos passos enzimstidependentes do citocromo P-450
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(Loose et al, 1983). O cetoconazol vem sendo utilizado comessm como tratamento
paliativo da Sindrome de Cushing devido a sua idali¢é em diminuir a producéo de cortisol
(Cohenet al, 2000). A capacidade de inibicdo esteroidal aiadieao cetoconazol resulta da
inibicdo de reacfes enzimaticas que acontecemodeatglandula adrenal. A primeira reacao
que sofre interferéncia do cetoconazol € exatamanpeimeira transformacdo enzimatica
sofrida pelo colesterol quando esse passa por antreembranas mitocondrias e sofre a acao
da enzima de clivagem da cadeia lateral da molgeu20-22 desmolase (Sonino, 1987).
Apesar de promover a inibicdo da esteroidogénesenall logo na primeira reacao
enzimatica, as moléculas de colesterol ja est@&onalizadas na glandula adrenal. Com isso, a
producdo de cortisol ndo acontece; porém a enttaganoléculas de colesterol na glandula

nao sofre nenhum tipo de acéo da droga.

Dessa forma, quando analisamos o peso da glaadrgaal dos animais controle que
receberam o tratamento com cetoconazol, observamosaumento em tal parametro
proporcional ao tempo de tratamento com a droga (E2A). De acordo com a contagem
lipidica realizada nas adrenais dos animais cantratados com cetoconazol podemos inferir
gue o aumento no peso das adrenais de tais anaw@igeceu devido ao acumulo lipidico
promovido pelo tratamento com cetoconazol (Fig. )13&ntre os animais desnutridos que
receberam o tratamento com cetoconazol, a quasetidpiilica presente nas adrenais dos
animais tratados por 15 dias nao foi diferente wkntidade lipidica presente nas adrenais de
tais animais tratados por 30 dias. Consequentemani@mais desnutridos tratados por 15 e
por 30 dias com cetoconazol ndo demonstraram diarsignificativa no que tange ao peso

das adrenais.

A producédo de cortisol nos animais desnutridosadigs com cetoconazol foi
eficientemente reduzida ja com 15 dias de tratamnemi a droga, trazendo tais valores a um
patamar similar & producéo de cortisol dos animaigrole tratados com salina. Nos animais
desnutridos tratados com cetoconazol por 30 diassed de cortisol encontrado estava abaixo
dos valores observados nos animais controle tratadm salina (fig. 19). A eficiéncia do
cetoconazol em diminuir a esteroidogénese adrensdibém observada em outros estudos
da literatura com tempo de tratamento semelhamteurd modelo de estresse provocado pelo
cheiro de gato no ambiente onde 0s ratos estawgadat, 0s animais expostos a tal situacéo
e tratados por 14 dias com cetoconazol apresentaraeis de corticosterona reduzidos

também a niveis normais (Miettinen, 1988; Coleal., 2000). No trabalho que serviu como
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referéncia para a utilizacdo do cetoconazol conilmdor da esteroidogénese adrenal no
presente estudo, o tratamento com a referida duogd 4 dias também foi suficiente para
reduzir os niveis de cortisol e corticosterona rea inferiores aos niveis basais dos
horménios (Cohest al, 2000).

Apesar de mais estudos serem necessarios paramafios sobre o funcionamento do
Eixo HPA, na literatura sdo encontrados relatogjue a estimulagéo cronica exercida pelo
ACTH promove efeitos semelhantes aos observadoshossos animais desnutridos. Dos
efeitos mais relatados, podemos citar o estimulorélecimento da adrenal, aumento do fluxo
sanguineo para a glandula e um estimulo generaligad sintese de todas as enzimas
esteroidogénicas do citocromo P450. Além desseso®feo ACTH ainda promove um
aumento na quantidade de colesterol livre dispbnqiaea a esteroidogénese, aumentando a
reserva de colesterol intracelular (Natelseinal, 1987). Assim, uma vez tendo sido
encontradas, no presente estudo, caracteristi@sndicam a hiperativacdo do Eixo HPA,

mais estudos seriam necessarios para se afirm@aogsibilidade.

Também no presente estudo, nos propusemos aravalividade autondmica atraves
da analise espectral da FC em animais submetidEsrutricdo protéica pos desmame. O
exame da variabilidade da frequéncia cardiaca (\0)na janela que permite o estudo da
integridade do sistema nervoso autdbnomo, e vem osardizada como ferramenta
investigativa simples e néo-invasiva direcionaddeteccdo e ao estudo das disfuncdes
auton6micas cardiacas em diversas patologias (TASRCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THENORTH AMERICAN SOCIETYOF PACING
AND ELECTROPHYSIOLOGY, 1996)Dessa formaavaliamos a relacdo LF/HF, assim
como o percentual com que cada uma das frequéfigtasu HF) contribuem para o poder
total, de onde foi subtraido a regido de baixissinegiéncia (VLF). Os resultados
encontrados apontaram para um predominio da adiwiginpatica sobre a parassimpatica nos
animais desnutridos, independentemente do tipongau cetoconazol) e do tempo de
tratamento (1, 15 ou 30 dias) (fig.34) utilizadéssses achados confirmam resultados
anteriores do LFC que demonstraram farmacologiceanen predominio da atividade
simpatica vasomotora nesse protocolo. Em tal estlidipia e cols. (2001) demonstraram
uma maior queda da PAM decorrente da administradéoPrazosin, bloqueadaox-
adrenérgico, no grupo desnutrido quando comparadgwpo controle (Tropiat al, 2001).

Outros trabalhos da literatura também demonstram ajudesnutricdo protéica promove
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aumento da atividade simpatica e diminuicdo dadaile parassimpatica (Youegjal, 1985;
Leon-quintoet al, 1998).

O tratamento com cetoconazol e a conseqiente uligAm nos niveis séricos de
cortisol ndo promoveu alteracdo alguma sobre anbalautonémico da frequencia cardiaca
nos animais desnutridos tratados com a droga eaga®laos animais desnutridos tratados
com salina (Fig.39B) como vem sendo sugerido meaalitira. Alguns estudos concluiram a
auséncia de tal relacdo, uma vez que concentragdesradrenalina e adrenalina plasmatica
nao sdo alteradas a partir da administracdo desalprargumentando com iSso contra um
aumento na atividade do SNS cortisol dependenten(€let al, 1987).

Podendo estar diretamente relacionado ao aumemto atividade simpatica
demonstrada, observamos também um aumento nogevaler FC nos animais desnutridos
tratados com salina em relacdo aos animais contiaebém tratados com salina,
independentemente do tempo de tratamento. Apesanmdento na atividade simpética ser a
explicacdo mais plausivel para o aumento da FGniosais desnutridos tratados com salina,
uma reducao significativa em tal parametro foi oks#a nos animais desnutridos tratados
com cetoconazol por 15 e 30 dias, em relagdo aosaendesnutridos tratados com salina.
Essa diminuicdo na FC dos animais desnutridos dmatacom cetoconazol acontece
exatamente quando os niveis de cortisol nos anigesautridos tratados com a droga se
equipara aos valores observados nos animais certathdos com salina, sugerindo uma
influéncia do excesso de cortisol na elevacéo daAp€sar da significativa diminuicdo da FC
observada nos referidos animais tratados com aet@oy tal pardmetro ainda apresentou-se

significativamente elevado quando comparado agsasicontrole tratados com salina.

Tomados em conjunto, nossos dados revelam quwvac$ o de nutrientes, proteina,
durante as fases iniciais da vida tem a capacidaddivar mecanismos neuroenddcrinos que
promovem o aumento na producédo do hormoénio dossstreomprovando a situacdo adversa
criada pela deficiéncia protéica. Podemos sugent&m que o aumento na producdo de
cortisol esta ligado a quebra da homeostase cardias animais desnutridos por agir
parcialmente no aumento da FC dos animais subnsefiddesnutricdo protéica. Aléem da
participacdo do cortisol na alteracdo de tal pat@meomos levados a pensar também que
podem existir outros mecanismos agindo no aumeatb@ sendo o aumento na atividade
simpatica o0 mecanismo mais plausivel para estargicamente agindo com o excesso de
cortisol.
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Apesar de mais estudos serem necessarios paremafios sobre a atividade do Eixo
HPA, podemos levantar a partir desse trabalho ailfibdade da desnutricdo protéica pos
desmame promover uma hiperativacéo de tal via. tPavalhos posteriores, seria interessante
a avaliacdo da concentracdo de outros horméniopaoentes do eixo HPA como o ACTH e

CRF para afirmarmos ou descartar a possivel hipelate da via.

Para a avaliagdo da possivel interacdo do aundmtgeortisol com aumento de
atividade simpética como promotora do aumento dank&s estudos devem ser realizados
promovendo o bloqueio farmacolégico do componernitep&tico e da esteroidogénese

adrenal concomitantemente.

Sabemos que muito ainda deve ser feito na teatalitvse elucidar os mecanismos
fisiopatoldgicos responsaveis pelas alteracdesaanmencionadas. Tal conhecimento poderia
fornecer informacdes cruciais que levariam ao epgydmento de métodos de tratamento de
distarbios homeostéaticos em pessoas submetidasrutdedo protéica, além de contribuir

com os governos de paises subdesenvolvidos nacadegibliticas de saude mais adequadas.
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7 APENDICE
Peso corporal (g)

CONTROLE DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30 1 15 3 1 15 30
1 270 280 298 275 281 287 65 69 70 70 68 72
2 278 282 287 280 280 288 68 70 67 68 69 68

69 68 69 65 72 70

3 269 287 285 279 286 290
4 259 289 295 286 65 72 70
5 271 298 286 [CR
6 279 285

Médiat 271 284 201 278 282 287 66 69 69 67 69 70

Tabela Ill — Peso corporal dos animais controle eghutridos tratados com cetoconazol ou sali(fd.Diferenca significativa

em relacdo aos arupos contra

DESNUTRIDO
CONTROLE Cetoconazol Salina

Cetoconazol Salina 1 15 30 1 15 30
Animal 1 15 30 1 15 30 243 281 34.717.8 223 240
1 54 93 122 59 66 69 248 288 323189 218 26.6
2 57 89 101 65 65 60 19.1 369 28.8238 230 195

3 54 79 119 66 7.3 54 227 286 255

4 80 98 97 245

235 312 295 205 221 234

* * * * *

Tabela IV — Peso da glandula adrenal normalizado conpeso corporal dos animais controle e desnutsidiatados com
cetoconazol ou salina*) Diferenca significativa em relagdo aos gruposmrole. (#) Diferenca significativa em relacéo

ao grupo desnutrido tratado com cetoconazol porid.d
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Perfil lipidico das adrenais

CONTROLE DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina Cetoconazol Salina

Animal 1 15 30 1 15 30 1 15 30 1 15 30

1 13.3 15.6 209 14.8 13.9 12.0 11.8 20.3 20.6 10.0 10.1 8.9

2 12.1 149 21.3119 124 14.0 114 186 20.2 87 85 8.9

3 13.8 175 20.311.3 125 14.1 124 183 212 78 8.9 7.4

4 135 175 15.6 20.0 19.7

5 14.9 25.0 11.8 193 204 88 9.2 8.4

6 10.7 20.4 * * * * *

Média 13.1 16.2 218 135 13.6 14.2
# #

Tabela V — Quantidade de lipideo presente nas adigdas animais controle e desnutridos tratados coetoconazol ou

salina. (*) Diferenca significativa em relagdo aagupos controle. (#) Diferenca significativa em egdo ao grupo

Aecniitridn tratadn com ceatnennaznl nar 1 d

Cortisol séricc (ug/dL)

CONTROLE DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30 1 15 30 1 15 30
1 29 10 05 28 25 26 155 26 10 59 41 7.3
2 24 20 09 15 24 20 69 10 05 58 45 41
3 28 09 17 19 12 22 73 24 03 60 66 5.0
4 04 19 13 20 29 23 78 14 08 32 68 59
5 15 12 25 38 25 74 22 10 38 65 6.1
Média 2.1 13 02 21 25 23 59 19 07 29 57 56

* *
* * * * *

Tabela VI — Producdo de cortisol dos animais conga desnutridos tratados com cetoconazol ou salifipDiferenca

significativa em relagéo aos grupos controle salina
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PAM (mmHg)

CONTROLE DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30 1 15 30 1 15 30
1 113 133 115 105 108 112 111 103 110 104 106 105
2 110 91 105 112 111 107 112 121 105 100 105 107
3 112 109 112 111 101 108 110 100 104 108 104 110
4 114 118 106 107 107 100 104 109 109
5 113 103 124 117 117 109 113
112 111 112 108 109 107 109 109 107 104 105 107
FC (bpm)
CONTROLE
DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina :
Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30
1 15 30 1 15 30
1 0.59 0.62 049050 0.61 0.54
417 370 392 418 432 461
2 0.55 0.66 0.59 0.59 0.57 0.54
438 392 390 415 425 431
3 0.52 055 052051 0.56 0.68
427 416 374 422 425 415
4 0.47 053 049 0.58 0.64 0.51
420 342 363
5 0.55 050 0.65 0.56 0.46
362
6 0.49 061 051
425 376 379 418 427 435
0.51 0.59
* *# *# * * *
Média 0.52 0.58 055 055 059 0.55
Tabela VIII — Frequencia cardiaca média dos animaisrdrole e desnutridos tratados com cetoconazol aling. (*)

Diferenca significativa em relacdo aos grupos camig tratados com salina e controle tratados comocenazol. (#)

Diferenca <sinnificativa em relacin an ariino desnidim tratadn com cetoconazol nor 1 ¢
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LF/HF (u.n.)

DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina
1 15 30 1 15 30
094 0.77 0.800.81 0.89 0.1
0.88 0.93 0.880.92 0.83 0.88
0.84 0.88 0.820.80 0.82 0.83
0.89 0.81 0.91

1.04

0.89 089 0.85 0.84 084 0.84

* * * * * *

Tabela IX — Relagdo LF/HF dos animais controle e desrndbs tratados com cetoconazol ou saling) Diferenca

DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina
1 15 30 1 15 30
0.48 0.43 0.44 0.44 0.47 0.45
0.46 0.48 0.46 0.48 0.45 0.46
045 0.46 0.450.44 0.45 0.45
0.47 0.44 0.47

0.41

0.47 0.44 0.46 045 0.46 0.46

CONTROLE
Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30
1 336 346 345 335 320 332
2 338 336 348 340 330 345
3 348 347 342 351 345 334
4 340 319 355 340 332 340
5 352 339 338 327 338 336
Média 342 337 345 338 333 337
significativa em relagéo aos grupos controle tratedcom salina e com cetoconazol.
CONTROLE
Cetoconazol Salina
Animal 1 15 30 1 15 30
1 037 0.38 0.330.33 037 0.37
2 033 0.39 0.370.37 037 035
3 034 035 034034 036 035
4 032 034 033 037 036 040
5 035 033 039 036 039 0.33
Média 035 036 0.35 0.35 0.37 0.36

* * * * * *

Tabela X — Participagdo do componente LF dos animeisitrole e desnutridos tratados com cetoconazolsalina. (*)

Diferenca significativa em relacdo aos grupos caole tratados com salina e com cetoconazol.
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HF (u.n.)

CONTROLE
Cetoconazol Salina

Animal 1 15 30 1 15 30

1 0.62 0.61 0.66 0.66 0.62 0.62

2 0.64 0.60 0.62 0.62 0.62 .64

3 0.65 0.64 0.650.65 0.63 0.64

4 0.67 0.65 0.66 0.62 0.63 0.59

5 064 066 060 0.63 0.60 0.66

Média 0.64 0.63 0.64 0.64 0.62 0.63

DESNUTRIDO
Cetoconazol Salina
1 15 30 1 15 30
0.51 0.53 055055 053 0.55
0.53 054 053051 054 0.53
054 0.53 0.54055 0.53 0.61
0.52 0.55 0.52 0.55 0.54
0.48 0.48 0.52
0.52 053 053 054 053 0.55
i * * * * i

Tabela XI — Participacdo do componente HF dos animaiontrole e desnutridos tratados com cetoconazolsalina. (*)

Diferenca significativa em relacédo aos grupos caolt tratados com salina e com cetoconazol.
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IMMULITE" 2000 Cortisol

English

Intended Use: For in vitro diagnostic use
with the IMMULITE 2000 Analyzer — for
the quantitative measurement of cortisol
(hydrocortisone, Compound F) in serum,
as an aid in the clinical assessment of
adrenal status.

Catalog Number: L2ZKCO2 (200 tests),
L2KCO6 (600 tests)
Test Code: COR Color: Dark Pink

CDC Analyte Identifier Code: 1032
CDC Test System |dentifier Code: 10418
CLIA Complexity Category: Moderate

Summary and Explanation

Cortisol (hydrocortisone, Compound F) is
the most abundant circulating steroid and
the major glucocorticoid secreted by the
adrenal cortex. Physiologically effective in
anti-inflammatory activity and blood
pressure maintenance, cortisol is also
involved in gluconeogenesis, calcium
absorption and the secretion of gastric
acid and pepsin.

As an indicator of adrenocortical function,
measurement of blood cortisol levels is
useful in the differential diagnosis of
Addison's and Cushing's disease,
hypopituitarism, and adrenal hyperplasia
and carcinoma.’

A variety of stimulation and suppression
tests — ACTH Stimulation, ACTH
Reserve, Dexamethasone Suppression —
can supply supportive information on
adrenocorticol function.**®

Anomalous cortisol concentrations have
been shown to exist in patients with acute
infections, severe pain, diabetes mellitus
or heart failure, and in women either
pregnant or on estrogen therapy. In
addition, certain virilizing syndromes and
iatrogenic conditions raise other naturally
occurring steroid levels to high
(nonphysiologic) concentrations that may
interfere with assaying cortisol directly,
unless a highly specific antiserum is used.

Principle of the Procedure
IMMULITE 2000 Cortisol is a solid-phase,
competitive chemiluminescent enzyme
immunoassay.

Incubation Cycles: 1 x 30 minutes.

Specimen Collection

The use of an ultracentrifuge is
recommended to clear lipemic samples.

Hemolyzed samples may indicate
mistreatment of a specimen before receipt
by the laboratory; hence the results should
be interpreted with caution.

Icteric or grossly contaminated samples
may give erroneous results.

Centrifuging serum samples before a
complete clot forms may result in the
presence of fibrin. To prevent erroneous
results due to the presence of fibrin,
ensure that complete clot formation has
taken place prior to centrifugation of
samples. Some samples, particularly
those from patients receiving
anticoagulant therapy, may require
increased clotting time.

Blood collection tubes from different
manufacturers may yield differing values,
depending on materials and additives,
including gel or physical barriers, clot
activators and/or anticoagulants.
IMMULITE 2000 Cortisol has not been
tested with all possible variations of tube
types.

Volume Required: 10 pL serum.

Storage: 7 days at 2-8°C, or 3 months at
-20°C.°

Warnings and Precautions
For in vitro diagnostic use.

Reagents: Store at 2-8°C. Dispose of in
accordance with applicable laws.

Follow universal precautions, and handle all
components as if capable of transmitting
infectious agents. Source materials derived
from human blood were tested and found
nonreactive for syphilis; for antibodies to
HIV 1 and 2; for hepatitis B surface antigen;
and for antibodies to hepatitis C.

IMMULITE 2000 Cortisol (PIL2KCO-21, 2008-11-12)
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Sodium azide, at concentrations less than
0.1 g/dL, has been added as a
preservative. On disposal, flush with large
volumes of water to prevent the buildup of
potentially explosive metal azides in lead
and copper plumbing.

Chemiluminescent Substrate: Avoid
contamination and exposure to direct
sunlight. (See insert.)

Water: Use distilled or deionized water.

Materials Supplied

Components are a matched set. Labels on
the inside box are needed for the assay.

Cortisol Bead Pack (L2C0O12)

With barcede. 200 beads, coated with

polyclonal rabbit anti-cortisol. Stable at
2-8°C until expiration date.

L2KCO2: 1 pack. L2KCQG6: 3 packs.

Cortisol Reagent Wedge (L2COA2)
With barcode. 11.5 mL alkaline
phosphatase (bovine calf intestine)
conjugated to cortisol in buffer, with
preservative. Stable at 2-8°C until
expiration date.

L2KCO2: 1 wedge. L2KCOG6: 3 wedges.

Before use, tear off the top of the label at
the perforations, without damaging the
barcode. Remove the foil seal from the top
of wedge; snap the sliding cover down into
the ramps on the reagent lid.

Cortisol Adjustors (LCOL, LCOH)

Two vials (Low and High), 3 mL each, of
cortisol in processed human serum, with
preservative. Stable at 2-8°C for 30 days
after opening, or for 6 months (aliquotted)
at —20°C.

L2KCO2: 1 set. L2KCOB6: 2 sets.

Before making an adjustment, place the
appropriate Aliquot Labels (supplied with
the kit) on test tubes so that the barcodes
can be read by the on-board reader.

Kit Components Supplied
Separately

Multi-Diluent 1 (L2M1Z)

For the on-board dilution of high samples.
One vial of concentrated (ready-to-use)
processed, normal human serum,
containing undetectable to low levels of
cortisol, with preservative. Stable at 2-8°C

IMMULITE 2000 Cortisal (PIL2KCO-21--2008-11-12)

for 30 days after opening, or for 6 months
(aliquotted) at —20°C.
L2M1Z: 25 mL.

Barcode labels are provided for use with
the diluent. Before use, place an
appropriate label on a 16 x 100 mm test
tube, so that the barcodes can be read by
the on-board reader.

L2M1Z: 3 labels.

L2SUBM: Chemiluminescent Substrate
L2PWSM: Probe Wash

L2KPM: Probe Cleaning Kit

LRXT: Reaction Tubes (disposable)
L2ZT: 250 Sample Diluent Test Tubes
(16 x 100 mm)

L2ZC: 250 Sample Diluent Tube Caps

CONG: Tri-level, multi-constituent control

Also Required
Distilled or deionized water; test tubes;
controls.

Assay Procedure

Note that for optimal performance, it is
important to perform all routine
maintenance procedures as defined in the
IMMULITE 2000 Operator's Manual.

See the IMMULITE 2000 Operator's
Manual for: preparation, setup, dilutions,
adjustment, assay and quality control
procedures.

Recommended Adjustment Interval:
4 weeks.

Quality Control Samples: Use controls
or serum pools with at least two levels
(low and high) of cortisol.

Expected Values

The following reference ranges have been
reported in the literature for circulating
cortisol levels and for the results of
stimulation and suppression tests.
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Diurnal Variation | a.m.: 5— 25 pg/dL
(138 — 690 nmol/L)"®*
p.m.: Approximately half

of a.m. values

ACTH Over twice (usually 3 to 5
Stimulation times) basal values*®

ACTH Reserve Below basal (control)

values™

Dexamethasone
Suppression

Below basal (control)
values for the screening,
low-dose and high-dose
tests™

Consider these limits as guidelines only.
Each laboratory should establish its own
reference ranges.

Limitations

Circulating cortisol results may be falsely
elevated in samples obtained from patients
being treated with prednisolone or
prednisone (converted to prednisolone in
vivo). Caution must therefore be exercised
with cortisol determinations for patients
undergoing therapy with these and
structurally related synthetic corticosteroids.

Heterophilic antibodies in human serum
can react with the immunoglobulins
included in the assay components causing
interference with in vitro immunoassays.
[See Boscato LM, Stuart MC. Heterophilic
antibodies: a problem for all
immunoassays. Clin Chem 1988:34:27-
33.] Samples from patients routinely
exposed to animals or animal serum
products can demonstrate this type of
interference potentially causing an
anomalous result. These reagents have
been formulated to minimize the risk of
interference; however, potential
interactions between rare sera and test
components can occur. For diagnostic
purposes, the results obtained from this
assay should always be used in
combination with the clinical examination,
patient medical history, and other findings.

Performance Data

See Tables and Graphs for data
representative of the assay's performance.
Results are expressed in pg/dL. (Unless
otherwise noted, all were generated on
serum samples collected in tubes without
gel barriers or clot-promoting additives.)

Conversion Factor:
pg/dL x 27.59 — nmol/L

4

Calibration Range: 1 to 50 pg/dL
(28 to 1,380 nmol/L).

The assay is traceable to an internal
standard manufactured using qualified
materials and measurement procedures.

Analytical Sensitivity: 0.20 pg/dL
(5.5 nmol/L).

Precision: Samples were assayed in
duplicate over the course of 20 days, two
runs per day, for a total of 40 runs and 80
replicates. (See "Precision” table.)

Linearity: Samples were assayed under
various dilutions. (See "Linearity" table for
representative data.)

Recovery: Samples spiked 1 to 19 with
three cortisol solutions (100, 185, and
380 pg/dL) were assayed. (See
"Recovery" table for representative data.)

Specificity: The antibody is highly specific
for cortisol. (See "Specificity" table.)

Although some steroids exhibit slight
crossreactivity, their normal physiological
concentrations are low compared to
cortisol, hence they will not significantly
interfere with the assay. There is,
however, an observed crossreactivity of
approximately 62% with prednisolone
which must be considered for patients
undergoing this therapy. Since prednisone
is converted to prednisolone in vivo,
caution must be exercised with cortisol
determinations for patients undergoing
either therapy.

Bilirubin: Samples spiked with 100 and
200 mg/L of conjugated and unconjugated
bilirubin were analyzed. Bilirubin may
interfere with the assay, causing elevation
of values. (See "Bilirubin” table.)

Hemolysis: Presence of hemoglobin in
concentrations up to 384 mg/dL has no
effect on results, within the precision of the
assay.

Lipemia: Presence of triglycerides in
concentrations up to 3,000 mg/dL has no
effect on results, within the precision of the
assay.

Method Comparison 1: The assay was
compared to IMMULITE Cortisol on 97
samples. (Concentration range:
approximately 2 to 50 pg/dL. See “Method
Comparison 1" graph.) By linear
regression:

IMMULITE 2000 Cortisol (PIL2KCO-21, 2008-11-12)
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(IML 2000) = 0.92 (IML) + 0.07 pg/dL
r=10.990

Means:
17.3 pg/dL (IMMULITE 2000)
18.8 pg/dL (IMMULITE)

Method Comparison 2: The assay was
compared to Coat-A-Count (RIA) Cortisol
on 97 samples (Concentration range:
approximately 2 to 50 pg/dL. See "Method
Comparison 2" graph.) By linear
regression:

(IML 2000) = 0.98 (CAC) — 0.83 pg/dL
r=0.983

Means:
17.3 pg/dL (IMMULITE 2000)
18.5 pg/dL (Coat-A-Count)
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Measurement of serum 11-deoxycortisol and
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Technical Assistance

In the United States, contact Siemens
Medical Solutions Diagnostics Technical
Services department.

Tel: 800.372.1782 or 973.927.2828

Fax: 973.927.4101. Outside the United
States, contact your National Distributor.

The Quality System of Siemens Medical
Solutions Diagnostics is certified to
1SO 13485:2003.
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Tables and Graphs

Precision (pg/dL)

Within-Run' Total®
Mean®  SD* (o4 sD cv
1 33 020 61% 027 B82%
2 B85 044 52% 058 6.8%
3 18 0.95 5.3% 18 7.2%
4 26 16  6.2% 18  7.3%
5 31 23 74% 29 94%

Linearity (ug/dL)

Dilution' Observed® Expected® %O/E*
1 8in8° 11 — —
4in8 5.6 5.5 102%
2in8 2.8 2.8 100%
1in 8 1.5 1.4 107%
2 8in8 18 — =
4in8 8.5 9.0 94%
2in8 4.5 45 100%
1in8 oo 2.3 96%
3 8in8 22 = —
4in8 12 11 109%
2in8 6.2 55 113%
1in8 2.9 2.8 104%
4  8in8 41 o =
4in8 20 21 95%
2in8 10 10 100%
1in 8 4.9 5.1 96%
5 8inB >50 L =
4in8 26 B LB
2in8 12 13 92%
1in8 5.9 6.5 91%
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Specificity Recovery (pg/dL)

pg/dL % Cross Solution' Observed® Expected®  %O/E’
Compound’ Added® reactivity’ ] — 8.89 = s
Aldosterone 1,000 0.1% A 13.7 13.5 102%
Androstenedione 10,000 ND B 16.7 17.7 94%
Betamethasone 1,000 ND c 28.2 275 103%
Corticosterone 400 1.2% 5 - 12.4 i o
Cortisone el A 18.1 168  108%
11-Deoxycorticosterone 400 ND B 230 210 109%
11-Deoxycortisol 100 1.6% c 337 308 109%
21-Deoxycortisone 500 0.2% 3 = | 143 - .
Dexamethasone 500 ND A 165 18.6 89%
DHEASO, 10800 BEx B 24.2 2238 106%
Estriol 100 NH ¢ 330 32,6 101%
Estrone 500 0%

) 4 — 15.0 vt ==
Fluticasone 22 ND A 170 193 93%
17a-Hydroxyprogesterone 400 0.2% B 25 1 235 107%
Methotrexate 100 ND c 333 933 100%
Methylprednisolone 200 22% 5 = 193 = | s
Prednisoclone 1 OZ zZ://: v = s o9%

; B 26.8 27.6 97%
Prednisone 16 6.1% c 39.0 373 105%
Pregnanediol 2,000 0%

Progesterone 400 ND
Spironolactone 1,000 ND Method Comparison 1:
Tetrahydrocortisone 400 0% 5
Triamcinolone 5,000 0.023%
501 ND -
ND: Not detectable. ﬁ 40
Bilirubin (ug/dL) §
Coniugated"  Unconjugated” § 20
100 200 100 200 E
Unspiked® mg/L mg/L mg/lL mglL
1 4.2 4.0 3.9 41 4.5
2 88 88 91 94 97 g5 5 b =
3 13.0 13.4 14.3 13.6 15.1 IMMULITE Cortisol pg/dL
4 188 186 198 229 220 (IML 2000) = 0.92 (IML) + 0.07 pg/dL
5 28.3 28.0 29.8 28.9 29.3 r=0.990
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Method Comparison 2:

50

IMMULITE 2000 Cortisol
n 7] B
(=] [=] (]

=
o

] 10 20 30 40 50 60
Coat-A-Count Cortisol, pafdL

(IML 2000) = 0.98 (CAC) — 0.83 pg/dL
r=10.983

Deutsch. Precision: 'Intra-Assay, “Gesamt,
*Mittelwert, “SD (Standardbereich), *CV
g\fariationsknefﬁzient). Linearity: 'Verdiinnung,
Beobachten (B), “Erwarten (E), ‘% B/E, *8 in 8.
Recovery: 'Lésung, “Beobachten (B), *Erwarten
(E), %0, B/E. Specificity: 'Verbindung,
zugesetzte Menge, 2% Kreuzreaktivitat, *NN:
Nicht nachweisbar. Bilirubin. 'konjugiertes,
2unkonjugiertes, “ohne Zugabe von. Method
Comparison. Cortisol: Cortisol.

Espafiol. Precision: 'Intraensayo, “Total,
3Media, ‘DS, *CV. Linearity: ' Dilucién,
2Observado (0), *Esperado (E), *%OJ/E, °8 en 8.
Recovery: 'Solucion, “Observado (0),
3Esperado (E), *%0/E. Specificity:
'Compuesto, * Cantidad afiadida, *% Reaccion
cruzada, ND: no detectable. Bilirubin.
'conjugada, “no conjugado, *No sobrecargadas.
Method Comparison. Cortisol: Cortisol.

Francais. Precision: 'Intraessai, “Total,
Moyenne, “SD, °CV. Linearity: 'Dilution,
?Observé (0), *Attendu (A), ‘%C/A, °8 dans 8.
Recovery: 'Solution, ?Observé (0), *Attendu
(A), ‘o OJA. Specificity: 'Composé, “ajouté,
Réaction croissée%. “ND: non détectable.
Bilirubin. 'conjuguée, 2non-conjugué , *Pur.
Method Comparison. Cortisol: Cortisol.

Italiano. Precision: 'Intra-serie, “Totale, Media,
“SD (Deviazione Standard), *CV (Coefficiente di
Variazione). Linearity: 'Diluizione, *Osservato
), *Atteso (A), “%O/A, °8 in 8. Recovery:

Soluzione, “Osservato (0), *Atteso (A), “%O/A.
Specificity: 'Composto, “quantita aggiunta,
Ipercentuale di Crossreattivita, “ND: non
determinabile. Bilirubin. ' coniugata, *non
coniugata, * Semplice, senza aggiunte. Method
Comparison. Cortisol: Cortisalo.

Portugués. Precision: 'Entre-ensaios, “Total,
3Media, “Desvio padrdo, *Coeficiente de
variacdo. Linearity: 'Diluigéo, “Observado (0),
®Esperado (E), “%O/E, °8 em 8. Recovery:
'Solucao, “Observado (0), *Esperado (E),

494 O/E. Specificity: 'Composto, “Quantidade

IMMULITE 2000 Cortisal (PIL2KCO-21, 2008-11-12)

adicionada, *Percentagem de reacgdo cruzada,

‘ND: n3o detectavel. Bilirubin. 'conjugada,
ndo-conjugada, *Nao adicionada. Method
Comparison. Cortisol: Cortisol.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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