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A ignordncia gera mais freqiientemente confianga do que o conhecimento:
sdo os que sabem pouco, e ndo aqueles que sabem muito,

que afirmam de uma forma tdo categérica

que este ou aquele problema nunca serd resolvido pela ciéncia.

(Charles Darwin)
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RESUMO

A desnutricdo ¢ uma condi¢do patoldgica que causa uma gama de modificagdes predispondo ao
desenvolvimento de doencas crdonicas ndo transmissiveis ¢ alterando a regulacdo reflexa do
sistema cardiovascular. A recuperagdo nutricional vai depender, em parte, do periodo e duragdo
da desnutri¢do. Resultados do nosso Laboratério demonstraram alteracdes bioquimicas e
nutricionais decorrentes da desnutrigdo protéica além de uma potenciagdo do Reflexo Bezold-
Jarisch (RBJ). Nesse trabalho avaliamos o peso corporal, a ingestdo alimentar, parametros
bioquimicos ¢ o RBJ de ratos recuperados de uma desnutrigdo protéica. Foram utilizados ratos
Fisher machos divididos em 2 grupos: controle ¢ recuperado. Apds o desmame os grupos
controle e desnutrido receberam dieta 17% de proteina e 6% de proteina por 35 dias. A partir
dai, os grupos controle e recuperado passaram a receber dieta 17% de proteina por 35 dias.
Foram analisados a ingestdo de dieta, 4gua e o peso corporal. Ao final da recuperagdo,
analisamos parametros bioquimicos ¢ o RBJ. Cateteres foram implantados na artéria e veia
femorais para registros de pressao arterial (PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) e administracao de
drogas. Para estimulacdo do RBJ foram utilizadas inje¢des endovenosas em bolus de
fenilbiguanida (PBG) nas doses de 0,625% 1,25% 2,5¢ 5,0¢ ug/kg administradas aleatoriamente.
Os resultados foram mostrados como média + erro-padrao. O peso corporal inicial dos animais
foi de 71,63+0,83g e 73,04+1,72g. O peso apds a recuperagdo ¢ o ganho de peso apresentaram
diferengas significativas (260,10+£10,08g vs 196,30+2,08g) ¢ (34,38+5,40g vs 126,10+£2,26g).
As andlises bioquimicas apos a recuperagdo ndo apresentaram diferencas significativas:
Hemoglobina (15,53+£0,24g/dl vs 15,38+0,22g/dl); Proteina total (6,94+0,19g/dl vs
6,45+0,25g/dl); Albumina (3,57+0,12g/dl vs 3,42+0,06g/dl) e Glicose (152,06+4,85mg/dl vs
155,304+9,57mg/dl). Os valores basais de pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca
(FC) nao apresentaram diferencgas significativas entre os grupos controle e recuperado (118+1,2
mmHg; 371£9,5 bpm vs 1204£3,0 mmHg; 366+10,7 bpm). Com relacdo ao RBIJ, tanto as
bradicardias quanto as hipotensdes decorrentes das inje¢des endovenosas de PBG nédo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados (-43+17,8bpm vs -36+21,1
bpm)?; (-121£35,9 bpm vs -111+25,8 bpm)®; (-274+20,1 bpm vs -232+12,6 bpm)°; (-327+14,0
bpm vs -289+26,0 bpm)“l 0 (-8+1,6 mmHg vs -5+0,9 mmHg)*; (-16+5,3 mmHg vs -8+1,7
mmHg)®; (-39+4,7 mmHg vs -33+5,7 mmHg)"; (-63+4,3 mmHg vs -60+6,1 mmHg)". Esses
dados indicam que a recuperagdo nutricional proposta restabelece parcialmente os parametros
nutricionais ¢ normaliza os valores bioquimicos e os pardmetros cardiovasculares alterados pela

desnutri¢do protéica.
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ABSTRACT

Previous data from our laboratory showed biochemical and nutritional alterations after
undernutrition and an increased sensitivity of Bezold-Jarisch Reflex (BJR) on undernourished
rats. The present study was carried out to evaluate the effects of nutritional recovery on body
and organs weight, food-water consumption and biochemical parameters and to evaluate the
effects of nutritional recovery on cardiovascular reflexes, specifically on the BJR. Experiments
were performed in male Fisher rats divided into 2 groups: Control and Recovered. After
suckling period the animals received a commercial chow containing 17% of protein (control)
and a semi-purified diet containing 6% of protein during 35 days. At this moment, control and
recovered received a commercial chow (17% protein) during 35 days. During recovery, water
and food consumption and body weight were measured weekly. At the end, biochemical
parameters were evaluated and catheters were inserted through the right femoral artery and vein
for pulse arterial pressure recording and drugs administration, respectively. To evaluate the BJR
intravenous doses of 0,625a; 1,25b; 2,5¢ e 5,0d pg/kg of phenylbiguanide (PBG) were
administered. The results were showed as mean =+ standard deviation for control and recovered
groups, respectively. The initial body weight was: 71,63+0,83g and 73,04+1,72g. There were
statistical differences in body weight (260,10+10,08g vs 196,30+2,08g) and total weight gain
(34,38+5,40g vs 126,10£2,26g) after recovery. Biochemical analyses after recovery were not
different: Blood hemoglobin (15,53+0,24g/dl vs 15,38+0,22g/dl); Total protein (6,94+0,19g/dl
vs 6,45+0,25g/dl); Albumin (3,57+0,12g/dl vs 3,4240,06g/dl) and Blood Glucose
(152,06+4,85mg/dl vs 155,30+£9,57mg/dl). There was no statistical difference on basal mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) between groups (118+1,2 mmHg; 371+9,5 bpm vs
12043,0 mmHg; 366+10,7 bpm). The bradycardia evoked by intravenous injections of PBG
were not different between control and recovered rats (-43+17,8bpm vs -36+21,1 bpm)®; (-
121+35,9 bpm vs -111425,8 bpm)b; (-274420,1 bpm vs -232+12,6 bpm)°; (-327+14,0 bpm vs -
289+26,0 bpm)”. There was no statistical difference in the hypotension evoked by intravenous
doses of PBG (-8+1,6 mmHg vs -5+0,9 mmHg)"; (-16+5,3 mmHg vs -8+1,7 mmHg)b; (-39+4,7
mmHg vs -33+5,7 mmHg); (-63+4,3 mmHg vs -60+6,1 mmHg)’. These data suggest that the
nutritional recovery improve biochemical and nutritional parameters and the sensitivity of BJR

altered by protein malnutrition.
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1 — Introducao

1.1- Desnutrigdo.

O numero ainda substancial de criancas afetadas pela desnutrigdo em diferentes
partes do mundo tem originado expressivo niimero de estudos na tentativa de elucidar
os efeitos da desnutri¢do no adulto. Dependendo do periodo de ocorréncia e do grau de
desnutri¢do, severas conseqiiéncias podem ocorrer durante o desenvolvimento e na vida
adulta, predispondo inclusive ao desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas
(Barker e cols., 1990; Barker e cols., 1993; Phillips e cols., 1994; Hoy e cols., 1999).

Na vida fetal os tecidos e 6rgdos passam pelo que chamamos periodos criticos de
desenvolvimento que podem coincidir com periodos de rapida divisao celular. A
principal adaptacdo fetal a falta de nutrientes ¢ diminuir a taxa de divisdo celular. Até
mesmo breves periodos de desnutricdo podem reduzir o nimero de células em alguns
orgaos (Mccance & Widdowson, 1974).

Estudos t€ém mostrado que a desnutrigdo materna durante periodos criticos do
desenvolvimento induz a adaptacdes fetais que podem persistir a longo prazo. A
desnutricdo intra-uterina pode levar a uma programacdo fetal o que predispde ao
desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas (Langley-Evans e cols., 1996;
Langley-Evans e cols., 2003). Paralelamente, o baixo peso ao nascer tem sido associado
a diversas condi¢des patologicas. Law e Shiell (1996) documentaram que a associagao
entre baixo peso ao nascer e aumento da pressdo arterial na infancia e vida adulta tem
sido demonstrada através de estudos epidemioldgicos em diferentes paises. O baixo
peso ao nascer tem sido associado a aumentada prevaléncia de hipertensao (Barker e
cols., 1990) doencas coronarianas (Barker e cols., 1993), diabetes tipo II (Phillips e
cols., 1994) doengas renais (Hoy e cols., 1999).

Assim como a desnutrigdo intra-uterina, a desnutri¢do em fases iniciais da vida
produz um impacto severo no organismo que pode levar a uma série de alteragdes
fisiologicas, inclusive distirbios cardiovasculares (Keller e cols., 1982). Ha evidéncias
epidemiologicas que suportam uma associagdo entre desnutricdo infantil, obesidade no

adulto e doencas cronico-degenerativas (Sawaya e cols., 1995; Sawaya e cols., 2003).



O baixo peso na infancia tem sido associado ao aumento dos niveis de pressao
arterial e mudancas nas concentracdes de glicose e insulina (Barker e cols., 1993; Lucas,
1998). Lucas (1998) documentou que o baixo peso em 1 ano de idade, um indicador
basico de desnutri¢ao, esta associado a um aumentado risco de doenca cardiovascular. A
baixa estatura decorrente da desnutricio também tem sido relacionada a hipertensdo
(Gaskin e cols., 2000; Sichieri e cols., 2000). Criancas com baixa estatura apresentam
niveis elevados de glicemia de jejum, triglicérides, LDL colesterol e colesterol total
(Velasquez-Melendez e cols., 1999). Hoffman e cols., (2000) documentaram que
criangas com baixa estatura apresentam prejuizos na oxidagdo de gordura, o que leva a

um aumento da prevaléncia de obesidade nesses individuos.

Estudos em animais mostraram que a desnutrigdo nos primeiros dias de vida
pode levar a um comprometimento irreversivel do crescimento por afetar
permanentemente a proliferagdo celular. Podemos observar um prejuizo no
desenvolvimento e tamanho dos animais através da deplecdo de massa muscular e
diminui¢do do peso (Machado e cols., 1984; Widdowson, 1963b; Widdowson, 1963a;
Winick & Noble, 1966b). Foi demonstrado ainda, que quanto maior o tempo de
desnutricdo, maior ¢ a perda de peso e os prejuizos a homeostase dos sistemas (Belmar,

1996; Bennis-Taleb, 1999; Machado, 1984; Pedrosa & Moraes-Santos, 1987).

O crescimento normal do rato e de seus Orgdos vitais estd relacionado a
aquisicdo de novas células e manuten¢do do seu tamanho. Mais tarde o crescimento esta
associado com ambas, hiperplasia e hipertrofia. E finalmente, o crescimento estd
associado com a hiperplasia somente (Winick & Noble, 1965). Estes estagios emergem
gradualmente e sua duragdo varia em cada 6rgdo. Até a amamentacdo todos os 0rgaos
crescem primariamente por divisdo celular. Entre e amamentagdo e os 65 dias de idade
o padrao de crescimento de alguns 6rgdos como cérebro e figado j4 ¢ modificado. Apos
65 dias o crescimento em todos os 6rgdos ¢ devido principalmente, a0 aumento no
tamanho da célula. Portanto, o efeito de qualquer estimulo na inibi¢do do crescimento
pode ser tempo-dependente. Estudos tém mostrado que quanto mais cedo uma restricao
alimentar for imposta mais dificil é a reversdo do quadro (Becroft & Bailey, 1965;

Mccance & Widdowson, 1962).



Enormes implicagdes economicas e sociais advém dos efeitos da desnutri¢ao a
médio e longo prazo, especialmente porque as maiores taxas de desnutricdo ocorrem em
paises em desenvolvimento que nao podem financiar o tratamento de doengas cronico-
degenerativas. Pesquisas adicionais sdo necessarias para delinear o perfil da desnutri¢ao
infantil e para prover solugdes efetivas e de baixo custo para tratar estas doengas nos

paises subdesenvolvidos (Sawaya e cols., 1995; Sawaya e cols., 2003).

1. 2— Recuperacgdao nutricional.

Os requerimentos de energia podem ser medidos ou estimados. A energia para
manter o funcionamento corporal ¢ derivada da oxidacdo dos trés macronutrientes da
dieta (carboidratos, lipideos e em menor propor¢do, proteinas), via rotas metabolicas
intermediarias, e da producdo de um composto rico em energia, o ATP. Durante a
desnutrigdo ha uma inadequacdo da energia exogena e ja que o0s requerimentos
nutricionais nao sdo adequados o corpo tem que conseguir a energia necessaria as suas
funcdes vitais nas reservas endogenas. Como nao hé reservas protéicas, qualquer perda
de proteina esta associada a uma queda de funcdo. A adaptacdo que ocorre em resposta
a falta deste nutriente ¢ a conservacao e a diminui¢do da perda de nitrogénio. O corpo ¢
ajustado para conseguir sua energia essencialmente das gorduras. Nos estados mais
adaptados a quantidade de energia derivada dos lipideos pode chegar a 95% do gasto
energético (Reid & Campbell, 2004)

Em resposta a restricdo de nutrientes pode ocorrer uma interrup¢ao na divisao
celular, a qualquer tempo. Assim, desde que a durag¢do da divisdo celular ¢ varidvel em
diferentes o6rgdos, efeitos varidveis podem ser conseguidos apos recuperagdo. Parece
que a reducdo no nimero de células resulta em alteragdes permanentes, enquanto,
redugdes no tamanho resultam em normalizagdo apos a recuperagdao (Winick & Noble,
1966a).

Estudos em animais expostos a desnutricdo durante a amamentagdo através do
aumento do niimero da ninhada, mostraram que a recuperag@o nutricional ndo consegue

reverter a perda de peso corporal e o peso dos 6rgaos e demonstram que quanto mais



cedo a restrigdo ¢ imposta maior a probabilidade de ndo alcangar niveis normais apds a
recuperagdo (Winick & Noble, 1966a).

Outros estudos mostram que animais submetidos a desnutricio podem ter
respostas alteradas a tratamentos farmacologicos e respostas fisiologicas alteradas,
mesmo apds recuperagdo nutricional (Almeida e cols., 1996).

Ratos desnutridos no periodo pré e pos-natal (até 50 dias de idade) e
reabilitados mostraram um aumento no turn-over de dopamina e noradrenalina e um
significante aumento da atividade da tirosina hidroxilase, sugerindo um aumento na
liberacdo destes neurotransmissores no cérebro de animais adultos reabilitados.
Paralelamente, ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina e recuperados ao nascimento
mostraram uma completa recuperacdo do crescimento fisico e da composicao
bioquimica do cérebro e um retorno da concentracdo de L-triptofano aos niveis normais.
Em compensagdo, a atividade da enzima triptofano hidroxilase permaneceu aumentada
levando a um aumento da concentracdo do neurotransmissor serotonina (Manjarrez e
cols., 1996).

Dados demonstram que a implementacao da desnutri¢do aos dois meses de idade
utilizando uma dieta 8% de caseina suplementada com metionina, carboidratos, lipideos
e sais ndo causou alteragdes no peso corporal e peso do cérebro de ratos desnutridos e
recuperados quando comparados aos controles. Neste mesmo estudo, foi visto que a
restrigdo protéica causa alteragdes morfoldgicas da regidao hipocampal, que ¢ re-
estruturada apds reabilitacao nutricional. Isto leva a crer que o SNC maduro dispde de
um potencial de recuperacao estrutural e funcional apds este tipo de injuria (Lukoyanov
& Andrade, 2000).

Alguns estudos t€ém demonstrado alteracdes metabodlicas em tecidos e sistemas
de criancas expostas a desnutricio e a maioria destas alteragcdes parece afetar a
conservagdo de energia. H4 evidéncias de um estoque desproporcional de tecido adiposo
em criancas recuperadas da desnutricdo. Além disso, a aumentada prevaléncia de
adultos obesos em paises em desenvolvimento coincide com as altas prevaléncias de

desnutri¢do (Sawaya e cols., 1995; Sawaya e cols., 2003).



1. 3— Mecanismos Reflexos de Controle da Pressdo Arterial e Fregqiiéncia
Cardiaca.

A regulacdo da pressdo arterial (PA) ¢ uma das fungdes fisiolodgicas mais
complexas, que depende de agdes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e
endocrino. Dessa forma, a regulacao efetiva da PA ¢ resultado da atividade de sistemas
de retro-alimentagdo que atuam a curto ¢ a longo prazo (Dampney, 1994; Shepherd,
1982).

Os mecanismos de controle da PA que atuam a curto prazo, detectam e corrigem
mudancas da PA e volume sanguineo momento-a-momento. Mudangas na pressao
arterial ativam receptores gerando um sinal que ¢ conduzido pelas vias aferentes até o
orgao processador (SNC). Este por sua vez, gera uma resposta conduzida pelas vias
eferentes até o orgdo efetor. O nucleo do trato solitario ¢ a primeira estacdo sinaptica
das aferéncias cardiovasculares no sistema nervoso central e desempenha um importante
papel na modulacdo da atividade autonomica eferente para o sistema cardiovascular.
Entre as mais importantes aferéncias cardiovasculares envolvidas na regulacdo
autondmica da pressdo arterial estdo as aferéncias dos barorreceptores aodrticos e
carotideos (barorreflexo), os quimiorreceptores carotideos (quimiorreflexo) e as fibras
cardiopulmonares (Reflexo Bezold-Jarisch). As diferentes informagdes da periferia sdo
processadas no SNC de forma a produzir a resposta autondémica apropriada, de acordo
com os ajustes requeridos para normalizar a pressdo arterial (Machado e cols., 1997).

Alguns estudos tém demonstrado que o reflexo barorreceptor e o reflexo Bezold-
Jarisch compartilham ni3o somente rotas cardiovasculares aferentes e eferentes como
também dareas integrativas centrais (Brody e cols., 1991; Chen, 1979; Chianca &
Machado, 1994; Lee e cols., 1972; Vasquez, 1994). Quando estimulados, as
informagdes aferentes tanto dos barorreceptores quanto dos receptores
cardiopulmonares sdo enviadas através de suas proje¢des ao sistema nervoso central
(SNC), especificamente ao nucleo do trato solitario (NTS). As vias simpatoinibitorias
destes reflexos envolvem projecdes excitatorias do NTS para a regido caudal
ventrolateral do bulbo (CVLM), e projecdes inibitdrias do CVLM para a regido rostral
ventrolateral do bulbo (RVLM), onde se originam os neurdnios pré-ganglionares

simpaticos, geradores do tonus simpatico vasomotor. Portanto, a ativacdo desta via



neuronal resulta em inibi¢do simpdtica e conseqiiente queda da PA. Paralelamente,
projecoes do NTS para a regido do nuicleo ambiguo, excitam neuronios pré-ganglionares
parassimpaticos, resultando em uma conseqiliente descarga vagal para o coracdo. Deste
modo, os barorreceptores e os receptores cardiopulmonares produzem ajustes
autondmicos cardiovasculares que atuam na manutencdo da PA (Machado, 1997;
Verberne & Guyenet, 1992a; Verberne & Guyenet, 1992b).

Apesar de todos os mecanismos que atuam controlando a PA no intuito de
manté-la dentro da faixa de normalidade, a elevacdo dos niveis de pressao arterial vém
se tornando um problema cada vez mais freqiiente. E possivel que a desnutri¢io além de
comprometer o funcionamento dos mecanismos reflexos (Tropia e cols., 2001) e
humorais (Langley-Evans e cols., 2003) de controle da PA, favoreca o aparecimento de
doengas cronico-degenerativas como: hipertensdo, acidente vascular cerebral,
insuficiéncia cardiaca e diabetes (Barker e cols., 1990; Barker e cols., 1993; Krayer,
1961; Phillips e cols., 1994; Sawaya e cols., 2003).

Tropia e cols. (2001) observaram maior ganho na curva do barorreflexo e maior
responsividade do reflexo Bezold-Jarisch. Os mesmos autores, utilizando um
bloqueador o-adrenérgico especifico (Prasozin), observaram um aumento do tonus
simpatico vasomotor em ratos desnutridos, sugerindo que estes animais poderiam

apresentar um quadro de hiperatividade simpética vasomotora.

E sabido que o sistema nervoso autbnomo é de extrema importancia para a
manutencdo da homeostase cardiovascular. Ele atua modificando o débito cardiaco,
diametro e a resisténcia dos vasos, os quais sdo quase exclusivamente inervados por
fibras do sistema nervoso simpatico e regulam o tonus vasomotor. Portanto, um
aumento na atividade simpdética autonomica, poderia induzir alteracdes no tonus
vasomotor, que casualmente poderia estar relacionado ao desenvolvimento e

manutenc¢do da hipertensao arterial (Rupp, 2001).

Dados preliminares do nosso Laboratorio, obtidos por avaliagdo do indice
autondmico cardiaco (IAC), também sugerem um aumento da atividade simpatica
cardiaca em ratos desnutridos (Martins e cols., 2003). O calculo do IAC, o qual ¢ obtido
dividindo-se a freqiiéncia cardiaca intrinseca pela freqliéncia basal, fornece dados

importantes a respeito da participagdo simpdtica e parassimpatica na regulagdo



autondmica do coracdo. Para resultados com valores de IAC menores que 1 (um), pode-
se dizer que ha um predominio da atividade simpatica, j& para valores maiores que 1
(um), diz-se que ha um predominio da atividade parassimpatica (Goldberger, 1999).

Estes dados na clinica indicam um aumento do risco de morte subita.

Paralelamente as alteragdes reflexas cardiovasculares verificadas por Tropia e
cols (2001) como aumento da responsividade do RBJ, Oliveira e cols (2004)
observaram um aumento significativo dos niveis basais de pressdo arterial média e

freqiiéncia cardiaca em ratos desnutridos.

1.4 Reflexo Bezold-Jarisch.

1.4.1 Historia.

Em 1862, no curso de seus estudos sobre a inervac¢ao cardiaca von Bezold
chegou a conclusao de que haviam fibras sensoriais vagais originadas no coracao cuja
estimulacdo tinha um efeito vasodepressor. Isto antedata em 3 anos a descoberta dos
nervos depressores da aorta por Ludwig and von Cyon. Em 1867, von Bezold e Hirt
observaram que doses médias de veratridina causavam uma queda da pressao arterial,
que nao podia ser prevenida pela seccdo do nervo vago e ndo poderia ser totalmente
explicada pela bradicardia associada. Von Bezold relacionou a agdo vasodepressora a
estimulacdo de terminagdes sensoriais nervosas do nervo vago, reconhecido
anteriormente por ele, como nervos depressores. A partir dai, varios estudos foram
conduzidos na tentativa de elucidar este efeito (Krayer, 1961).

Em 1915 Cramer, trabalhando com um extrato alcaldide de Veratrum viride
confirmou o conceito de von Bezold de uma queda reflexa na pressdo arterial
relacionada a vasodilatagdo. Como regra, este efeito era acompanhado por uma queda
reflexa na freqiiéncia cardiaca e por uma diminui¢do ou parada respiratdria. Todos estes
efeitos s6 podiam ser vistos quando pequenas doses eram administradas. Eles eram

dependentes da integridade do nervo vago (Krayer, 1961).



Em 1935 Jarisch e Henze iniciaram estudos experimentais sobre a acao
circulatoria do Viscum dlbum L.. Ap6s varios estudos das conexdes nervosas do coragao
e pulmdes indicaram que o efeito poderia ser conduzido por nervos depressores. O
resultado do trabalho publicado em 1937 e de uma série de publicagdes subseqiientes
deram evidéncias de um efeito vasodepressor e céardio-desacelerador originado no
coracdo e conduzido por fibras aferentes vagais. Apods estudos utilizando veratridina,
Jarisch e Richter concluiram que a interpretagdo da queda da pressdo arterial por von
Bezold estava correta (Krayer, 1961).

Veratridina e os principios ativos do Viscum dlbum foram as primeiras de uma
série de substancias nomeadas por Jarisch como “substancias detectoras” do efeito
Bezold. Entre 1941 e 1943 substancias como aconitina, histamina, ion potassio,
adenosina ¢ ATP, entre outras, foram detectadas por Jarisch e seus associados e
inseridas nesta classificacdo. Antagonistas das “substancias depressoras” também foram
descobertos como ion calcio, agentes anestésicos locais e agentes anti-histaminicos
(Krayer, 1961).

O termo efeito Bezold foi introduzido por Jarisch em 1939. Em 1942
Strughold e Benzinger adicionaram o nome Jarisch ao de von Bezold quando falavam
sobre o efeito designando como Efeito Bezold-Jarisch o reflexo cardiogénico

estabelecido por eles (Krayer, 1961).

1. 4. 2 Reflexo Bezold-Jarisch e regulacdo da Pressdao Arterial.

A ativagdo de fibras C cardiopulmonares originadas no coragdo e nos pulmoes
por substancias quimicas como alcaldides veratrum, serotonina ou fenilbiguanida
produz a triade hipotensdo, bradicardia e apnéia que caracteriza o Reflexo Bezold-
Jarisch, (RBJ) (Krayer, 1961; Thoren, 1979). A regido cardiopulmonar contém
numerosos mecanorreceptores € receptores quimiossensitivos cujas fibras sdo
amielinizadas e viajam no nervo vago (Thoren, 1979). A ativagdo desses receptores
aumenta a atividade parassimpatica no cora¢do e causa uma simpato-inibicdo no

coragdo e nos vasos de forma a reduzir os valores de pressdao. Dados da literatura



sugerem que em ratos acordados, a queda de pressdo verificada apds ativagdo do RBJ ¢
decorrente da bradicardia evocada pelo reflexo e indicam que o componente
parassimpatico ¢ mediado por receptores NMDA ao nivel do NTS (Chianca Jr. e cols.,
1997).

Diversos estudos tém mostrado o importante papel dos receptores
cardiopulmonares no controle da PA. Chianca Jr & Machado (1994) mostraram que os
receptores cardiopulmonares desempenham um importante papel na regulacdo da
pressao arterial apds a remocao dos barorreceptores arteriais.

Os autores observaram que ratos submetidos a desnervagdo sino-adrtica (DSA)
apresentam no 1° e 15° dias apds cirurgia um aumento significativo na sensibilidade do
RBJ. Neste mesmo trabalho foi evidenciado que a neurotransmissao do RBJ ¢ mediada
por receptores de aminodcidos excitatorios, uma vez que a microinje¢do bilateral de
acido kinurénico no NTS promoveu o bloqueio dose-dependente das respostas de
bradicardia e hipotensdo, decorrentes da excitacdo deste reflexo (Chianca Jr &
Machado, 1994)

A desnervacao sino-aortica (DSA) desenvolvida neste trabalho promoveu um
aumento da sensibilidade da neurotransmissao dos receptores excitatorios no NTS, pois,
doses quatro vezes menores do antagonista acido kinurénico, promoveram o bloqueio
da bradicardia e hipotensdo. Foi sugerido, portanto, que o aumento da sensibilidade do
RBJ apo6s DSA seria decorrente de alteracdes da neurotransmissdo nas aferéncias dos
receptores cardiopulmonares no NTS.

O bloqueio dos receptores de aminoacidos excitatdrios com acido kinurénico no
NTS de ratos submetidos a DSA promoveu um aumento significativo dos niveis de
pressdo arterial sugerindo uma participagdo tOnica inibitoria das aferéncias dos
receptores cardiopulmonares no NTS sobre a pressdo arterial, apds remog¢do dos
barorreceptores arteriais. A neurotransmissao do RBJ no NTS de ratos normais parece
ser mediada por receptores NMDA, uma vez que o AP-5, antagonista seletivo deste sub-
tipo de receptor dos aminoacidos excitatorios, promoveu o bloqueio tanto da bradicardia
quanto da hipotensdo decorrente da excitacdo do reflexo cardiopulmonar.

Os ratos submetidos a DSA ndo desenvolvem hipertensdo arterial apos
diferenciagdo dos barorreceptores arteriais provavelmente devido ao aumento da

sensibilidade do sistema reflexo iniciado pela ativagao dos receptores cardiopulmonares
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(Chianca Jr & Machado, 1994; Chianca Jr e cols., 1997). Dessa forma, parece evidente
a importancia da participacdo dos receptores cardiopulmonares na regulacdo da pressao

arterial.

1.5 — HipertensdaoArterial Sistémica (HAS)

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) constitui um problema de satde publica e
representa um dos mais elevados itens de custo médico-social, tendo em vista sua
participacdo como fator de risco para algumas situacdes de elevada morbi-mortalidade
(Lessa, 2001).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que em menos de 5% dos hipertensos
¢ possivel identificar uma causa bésica que seja responsavel pelo aumento da pressdo
arterial. Na grande maioria dos casos, a causa inicial que determina o aumento da PA ¢
desconhecida. No entanto, sdo conhecidos diversos fatores que contribuem para sua
elevacdo e facilitam o aparecimento da hipertensdo arterial sistémica. Sabe-se, por
exemplo, que a hipertensdo arterial tem natureza familiar, uma vez que certos
polimorfismos génicos, como o do angiotensinogénio, contribuem para elevar a pressao
arterial (Pereira e cols., 2003). Além disso, o sedentarismo, o estresse, o tabagismo, a
raca, o género, o peso corporal, os habitos alimentares e a desnutricio também
influenciam o padrao de elevagdo da pressdo com a idade, e determinam, portanto, uma
maior ou menor predisposicdo do individuo para desenvolver hipertensdo arterial
(Lindquist e cols., 1997).

A hipertensao arterial e suas complicagdes sdo responsaveis pela alta freqiiéncia
de internacdes. De acordo com dados do Ministério da Saude, ocorreram 1.150.000
internagdes por doencas cardiovasculares em 1998, com custo global de 475 milhdes de
reais (Lessa, 2001). Segundo o JNC 7 (2003) a prevaléncia mundial estimada para
hipertensao ¢ de cerca 1 bilhdo de individuos. Aproximadamente 7.1 milhdes de mortes
por ano podem ser atribuidas a hipertensdao (JNC7, 2003). Dessa forma, o conhecimento

detalhado dos mecanismos promotores e facilitadores da elevag¢do da pressdo arterial é
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de fundamental importancia para a adogdo de medidas preventivas mais eficazes e
principalmente direcionadas a determinados grupos de pacientes.

Estudos do nosso Laboratorio tém demonstrado a associacao entre desnutri¢ao e
elevacao dos niveis de pressdo arterial. Tropia e cols (2001) verificaram alteracdes
reflexas em decorréncia da desnutricdo e evidenciaram um aumento da responsividade
do reflexo Bezold-Jarisch, um aumento do ganho barorreflexo € um aumento do tonus
vasomotor simpatico. Neste trabalho os referidos autores ndo encontraram aumento dos
niveis basais de pressdo arterial (PA) e freqiiéncia cardiaca (FC) o que os levou a
sugerir que o aumento da atividade reflexa poderia estar interferindo no aumento da PA
e FC nos animais desnutridos. Na tentativa de melhor elucidar o mecanismo observado
por Tropia e colaboradores (2001) e tendo em vista um aumento da atividade simpatica
Oliveira e colaboradores (2004) utilizando uma metodologia mais precisa e,
principalmente, utilizando as medidas de pressdo arterial por um tempo mais
prolongado determinaram um significativo aumento da pressdo arterial e freqiiéncia
cardiaca nos ratos submetidos a dieta hipoprotéica.

Diante destes achados, fica evidente que os efeitos da desnutri¢dao protéica sobre
o sistema cardiovascular incluem principalmente, a eleva¢do dos parametros basais de
pressdo arterial média e freqliéncia cardiaca, além de alteracdes reflexas
cardiovasculares evidenciadas pelo aumento da responsividade do reflexo Bezold-
Jarisch. Por outro lado, ndo ¢ conhecido se a recuperagdo nutricional normaliza os
parametros nutricionais, bioquimicos e cardiopulmonares destes animais, o que sempre

foi um dos nossos questionamentos.
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2 — Objetivos

2.1 - Objetivo Geral.

Realizar uma avaliagdo bioquimica, nutricional e cardiopulmonar de ratos
recuperados de uma desnutri¢gdo protéica.

2. 2 - Objetivos Especificos.

2.2.1. Avaliar longitudinalmente o peso corporal € o ganho de peso durante os
processos de desnutrigdo e recuperacao.

2.2.2. Avaliar a ingestdo de dieta e 4gua durante todo o curso da desnutrigdo e
recuperagao.

2.2.3. Avaliar os parametros bioquimicos ao final dos processos de desnutri¢ao
€ recuperacao.

2.2.4. Avaliar os niveis basais de Pressdao Arterial Média (PAM) e Freqiliéncia
Cardiaca (FC) de ratos recuperados de uma desnutrigao protéica.

2.2.5. Avaliar o Reflexo Bezold-Jarisch em ratos recuperados de uma

desnutri¢do protéica.
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3 - Material e Métodos

3. 1 — Protocolos Experimentais.

3.1.1 - Modelo animal.

Neste trabalho foram utilizados 110 ratos Fischer, machos, procriados e

mantidos no Laboratorio de Nutri¢do Experimental, Escola de Nutricdo, UFOP-MG.

No acasalamento, duas fémeas e um macho com aproximadamente quatro meses
de idade foram colocados em gaiolas plasticas de 47 x 33 x 15 cm. Apds dez dias de
acasalamento, os machos foram retirados e as fémeas colocadas em gaiolas individuais.
Durante o periodo de gestacdo os animais receberam racdo comercial Nuvilab CR1%e
agua filtrada ad [libitum. Apds o nascimento, as ninhadas foram remanejadas
aleatoriamente e mantidas em oito filhotes por fémea. Durante os 21 dias de
amamentacdo as fémeas receberam racdo comercial NUVILAB CRI® (composi¢do:
vide tabela) e agua filtrada ad [libitum. Apdés o desmame, os machos foram
randomizados, separados em gaiolas individuais e divididos nos grupos controle,

desnutrido e recuperado.

3.1.2 — Protocolo de Desnutri¢do e Recuperacdo.
Apobs a amamentacdo os animais divididos nos grupos controle, desnutrido e
recuperado foram submetidos aos protocolos que se seguem:

Controle: Alimentados com dieta comercial NUVILAB CRI® e &gua filtrada ad
libitum por 70 dias.

Desnutrido: Alimentados com dieta semi-purificada 6% de proteina e agua filtrada ad

libitum por 70 dias (Figura 01).

Recuperado : Alimentados com dieta semi- purificada 6% de proteina durante 35 dias e
recuperados com dieta comercial NUVILAB CRI1® por 35 dias e agua filtrada ad
libitum (Figura O1).
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Figura 01 — Cronograma da metodologia de desnutri¢do e recuperagdo protéica.

A desnutricao foi induzida com dieta semi-purificada contendo 6% de proteina

de alto valor bioldgico (tabela I).

3.2 — Dietas

3.2.1 - Composi¢iao Quimica das Dietas.

A dieta semi-purificada utilizada para induzir desnutri¢ao foi preparada com um

teor reduzido de proteina (caseina) e aumento do teor de carboidratos. A composigdo ¢

mostrada na tabela 1.

Tabela I - Composigdo quimica das dietas (g/100g de ragcdo)

Nutrientes Controle Desnutrido Recuperado
Proteina 17 6 17
Amido de Milho 66 77 66
Oleo de Soja 10 10 10
Mistura de Sais 5 5 5
Mistura de Vitaminas 1 1 1

Fibra (Celulose) 1 1 1

Teor caldrico 422 kcal 422 kcal 422 kcal
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3.2.2 — Preparo da Dieta semi-purificada.

No preparo da dieta semi-purificada foram utilizados amido de milho, 6leo de
soja, mistura de vitaminas, mistura de sais, fibra (celulose), colina e caseina (Synth,
Labsynth Produtos para Laboratorios, Ltda, SP) nas quantidades listadas na tabela.

Os componentes foram misturados em ordem crescente de quantidade, com
exce¢do do 6leo de soja que foi o tltimo componente adicionado. Depois de misturados
foram peneirados no minimo 5 vezes para garantir a homogeneizagao da dieta.

Por padronizagdo a dieta semi-purificada e comercial NUVILAB CR1® foram

oferecidas em po.

3.2.3 — Anadlise Bromatoldgica das Dietas.

Para confirmar o teor protéico das dietas oferecidas foram realizadas dosagens
do teor de nitrogénio na caseina, na dieta semi-purificada 6% de proteina e na dieta
comercial NUVILAB CR1".

Para a analise do teor de nitrogénio foram utilizadas amostras de 1g de caseina e
lg de dieta, em duplicata. As amostras foram pesadas, envolvidas em papel
impermeavel e introduzidas em baldes de Kjeldahl de 500 ml. Foram submetidas a
aquecimento com 20 ml de acido sulfrico concentrado (H,SO4) na presenca de 10g de
mistura de sulfato de sodio e sulfato de cobre (Na,SO4:CuSO,4) ¢ de um catalisador
(6xido de selénio). A digestdo foi realizada durante 3 horas, ou até que o liquido se
tornasse limpido. Os baldes de Kjeldahl foram resfriados por 3 horas a temperatura
ambiente. Cada baldo de Kjeldahl foi lavado com &gua destilada. As amostras foram
transferidas quantitativamente para baldes volumétricos de 100 ml, que foram aferidos
com agua destilada. Amostras de 5 ml provenientes baldes volumétricos de 100 ml
foram submetidas a destilagdo na presenca de 10 ml de solugdo de hidroxido de sodio
50% associada a (NaOH+ Na;S,0s3). Foram recolhidas em erlenmeyers contendo Sml de
acido borico 4% (H3;BOs) e 3 gotas do indicador de Ma-Zuazaga. Na ultima etapa
procedeu-se a titulacdo da solugdo obtida no erlenmeyer com HCI 0.1N fatorado, com o

auxilio de uma micro-bureta. Foi realizada a leitura do volume de HCI utilizado na
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titulagdo. O célculo do teor de nitrogénio e do teor protéico da amostra foi realizado
através das equacdes:
Teor de Nitrogénio = (volume HCI — 0.04) x fator de HCI x 0.028 x 100 / peso amostra
Teor protéico = %N x 6.25

3.3 — Avaliagio da Ingestio de Dieta e Agua.

Nos processos de desnutricdo e recuperacdo os animais foram mantidos
individualmente em gaiolas de ago inoxidavel vazadas e monitorados semanalmente
quanto a ingestdo de alimentos e dgua. Abaixo das gaiolas foram alocadas bandejas de
papel para acondicionar restos de dieta e fezes. Agua e racdo foram oferecidas em
bebedouros de vidro com bicos de metal e potes de vidro, respectivamente. Os
recipientes de agua e ragao foram preenchidos a cada 2 dias e a avaliagdo da ingestdo foi
realizada semanalmente. As bandejas contendo restos de dieta foram recolhidas
semanalmente e secadas em estufa a 60°C por 15 minutos. Apds a secagem, as fezes

foram separadas dos restos de dieta e pesados separadamente.

3.4 — Dosagens Hematologicas.

Concluida a desnutri¢do, 14 animais foram submetidos a coleta sangiiinea. De
forma andloga, ao final de 35 dias de recuperagdo realizou-se coleta sangiiinea para
dosagem hematologica.

Os animais foram mantidos em jejum de 12 horas, anestesiados e posteriormente
sacrificados por anestesia com éter etilico (CAQ Casa da Quimica de Diadema, SP,
Brasil).

A coleta foi realizada através de uma incisdo ventral na pata traseira direita com
exposicao femoral de onde o sangue foi coletado. O sangue foi acondicionado em
eppendorfs esterilizados previamente e preenchidos com anti-coagulante. Foram
realizados hemograma, dosagem de proteinas sangiiineas e glicose. As dosagens foram
realizadas no sangue, soro e plasma, respectivamente. Para o hemograma foi utilizado

anticoagulante HEMSTAB EDTA 10 g/dL (LABTEST DIAGNOSTICA, MG, Brasil)
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na concentracdo de 1 gota/5 mL de sangue. Para a glicose foi utilizado o anticoagulante
GLISTAB KF 12g/dL + EDTA 6g/dL (LABTEST DIAGNOSTICA, MG, Brasil) na
concentracdo de 1 gota/3 mL de sangue. As amostras referentes a dosagem de glicose e
proteinas foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm para separagdo do soro e
plasma.

A dosagem do hemograma foi realizada no equipamento ABX Micros 60. As
dosagens de proteinas e glicose foram realizadas no equipamento AIRONE 200 (Wiener
Lab, Alemanha). Todas as andlises foram realizadas no Laboratorio de Analises

Clinicas da Escola de Farmacia — LAPAC/UFOP.

3.5 — Necrdpsia e Pesagem dos Orgiios.

Apo6s o periodo de desnutrigdo e recuperacdo os animais submetidos a coleta
sangiiinea foram sacrificados por anestesia com éter etilico (CAQ Casa da Quimica de
Diadema, SP, Brasil). Apdés o sacrificio, os 6rgdos abdominais expostos foram
fotografados intactos. Procederam-se a dissecacdo e pesagem dos 6rgdos: coragdo,
pulmao, rins, cérebro e figado em balanga analitica (Kern 410). Os o6rgaos foram
fracionados e acondicionados em frascos plasticos estéreis preenchidos com solugdo de
formol tamponado 10% (Dindmica Reagentes Analiticos”) para posterior realizagio de

analise histologica.

3.6 — Drogas e Solucoes.

Veiculo: PBS (Salina tamponada com fosfato) pH 7,2: A solugdo foi preparada pela
dissolugcdo de 8,18 g de NaCl P.A., 1,98 g de Na,HPO4.7H,O P.A. e 0,26 g de
NaH,P04.H,0 P.A. (Synth, LABSYNTH Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema,
SP) em q.s.p. 1000,0 ml de agua ultra-purificada (Milli — Q"). 0 pH da solucdo foi
ajustado para 7,2 com solugdes de HCl e NaOH conforme necessidade. Apos
acondicionamento no frasco de Mariotte a solucao foi esterilizada por autoclavacdo a
120°C e 1,0 Kg/cm® durante 15 minutos conforme protocolo em vigor em nosso

laboratorio e mantida em temperatura ambiente por um periodo maximo de 30 dias.
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Fracdes de PBS destinadas a inje¢cdes endovenosas foram submetidas a ultrafiltracdo
(Millex® 0,22 pum).

Anestésico: Tribromoetanol 2,5%: A solugdo foi preparada na concentragdo de 25 g/L
utilizando 2,2,2 tribromoetanol 99% (Aldrich Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) e
veiculo PBS pH 7,2. Toda vidraria utilizada foi recoberta com papel aluminio para
evitar degradacdo da substancia pela a¢do da luz. O sélido foi dissolvido em agitador
termo-magnético por temperatura ndo superior a 40° C. O pH da solugdo foi ajustado
para 7,2 com solugdes de HCl e NaOH conforme necessidade. Ao final, a solugdo foi
ultrafiltrada em ultrafiltro Millex® 0,22 um, sob fluxo laminar e acondicionada em
frasco ambar e a temperatura ambiente por um periodo maximo de 60 dias.

Agonista 5 HT; — Fenilbiguanida: A solucdo estoque foi preparada utilizando- se
0,2551 g de fenilbiguanida 98% (Aldrich Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) diluida
em 100,0 mL de veiculo PBS. Na preparacao da solu¢do de uso foram utilizados 2,0 mL
de solugdo estoque na concentragdo de 2,5 mg/mL em q.s.p de salina tamponada com
fosfato para alcangar as concentragdes 0,025 g/L e 0,0125 g/L e 0,00625 g/L. Apos
afericdo dos volumes finais as solug¢des foram aliquotadas em eppendorfs (fragdes de

1,0 mL) e mantidas a temperatura de —20°C até o momento do uso.

3.7 — Pardametros Cardiovasculares Basais.
3.7.1 - Canulas arteriais e venosas - Confecgdo e Implantacdo.

Para a confec¢do das canulas arteriais e venosas foram utilizados catéteres de
polietileno PE10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD) de
aproximadamente de 1,0-2,5 cm de comprimento (canula venosa) e 1,5-3,5 cm (canula
arterial) fundidos a catéteres de polietileno PE50 (Becton Dickinson and Company, 7
Loveton Circle Sparks, MD) de aproximadamente 10,0-14,0 cm de comprimento
(canula venosa e arterial). As canulas foram preenchidas com PBS pH 7,2 (esterilizado
e despirogenizado) e cada extremidade PE50 obstruida com pino de metal esterilizado.

Os animais foram anestesiados via intra-peritoneal com tribromoetanol 2,5% na
dose 10,0 mL/Kg de peso corporal. Apds a anestesia, foram submetidos & incisdo

ventral na pata traseira direita com exposicdo da artéria e veia femorais e do nervo
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sidtico. A artéria e veia femorais foram descoladas do nervo cidtico e cateterizadas com
PE10. As extremidades PES0 foram transpassadas sub-cutaneamente na regido lateral e
exteriorizadas no dorso, proximo ao pescogo, para permitir registros de PA em animais
acordados com livre movimentacdo. Realizou- se sutura da regido ventral da pata
traseira e da regido dorsal de exteriorizagdo das canulas. Apds a cirurgia os animais
foram acondicionados em gaiolas de polietileno individuais, mantidas em condigdes de
temperatura e luminosidade controladas e receberam ragdo e agua ad libitum. Apds um
periodo de recuperacdo de aproximadamente 24 horas, os animais foram submetidos a

registros de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca.

3.7.2 - Registro da Pressdo Arterial e Fregqiiéncia Cardiaca.

Para registro da Pressdo Arterial e Freqiiéncia Cardiaca os animais foram
acondicionados em gaiola de acrilico com acesso a agua e racdo ad libitum. Foram
infundidos com 0,1 ml de salina heparinizada (40:1) na canula arterial e conectados a
um swivel hidraulico ligado a um transdutor de pressio MLT0699 (ADInstruments,
Australia) e a um amplificador de sinais blindado ETH 400 (CB Sciences, Inc.).

O amplificador foi conectado a um conversor analogico digital PowerLab/400
(ADInstruments, Australia) e o conversor ao computador por intermédio de uma placa
SCISI onde o software Chart for Windows ® cria os registros a partir dos dados
enviados pelo conversor digital numa freqiiéncia amostral de 200 Hz. Foi realizada a
aquisicdo dos dados referentes a pressao arterial pulsatil (PAP) (figura 2) a partir dos
quais foram derivados, “on line”, os canais de FC e PAM (figura 3).

Para administragdo das drogas, a cinula venosa foi conectada a um tubo de

polietileno PE50 fundido a PE10.
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Figura 02 — Registro de PAP de um animal controle (software Chart for Windows®).
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Figura 03 — Registro de PAP, FC e PAM basais de um animal controle (software AcqKnowledge for
Windows ®).

Os registros que apresentaram artefatos foram corrigidos de forma a eliminar a

interferéncia de ruidos sobre os pardmetros analisados.
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Para estimativa dos niveis basais e variabilidade da PAM, foram tomados

aleatoriamente intervalos de 5 minutos prévios a administragdo de drogas.

3.8 — Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ)

3.8.1 — Protocolo Experimental para Estimulacdo do Reflexo Bezold-

Jarisch.

Apos instrumentacao foi proporcionado aos animais um periodo de estabilizagao
de 20 a 40 minutos. Com os pardmetros cardiovasculares estaveis, o registro definitivo
foi iniciado. Os primeiros 40 minutos foram tomados como pardmetros basais de PA e
FC. Para estimulagdo do reflexo Bezold-Jarisch foram utilizadas inje¢cdes em bolus de
fenilbiguanida nas doses de 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 ng/Kg e uma dose placebo de PBS pH
7.,2. As doses foram administradas aleatoriamente, associadas a um flush de 0,1mL de

salina, e, respeitando intervalo minimo de 5 minutos entre cada dose.

3.8.2 — Analise do Reflexo Bezold-Jarisch.

A andlise do Reflexo Bezold-Jarisch foi realizada calculando- se a variagao
maxima dos parametros Pressdo Arterial Média (PAM) e Freqiliéncia Cardiaca (FC)
antes e apos a administragao da droga. Essa andlise ¢ ilustrada na figura 4.

As analises das variagdes foram realizadas no software Chart for Windows ®.
Os parametros foram recalculados “off line” pico a pico sistolico e foi aplicado um

“smothing” com janela de 201 pontos para filtragem dos dados.
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Figura 04 — Analise da Resposta do Reflexo Bezold-Jarisch de um animal controle (sofiware Chart for

Windows®).

3.9 - Analise dos Dados e Estatistica.

A andlise dos dados foi realizada no software Chart for Windows® e a analise
estatistica no software Minitab ™ Statistical Software, Release 13.31 (Minitab Inc.).

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EP) e aos
resultados foi aplicada anélise de variancia (ANOVA one-way) seguida do pos-teste de
Tukey. O teste t-Student foi utilizado para comparagao de duas médias. As diferengas

estatisticas foram aceitas como sendo significativas para p < 0,05.
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4 — Resultados

4.1 - Peso Corporal.

4. 1.1 - Efeito da Desnutri¢cdo Sobre o Peso Corporal.

A fim de avaliar os efeitos da restricdo protéica sobre o peso corporal os animais
foram pesados antes e apds o periodo de desnutricdo. Ao inicio do experimento os
animais dos grupos controle e desnutrido ndo apresentaram diferengas significativas no
parametro peso corporal. O peso inicial era de 71,63£0,83g e 73,04+1,72g,
respectivamente. Estes resultados sdo mostrados na figura 5.

Os animais desnutridos (n=20) ao final dos 35 dias de restricdo protéica
apresentaram peso entre 60 a 90 gramas, enquanto os ratos da mesma ninhada que
receberam dieta controle (n=20) apresentaram peso entre 180 a 210 gramas. Estes

resultados sao mostrados na figura 6.
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Figura 05 - Peso corporal inicial dos ratos. Ndo ha diferenga significativa comparada
ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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Figura 06 - Peso corporal dos ratos ao final da desnutri¢do. * Diferenca significativa
comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,01).
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4.1.2 - Efeito da Desnutri¢cao Sobre o Ganho de Peso e Sobre a Evolugdo
do Peso Corporal.

Os animais desnutridos (n=20) ao final de 35 dias de restricdo protéica
apresentaram um ganho de peso de 0,8 gramas, enquanto os ratos da mesma ninhada
que receberam dieta controle (n=20) apresentaram um ganho de peso de 158,6 gramas.
Estes resultados sdo mostrados na figura 7.

A figura 8 representa a evolucdo do peso dos animais durante o periodo de
desnutricdo mostrando que a partir da segunda semana hé diferenca significativa entre

os grupos controle e desnutrido.
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Figura 07 - Efeito da desnutri¢do sobre o ganho de peso corporal dos ratos. * Diferenca significativa
comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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Figura 08 - Efeito da desnutri¢do sobre a evolucdo do peso corporal dos ratos. * Diferenca
significativa comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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4.1. 3 - Efeito da Recuperacio Sobre o Peso Corporal.

Os animais recuperados (n=10) ao final de 35 dias de recuperacdo nutricional
apresentaram peso entre 200 e 225 gramas, enquanto os ratos da mesma ninhada que
receberam dieta controle (n=10) apresentaram peso entre 260 e 280 gramas. Estes
resultados sdo mostrados na figura 9.

O grupo desnutrido ndo apresentou ganho de peso significativo neste periodo.
Apo6s 70 dias de desnutricdo os ratos desnutridos pesavam entre 60 e 90 gramas. Este

resultado € ilustrado na figura 10.
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Figura 09 - Efeito da recuperagdo sobre o peso corporal dos ratos. * Diferenga significativa
comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 10 - Efeito da recuperagdo e da desnutrigdo (70 dias) sobre o peso corporal dos ratos.
* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
# Diferenca significativa entre os grupos desnutrido e recuperado(ANOVA P<0,05).
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4.1.4 - Efeito da Recuperagdo Sobre o Ganho de Peso e a Sobre a

Evolugao do Peso Corporal.

Os animais recuperados (n=20) ao final dos 35 dias de recuperacao apresentaram
um ganho de peso corporal igual a 126,1 gramas, enquanto os ratos da mesma ninhada
que receberam dieta controle (n=20) apresentaram um ganho de peso corporal igual a
34,4 gramas. Os animais do grupo desnutrido neste mesmo periodo apresentaram um

ganho de peso igual a 7,3 gramas. Estes resultados sdo mostrados na figura 11.

A figura 12 representa a evolug¢do do peso dos animais durante o periodo de
recuperagdo mostrando que a partir da segunda semana ha diferenca significativa entre

os grupos controle, recuperado e desnutrido.
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Figura 11 - Efeito da recuperagdo e da desnutrigdo (70 dias) sobre o peso corporal dos ratos.
* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
# Diferenca significativa entre os grupos desnutrido e recuperado(ANOVA P<0,05).
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Figura 12 - Efeito da recuperagdo e da desnutrigdo (70 dias) sobre a evolugcdo do peso corporal dos
ratos.
* Diferenca significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
# Diferenca significativa entre os grupos desnutrido e recuperado(ANOVA P<0,05).
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4.2 - Ingestio Alimentar e de Liquido.

4.2.1 - Efeito da Desnutri¢do Sobre a Ingestio Alimentar e de Liquido.

O grupo desnutrido ingeriu quantidades significativamente menores de dieta e
agua. As ingestdes semanais de dieta e 4gua apresentaram diferencas significativas entre
os grupos em todas as semanas de desnutricdo. Estes resultados sdo mostrados nas
figuras 13 e 14.

As ingestdes semanais de dieta por grama de peso corporal ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos controle e desnutrido exceto na 3° semana.
Estes resultados sdo mostrados na figura 15.

As ingestdes semanais de agua por grama de peso corporal apresentaram
diferencas significativas entre os grupos controle e desnutrido nas 5 semanas de

desnutricdo. Estes resultados sdao mostrado na figura 16.
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Figura 13 — Ingestdo semanal de dieta dos grupos controle e desnutrido. * Diferen¢a significativa

comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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Figura 14 — Ingestdo semanal de dagua dos grupos controle e desnutrido. * Diferenca significativa

comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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Figura 15 — Ingestdo semanal de dieta por grama de peso corporal dos grupos controle e desnutrido. *

Diferenca significativa comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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Figura 16 — Ingestdo semanal de dgua por grama de peso corporal dos grupos controle e desnutrido. *

Diferenca significativa comparada ao grupo controle (Teste t-student P<0,05).
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4.2.2 - Efeito da Recuperacdo Sobre a Ingestio Alimentar e de Liquido.

O grupo recuperado apresentou uma elevagdo da ingestdo de dieta e agua,
proporcional ao aumento do peso corporal. O grupo desnutrido ingeriu quantidades
significativamente menores de dieta, exceto na quarta semana. A ingestdo de agua foi
inferior em todo o periodo analisado. Estes resultados sdo mostrados nas figuras 17 e
18.

As ingestdes semanais de dieta por grama de peso corporal do grupo recuperado
foram superiores as do grupo controle a partir da segunda semana de recuperagdo. As
ingestdes semanais de dieta por grama de peso corporal do grupo desnutrido foram
superiores as dos grupos controle e recuperado, exceto na quinta semana. Estes
resultados sao mostrados na figura 19.

As ingestdes semanais de dgua por grama de peso corporal do grupo recuperado
apresentaram diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle na terceira, quarta e
quinta semanas de recuperacao. O grupo desnutrido ingeriu quantidades menores de
agua em relagdo ao grupo controle, exceto na quarta semana de recuperagdao. Estes

resultados sdo mostrados na figura 20.
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Figura 17 — Ingestdo semanal de dieta dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). *

Diferenca significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 18 — Ingestdo semanal de agua dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). *

Diferenga significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 19 — Ingestdo semanal de dieta por grama de peso corporal dos grupos controle, recuperado e

desnutrido (70 dias). * Diferenga significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).

1.0 *
%

o 0.8 - N
on
Los . * —_—
g 04 - *
(@)}
‘® 0.2

0.0 -

semanas

—e— Controle —s— Recuperado Desnutrido (70 dias)

Figura 20 — Ingestdo semanal de dagua por grama de peso corporal dos grupos controle, recuperado e

desnutrido (70 dias). * Diferenga significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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4.3 — Pardmetros Bioquimicos.

4.3.1 - Efeitos da Desnutri¢ao Sobre os Pardmetros Bioquimicos.

Os parametros bioquimicos foram alterados pela desnutri¢do. A tabela II mostra

os parametros bioquimicos dos grupos controle (n=07) e desnutrido (n=07).

A restricdo protéica causou uma diminui¢do das proteinas plasmaticas e dos

niveis de glicose e hematdcrito.

Tabela Il — Media + erro padrdo dos parametros bioquimicos dos grupos controle e desnutrido.

Parametros Grupo Controle Grupo Desnutrido % GD/GC
Glicose (mg/dL) 143.7+09.1 98.0 £ 6.75 0.68
Proteina Total (g/dL) 6.9+0.36 5.0+0.07 0.73
Albumina Plasmatica (g/dL) 4.0+0.37 2.4+0.03 0.60
Globulina (g/dL) 3.0+0.18 2.7 +0.05 0.90
Hemoglobina (mg/dL) 14.6+0.3 11.8+0.45 0.81
Hematocrito(%) 422+1.14 36.2+1.8 0.86

ANOVA com *P<0,05 — diferenga significativa comparada ao grupo controle.
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4.3.2 - Efeitos da Recuperagdo Sobre os Pardmetros Bioquimicos.

A recuperagdo nutricional promoveu a normalizagdo dos parametros
bioquimicos. Neste mesmo periodo, os pardmetros dos ratos desnutridos (70 dias)
permaneceram alterados. Estes resultados sdo mostrados nas figuras 21, 22, 23, 24 e 25.
A tabela III mostra os parametros bioquimicos dos ratos controle (n=09) e recuperados

(n=09).

As proteinas plasmaticas assim como os niveis de glicose e o hematdcrito
sofreram uma queda em decorréncia da desnutrigdo e normalizagdo apos a recuperagao

nutricional. Estes resultados sao mostrados nas figuras 21, 22, 23, 24 e 25.

Tabela III — Media + erro padrdo dos parametros bioquimicos dos grupos controle e recuperado.

Parametros Grupo Controle Grupo Recuperado % GR/GC
Glicose (mg/dL) 152.06+4.85 155.30+9.57 102.0
Proteina Total (g/dL) 6.94+0.19 6.45+0.25 93.0
Albumina Plasmatica (g/dL) 3.57+0.12 3.42+0.06 96.0
Globulina (g/dL) 3.3840.19 3.03+£0.27 90.0
Hemoglobina (mg/dL) 15.53+0.24 15.38+0.22 99.0
Hematocrito (%) 45.59+0.54 44.99+0.77 99.0

Teste ¢- student com *P<0,05 — diferenca significativa comparada ao grupo controle.
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Figura 21 — Niveis de hemoglobina dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). *

Diferencga significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 22 — Niveis de Proteina total dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). *

Diferenca significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 23 — Niveis de Albumina dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). * Diferenga

significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 24 — Hematocrito dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). * Diferenga

significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 25 — Niveis de Glicose dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). * Diferenca

significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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4.4 - Niveis Basais de Pressdo Arterial Média e Freqiiéncia Cardiaca.

Os niveis basais de pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) do
grupo desnutrido (134+£3 mmHg; 425+10 bpm) apresentaram um aumento significativo
em relacdo aos niveis basais de PAM e FC do grupo controle (118+1 mmHg; 371+10

bpm). Estes resultados podem ser observados nas figuras 26 e 27.

Os niveis basais de PAM e FC do grupo recuperado (120+3 mmHg; 366*11
bpm) ndo apresentaram diferengas significativas em relacdo ao grupo controle (118+1

mmHg; 371£10 bpm). Estes resultados podem ser observados nas figuras 26 e 27.

Os valores individuais de peso corporal, os niveis basais pressdo arterial média
(PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) e as respostas decorrentes da administragdo de

veiculo PBS sdo mostrados nas tabelas IV, V e VL
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Figura 26 — Valores basais de PAM dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). * Diferencga

significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 27 — Valores basais de FC dos grupos controle, recuperado e desnutrido (70 dias). * Diferencga

significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Tabela IV - Peso corporal, valores basais de FC e PAM e variagdes de FC e PAM em decorréncia da
administragdo de PBS para o grupo controle.

Animal Peso FC basal PAM basal AFC salina APAM salina
Controle 01 261 395 121 0 -1
Controle 02 265 382 113 1 1
Controle 03 240 447 115 0 -1
Controle 04 293 343 115 -1 -1
Controle 05 280 349 113 0 0
Controle 06 294 368 117 1 1
Controle 07 283 391 112 -1 -1
Controle 08 280 392 118 -1 1
Controle 09 247 337 123 1 -1
Controle 10 270 359 122 0 -1
Controle 11 291 328 123 -1 -1
Controle 12 260 362 123 -2 1
Média 272 371 118 0 0
DP 18 33 4 1 1
EP 5.2 9.5 1.2 0.3 0.3

Tabela V - Peso corporal, valores basais de FC e PAM e variagoes de PAM e FC em decorréncia da
administrac¢do de PBS para o grupo recuperado.

Animal Peso FC basal PAM basal AFC salina APAM salina
Recuperado 01 235 416 112 -1 -1
Recuperado 02 255 336 103 1 0
Recuperado 03 225 390 117 1 1
Recuperado 04 218 303 128 -1 -1
Recuperado 05 210 348 132 -1 0
Recuperado 06 226 398 126 -2 -1
Recuperado 07 223 351 125 1 -1
Recuperado 08 260 315 104 -1 1
Recuperado 09 260 346 110 -1 1
Recuperado 10 200 391 132 -2 -1
Recuperado 11 230 389 121 -1 1
Recuperado 12 235 407 125 0 -1
Média 231 366 120 0 0
DP 19 37 10 1 1
EP 5.5 10.7 3.0 0.3 0.3
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Tabela VI - Peso corporal,valores basais de FC e PAM e variagées de PAM e FC em decorréncia da
administra¢do de PBS para o grupo desnutrido.

Animal Peso FC basal PAM basal AFC APAM
Desnutrido 01 91 419 128 1 1
Desnutrido 02 79 409 146 1 -1
Desnutrido 03 72 465 157 2 -2
Desnutrido 04 81 392 149 -1 1
Desnutrido 05 78 418 135 2 -1
Desnutrido 06 79 339 152 -1 1
Desnutrido 07 75 429 114 2 -1
Desnutrido 08 80 435 141 1 -1
Desnutrido 09 93 437 129 1 -1
Desnutrido 10 81 492 119 -2 0
Desnutrido 11 59 476 128 2 -5
Desnutrido 12 99 398 123 -3 1
Desnutrido 13 94 416 129 -2 2
Desnutrido 14 95 422 129 -3 1
Média 83 425 134 0
DP 11 38 13 2
EP 29 10.1 3.4 0.5 0.5
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4.5 — Estimulacdo do Reflexo Bezold-Jarisch.

As inje¢des endovenosas de fenilbiguanida produziram bradicardias e

hipotensdes dose-dependentes.

Os animais do grupo recuperado ndo apresentaram diferengas significativas nas
respostas hipotensoras em relacdo aos animais controle. Nas doses de 2.5 ¢ 5.0 pg/kg o
grupo desnutrido apresentou uma potencia¢do na resposta hipotensora em relagdo aos

grupos controle e recuperado. Estes resultados sdo mostrados na figura 28.

Quanto a freqiiéncia cardiaca, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
controle, recuperado e desnutrido, exceto para as doses de 2.5 ¢ 5.0 ug /kg onde foi
observada diferencga entre os grupos recuperado e desnutrido. Estes resultados podem

ser observados na figura 29.

As variagdes individuais de pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca
(FC) em decorréncia das doses de 0.625, 1.25, 2.5 e 5.0 ug/kg de fenilbiguanida sao
mostrados nas tabelas VII, VIII e IX.
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Figura 28 — Hipotensées provocadas pelas doses de fenilbiguanida nos grupos controle, recuperado e

desnutrido (70 dias). * Diferenga significativa comparada ao grupo controle (ANOVA P<0,05).
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Figura 29 — Bradicardias provocadas pelas doses de fenilbiguanida nos grupos controle, recuperado e

desnutrido (70 dias). #Diferenca significativa entre os grupos recuperado e desnutrido (ANOVA
P<0,05).
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Tabela VII - Variagoes de pressdo arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC) provocadas pelas
doses de 0.625, 1.25, 2.5 e 5.0 ug/kg de fenilbiguanida para o grupo controle.

0,625 ug/Kg Fenil

1,25 ug/Kg Fenil

2,5 ug/Kg Fenil

5,0 ug/Kg Fenil

Animal
AFC APAM AFC APAM AFC APAM AFC APAM
Controle 01 -1 -3 -13 -5 -199 -28 -347 -71
Controle 02 -207 -21 -200 -56 -339 -61 -314 -69
Controle 03 -111 -10 -391 -47 -420 -73 -426 -66
Controle 04 -2 -4 -5 -9 -262 -46 -342 -76
Controle 05 -83 -14 -194 -31 -273 -41 -325 -65
Controle 06 -17 -8 -67 -14 -279 -49 -337 -68
Controle 07 -14 -5 -19 -5 -292 -30 -381 -75
Controle 08 -20 -1 -34 -2 -261 -29 -288 -51
Controle 09 -6 -4 -238 -4 -316 -41 -303 -47
Controle 10 -24 -12 -225 -7 -255 -29 -331 -86
Controle 11 -27 -3 -20 -8 -137 -20 -229 -44
Controle 12 -5 -6 -52 -4 -249 -19 -303 -36
Média -43 -8 -121 -16 -274 -39 -327 -63
DP 62 6 124 18 70 16 49 15
EP 17.8 1.6 35.9 5.3 20.1 4.7 14.0 4.3

Tabela VIII - Variagoes de pressdo arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC) provocadas pelas
doses de 0.625, 1.25, 2.5 e 5.0 ug/kg de fenilbiguanida para o grupo recuperado.

0,625 ug/Kg Fenil

1,25 ug/Kg Fenil

2,5 ug/Kg Fenil

5,0 ug/Kg Fenil

Animal
AFC APAM AFC APAM AFC APAM AFC APAM
Recuperado 01 -6 -10 -246 -3 -246 -3 -317 -48
Recuperado 02 -3 -3 -154 -8 -287 -35 -390 -36
Recuperado 03 -6 -3 -1 -3 -205 -25 -391 -74
Recuperado 04 -209 -4 -204 -6 -248 -30 -104 -90
Recuperado 05 -7 -4 -186 -11 -226 -52 -359 -75
Recuperado 06 -175 -1 -18 -6 -249 -23 -301 -60
Recuperado 07 -6 -7 -90 -12 -171 -31 -324 -80
Recuperado 08 -4 -3 -30 -2 -205 -19 -287 -31
Recuperado 09 -6 -3 -10 -4 -255 -42 -302 -57
Recuperado 10 -9 -3 -196 -24 -187 -26 -263 -36
Recuperado 11 -1 -3 -46 -10 -316 -82 -305 -86
Recuperado 12 -4 -8 -144 -6 -184 -24 -127 -42
Média -36 -5 -111 -8 -232 -33 -289 -60
DP 73 3 87 6 44 20 90 21
EP 211 0.9 25.0 1.7 12.6 5.7 26.0 6.1
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Tabela IX — Variagoes de pressdo arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC) provocadas pelas
doses de 0.625, 1.25, 2.5 e 5.0 ug/kg de fenilbiguanida para o grupo desnutrido.

0,625 ug/Kg Fenil

1,25 ug/Kg Fenil

2,5 ug/Kg Fenil

5,0 ug/Kg Fenil

Animal
AFC APAM AFC APAM AFC APAM AFC APAM
Desnutrido 01 -16 -4 -20 -5 -287 -58 -329 -84
Desnutrido 02 -12 -8 -6 -7 -186 -61 -272 -82
Desnutrido 03 -30 -8 -72 -15 -377 -61 -502 -111
Desnutrido 04 -4 -4 -130 -36 -190 -26 -376 -79
Desnutrido 05 -42 -5 -121 -17 -317 -53 -322 -61
Desnutrido 06 -75 -26 -128 -29 -297 -87 -244 -87
Desnutrido 07 -27 -10 -147 -14 -374 -79 -386 -75
Desnutrido 08 -20 -1 -19 -7 -308 -66 -335 -84
Desnutrido 09 -5 -3 -22 -6 -384 =77 -436 -117
Desnutrido 10 -2 -2 -6 -7 -314 -65 -357 -94
Desnutrido 11 -34 -12 -22 -13 -386 -88 -399 -74
Desnutrido 12 -5 -1 -19 -10 -76 -16 -285 -61
Desnutrido 13 -15 -9 -11 -8 -244 -45 -363 -75
Desnutrido 14 -6 -13 -334 -56 -366 -72 -376 -66
Média -21 -8 -76 -16 -293 -61 -356 -82
DP 20 7 91 15 92 21 67 17
EP 5.3 1.8 24.4 3.9 24.5 5.6 17.9 4.4
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5 — Discussao.

A desnutrigdo ¢ uma condigdo patologica associada a restricdo do contetido
protéico ou protéico-calorico da dieta. Esta condi¢do pode ser alcancada por alteragao
dos componentes da dieta ou por redugdo da quantidade da mesma. Pode ser induzida
em varias fases do desenvolvimento e causar danos varidveis dependendo da fase

envolvida.

A desnutri¢do intra-uterina, induzida por altera¢do na dieta das fémeas prenhes,
envolve fases de crescimento rapido e pode causar danos irreversiveis em varios
sistemas fetais, incluindo o cardiovascular (Barker e cols, 1993). Virias linhas de
pesquisa adotam a hipotese de que a desnutri¢do intra-uterina leva a uma programagao
fetal, o que predispde ao desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas.
Hipertensdo, doengas coronarianas, diabetes tipo II e doengas renais sdo algumas das
desordens relacionadas ao baixo peso ao nascer (Barker e cols, 1990; Barker e cols,

1993; Hoy e cols, 1999; Phillips e cols, 1994).

Durante a amamentagdo a desnutricio pode ser induzida restringindo a
quantidade de dieta das fémeas (Pedrosa & Moraes-Santos, 1987) ou aumentando o

tamanho da ninhada, provocando competicdo pelo leite materno (Belmar, 1996).

O modelo de desnutrigdo proposto neste trabalho foi baseado na reducdo do
conteudo protéico da dieta oferecida ao grupo desnutrido para 6%, o que representa uma
reducdo de 65% da proteina dietética (caseina). Esta metodologia assemelha-se aos
métodos utilizados em outros trabalhos da literatura (Agarwal e cols., 1981; Benabe e

cols., 1993; Yokogoshi e cols., 1992).

Nossos resultados mostraram que os ratos submetidos a desnutri¢ao apresentaram
apos 70 dias, uma deficiéncia de peso corporal em relagdo aos animais do grupo controle
corroborando outros estudos da literatura (SRIVASTAVA e cols., 1974a; ZEMAN,
1967).

Observacgdes visuais obtidas por comparagdes entre grupos experimentais (grupo
desnutrido e controle) indicaram que animais submetidos a desnutri¢do apresentaram

queda de pélos, menor comprimento e quantidade de tecido adiposo reduzida. Essas
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alteragdes sdo compativeis com a adaptagdo que o organismo promove para se ajustar as
condigdes nutricionais adversas (Benabe & Martinez-Maldonado, 1993; Carraza, 1991).

Conforme estabelecemos em nossa metodologia a recuperagdo nutricional
proposta foi realizada no intuito de avaliarmos a eficiéncia da recupera¢do do peso dos
animais submetidos a desnutricdo. Diante do proposto, nossos resultados apontaram
para o grupo em recuperagdo, um ganho de peso numa taxa muito superior ao grupo
controle demonstrando que mudangas adaptativas podem ocorrer em conseqiiéncia da
desnutri¢do, levando a otimizagdo do aproveitamento dietético ou ao prejuizo na
oxidacdo de macronutrientes no organismo em recuperacdo (Hoffman e cols, 2000;
Sawaya e cols, 2003), o que pode resultar em ganho de peso aumentado.

O peso corporal dos animais submetidos a restri¢ao protéica estabiliza e apos 70
dias de desnutrigdo o ganho de peso estd mantido em praticamente zero. Apesar dos
animais desnutridos ingerirem quantidades equivalentes de dieta por grama de peso
corporal em relacdo ao grupo controle, a auséncia de ganho de peso mostra que o baixo
conteudo protéico da dieta provavelmente ndo disponibiliza proteinas para formacao e
crescimento dos orgaos. Além disso, apesar das dietas oferecidas aos grupos controle e
experimental possuirem o mesmo conteudo calérico por grama, ¢ possivel que os ratos
desenvolvam uma desnutri¢do protéico-calorica pelo aumento da taxa de metabolismo
basal e da atividade simpatica verificadas nestes animais (Tropia e cols, 2001).

O peso corporal dos animais submetidos a recuperagdo nutricional aumenta
significativamente nas 5 semanas de recuperagdo. A desnutricdo pds-desmame realizada
pela reducdo de 65% do componente protéico da dieta, numa fase de crescimento lento
dos ratos, possivelmente atenua os efeitos desta restricdo sobre os sistemas, que ja
foram previamente formados. Estudos em animais mostraram que o crescimento normal
do rato e de seus orgdos esta relacionado a aquisi¢do de novas células e manutencao do
seu tamanho. Posteriormente, o crescimento estd associado com a hiperplasia e
hipertrofia, e finalmente, com a hiperplasia somente (Winick & Noble, 1965). Estes
estagios emergem gradualmente e sua duracdo varia em cada orgdo. Até a amamentagao
todos os o0rgdos crescem primariamente por divisao celular. Entre a amamentagdo e os
65 dias de idade o padrao de crescimento de alguns 6rgdos como cérebro e figado ja ¢é
modificado. Apds 65 dias, o crescimento em todos os 6rgdos ¢ devido principalmente,

ao aumento no tamanho da célula. Portanto, o efeito de qualquer estimulo na inibicdo do
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crescimento pode ser tempo-dependente. Estudos t€ém mostrado que quanto mais cedo
uma restricdo alimentar for imposta mais dificil ¢ a reversdo do quadro (Becroft &
Bailey, 1965; Mccance & Widdowson, 1962). Parametros anatomicos e histologicos de
orgdos isolados realizados em nosso laboratorio tém confirmado os prejuizos
diferenciados em determinados o6rgdos. Esses resultados ainda que preliminares,

confirmam tais hipdteses.

Com relagao ao grupo recuperado, € possivel que o aumento do ganho de peso
verificado possa, a longo prazo, causar um excesso de peso corporal e aumentar a
incidéncia de doencas cronico-degenerativas. Estes resultados coadunam com dados da
literatura que mostram que existem alteragdes metabolicas em tecidos e sistemas de
criangas expostas a desnutricdo € a maioria destas alteragdes parece afetar a conservagao
de energia. Ha evidéncias de um estoque desproporcional de tecido adiposo em criangas
recuperadas da desnutricdo. Além disso, a aumentada prevaléncia de adultos obesos em
paises em desenvolvimento coincide com as altas prevaléncias de desnutri¢do, o que
podemos comprovar em nosso pais (Sawaya e cols., 1995; Sawaya e cols., 2003).
Hoffman e cols (2000) documentaram que crian¢as com baixa estatura apresentam
prejuizos na oxidagdo de gordura, o que leva a um aumento da prevaléncia de obesidade
nesses individuos (Hoffman e cols, 2000). A baixa estatura decorrente da desnutri¢ao
também tem sido relacionada a hipertensdo (Gaskin e cols., 2000; Sichieri e cols.,
2000). Criancas com baixa estatura apresentam niveis elevados de glicemia de jejum,

triglicérides, LDL colesterol e colesterol total (Velasquez-Melendez e cols., 1999).

Nossos resultados demonstraram que a restricdo protéica causou uma queda das
proteinas plasmaticas marcadoras de desnutri¢cdo. Estes valores foram restabelecidos pela
recuperagdo nutricional, corroborando dados da literatura que tém mostrado que as
concentragdes de proteinas plasmaticas circulantes, em particular, albumina, vem sendo
tradicionalmente usadas como marcadores da desnutricdo e da recuperacdo nutricional.
Tem sido assumido que elas refletem a disponibilidade de aminoacidos para a sintese
protéica (Reid & Campbell, 2004). Nossos resultados mostraram que o grupo desnutrido
possui menores niveis de proteina total e albumina plasmatica (tabela II), resultados
similares aos encontrados em outros trabalhos da literatura (Escriva e cols., 1991f; Young

e cols., 1985a).
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Os niveis de glicose dos grupos controle, recuperado e desnutrido estdo dentro da
faixa de normalidade para ratos (Olfert & Cross, 1993) apesar de termos observado uma
diminui¢do dos niveis de glicose do grupo desnutrido em relagdo aos grupos controle e
recuperado. Este fato pode estar relacionado aos efeitos da desnutricdo, pois, varios
trabalhos em humanos e em animais tém mostrado que a desnutri¢do causa uma alteragdo
na homeostase de glicose (Agote & Goya, 2001; Escriva e cols., 1991e; Young e cols.,
1985b) e aumento da captagdo de glicose por alguns o6rgdos como o coragdo. Foi
observado que os animais desnutridos apresentam uma diminui¢ao da resposta secretora
de insulina pelas células B apos estimulos fisioldgicos. Por outro lado, estes mesmos
animais apresentam uma tolerancia normal a glicose o que poderia ser devido a uma
maior sensibilidade dos tecidos a acdo da insulina (Gavete e cols., 2002a; Agote & Goya,
2001; Escriva e cols., 1992; Escriva e cols., 1991c). Estes dados sdo consistentes com
algumas observacdes da literatura que indicam que a glicose sanguinea dos ratos
desnutridos estd mantida normal (Escriva e cols., 1991b; Gonzalez-Barranco e cols.,
2003). Gavete e colaboradores (2002) mostraram que a taxa de utilizacdo de glicose no
coracdo de ratos desnutridos esta elevada em relagdo ao coracdo de ratos normais.
Trabalhos tém demonstrado que os animais desnutridos sdo mais sensiveis a agao da
insulina e apresentam maior captagdo e utilizagdo de glicose pelos musculos diafragama,
gastrocnémico e coragdo (Agote & Goya, 2001; Escriva e cols., 1991a; Escriva e cols.,
1992; Gavete e cols., 2002b) o que poderia explicar a diminui¢do dos niveis de glicose
nos animais desnutridos.

Nossos resultados mostraram que durante a desnutri¢do os animais dos grupos
controle e experimental ingeriram a mesma quantidade de ragdo por grama de peso
corporal, dados consistentes com outros trabalhos na literatura (Benabe & Martinez-
Maldonado, 1993; Martinez-Maldonado & Benabe, 1993). O grupo controle apresentou
um aumento na ingestdo de dgua, assim como, um aumento na ingestdo de agua por
grama de peso corporal em relagdo ao grupo desnutrido. O grupo recuperado apresentou
um padrdo de elevacdo da ingestdo hidrica proporcional ao ganho de peso chegando a
alcancar valores equivalentes ao grupo controle. A menor ingestao de liquido no grupo
desnutrido pode estar relacionada as alteracdes do sistema renina angiotensina
verificadas nestes animais (Oliveira e cols, 2004). Ratos desnutridos apresentam

elevagdo nos niveis de pressao arterial e aumento das concentragdes de angiotensina II,
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o que provavelmente aumenta os niveis de aldosterona e pode causar conseqiiente
reten¢do de sodio e dgua. A ativacdo deste mecanismo poderia levar a alteracdes da
ativacdo do centro da sede e menor ingestdo hidrica. Além disso, altera¢des nas

concentracdes de angiotensina Il centrais poderiam modificar a ingestao hidrica.

As bradicardias decorrentes de inje¢des endovenosas de fenilbiguanida ndo
apresentaram diferencas entre os grupos experimentais e controle. As doses de 2.5 ¢ 5.0
mg/kg provocaram profundas bradicardias em todos os grupos, o que em alguns casos
chegou a promover uma parada cardiaca. Acreditamos, portanto, que o RBJ além de
atuar na modulacdo da pressdo arterial funcione como um sistema de alerta que desliga
o sistema cardiovascular nas situacdes em que a sobrecarga possa causar risco de
faléncia cardiaca. Este reflexo agiria desligando o coragdo e o sistema vascular através
de uma intensa inibicdo do componente simpato-excitatorio e aumento da descarga
vagal para o coracdo. A ativagdo de fibras C quimiossenssitivas por substincias
quimicas ¢ responsavel por uma profunda bradicardia, hipotensdo e apnéia (Krayer,
1961; Thoren, 1979) o que poderia explicar o efeito on-off deste sistema de alerta. Além
disso, estudos tém mostrado que a estimulacdo nervosa vagal tem sido usada como
terapéutica para pacientes com epilepsia refratdria, o que diminui a freqiiéncia de
ataques (Ben-Menachem e cols, 1994). Imran e colaboradores (2004) mostraram que ¢é
possivel conseguir uma completa paralisacdo do coragdo em pacientes com este tipo de
distarbio. A auséncia de sistole ventricular ocorreu por 6 a 15 segundos, se resolveu
sem nenhuma intervencdo e possuiu onda P regular com auséncia de atividade

ventricular, indicando um completo bloqueio da onda AV (Imran e cols, 2004).

A hipotensdo provocada por ativagdo do RBJ apresentou maior queda no grupo
desnutrido nas doses de 2.5 e 5.0 pug/kg em relacdo ao grupo controle. Isto pode ser
explicado pelo aumento do tonus vasomotor encontrado nos animais desnutridos, o que
leva a uma maior queda de pressao arterial quando da ativacdo do RBJ. Vale ressaltar
que a recuperagdo nutricional reverteu o aumento da responsividade do RBJ encontrada
nos animais desnutridos. Portanto, ndo foram observadas diferencas significativas nas
hipotensdes e bradicardias decorrentes da ativacdo do RBJ entre os grupos controle e

recuperado.
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Dados de nosso laboratério demonstraram alteragdes bioquimicas, nutricionais e
cardiovasculares decorrentes da desnutri¢do protéica (Oliveira e cols, 2004). Tropia e
colaboradores (2001) observaram maior queda da pressao arterial ¢ maior taquicardia
nos animais desnutridos em relagdo aos animais controle apds a administracdo de
prasozin (1 mg/Kg, i.v.), sugerindo maior atividade do ténus simpatico vasomotor
nesses animais. Estes mesmos autores ndo encontraram diferencas significativas nos
niveis basais de pressdo arterial média. Entretanto, Oliveira e cols (2004) observaram
um aumento significativo dos niveis basais de pressdo arterial média e freqli€éncia
cardiaca de ratos desnutridos, apds utilizagdo de uma metodologia com maior tempo de
analise e aumento no numero de animais utilizados. Estes resultados, de certa forma,
seriam esperados uma vez que dados da literatura (Belmar, 1996; Young e cols., 1985¢)
e resultados de nosso laboratorio (Tropia e cols., 2001; Martins e cols., 2003),
indicaram que os animais desnutridos apresentam tonus simpatico vasomotor elevado.
Outro resultado seria a alteracdo do indice autondmico cardiaco apresentado pelos ratos
desnutridos. Esses dados indicam um aumento da atividade simpatica cardiaca e
principalmente um maior risco de morte stbita, o que tornaria este insulto nutricional de
magnitude social significativa (Martins e cols, 2003a).

Dados anteriores do nosso laboratério demonstraram que os ratos desnutridos
apresentam maior sensibilidade dos reflexos cardiacos: barorreflexo e reflexo Bezold-
Jarisch e aumento do tonus simpatico vasomotor (Tropia e cols, 2001). O sistema
nervoso simpatico tem sido definido como um sistema que possui importante papel na
regulagdo fisiologica das funcdes cardiovasculares, renais e endocrinas. Logo,
alteragdes na atividade simpdatica podem contribuir para o desenvolvimento e
persisténcia de varias formas de hipertensdo (Contreras e cols, 2002). Diversos fatores
podem estar envolvidos na elevacdo da pressdo arterial média e freqiiéncia cardiaca
observada em nosso modelo experimental, dentre estes destacamos a maior atividade do
sistema nervoso simpatico e sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Resultados preliminares do nosso laboratério mostraram que os niveis basais de
PAM dos animais desnutridos, ap6s a administracdo de enalapril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) foram significativamente reduzidos. Esses dados
corroboram outros trabalhos da literatura que indicam um aumento da atividade do SRA

em animais desnutridos (Benabe e cols 1993b; Benabe e Martinez-Maldonado, 1996;
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Benabe e Martinez-Maldonado, 1998) e sugerem uma participa¢do deste mecanismo na
elevacdo da pressdo arterial em ratos desnutridos. Neste mesmo estudo a FC nao foi
alterada antes e ap6s o tratamento com enalapril. Com relagdo aos animais do grupo
controle ndo foram observadas diferencas entre os valores de PAM e FC antes e ap6s o
tratamento com enalapril.

Nossos resultados demonstram que apds a recuperacao nutricional de 5 semanas,
foi observada uma recuperagdo do peso dos animais, um retorno dos niveis basais de
pressdo arterial média e freqiliéncia cardiaca aos valores controle e uma normalizagdo da
responsividade do RBJ. Entretanto, ainda ndo sdo conhecidos os efeitos desta
recuperagdo a longo prazo. E possivel que ratos recuperados da desnutri¢do a longo
prazo possam apresentar novas alteracdes dos parametros cardiovasculares e ainda um
aumento do peso. A literatura tem mostrado que apds a recuperagdo nutricional,
criangas previamente desnutridas apresentam peso superior a criangas bem nutridas da
mesma idade (Ashworth, 1969). Além disso, o baixo peso em 1 ano de idade esta
associado a um aumento do risco de doenga cardiovascular (Barker e cols, 1993) e
mudangas nas concentracdes plasmaticas de glicose e insulina (Lucas, 1998). A baixa
estatura decorrente da desnutricdo na infincia também tem sido relacionada a
hipertensdo (Gaskin e cols, 2000; Sichieri e cols, 2000). Veldsquez-Melendez e
colaboradores (1999) encontraram niveis mais altos de glicemia de jejum, triglicerideos,
colesterol LDL e colesterol total. Além disso, Hoffman e colaboradores (2000)
concluiram que criangas com baixa estatura apresentam prejuizos da oxidacao de
gordura, um dos fatores preditores de obesidade (Hoffman e cols, 2000).

Corroborando estes achados, Sawaya e colaboradores (2003) documentaram que
o aumento da gordura corporal tem coincidido com o aumento da prevaléncia de
doencas fortemente associadas com o excesso de peso como diabetes tipo II e doencas
cardiovasculares (Sawaya e cols, 2003). Paralelamente, existem evidéncias de aumento
das prevaléncias de desnutrigdo e obesidade nas mesmas populacdes. Sawaya e
colaboradores (1995) demonstraram prevaléncia de 30% de desnutricdo e 15% de
obesidade na mesma populacao carente e encontraram individuos obesos e desnutridos
na mesma familia. Portanto, ¢ plausivel pensar que a sindrome metabolica ou X,

caracterizada por hipertensdo arterial, obesidade abdominal, hipertrigliceridemia,
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reducdo do colesterol HDL, resisténcia a insulina, entre outros fatores poderia ter sua

génese na desnutri¢ao.
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6 — Sumario e Conclusoes

1.

O peso corporal do grupo desnutrido apresentou-se diminuido em relagdo aos
grupos controle e recuperado. Este parametro aliado as alteracdes dos
parametros bioquimicos demonstrou que a dieta composta por 6% de proteina
foi eficiente no processo de desnutricdo. O peso corporal do grupo recuperado
apresentou- se aumentado em relacdo ao grupo desnutrido, mas ndo foi
equivalente ao grupo controle. Esses dados sugerem que a recuperagdo
nutricional ndo consegue reverter totalmente a perda de peso corporal causada

pela desnutri¢ao.

O grupo desnutrido ingeriu quantidades significativamente menores de dieta em
relacdo ao grupo controle. Em contrapartida, a ingestdo de dieta por grama de
peso corporal durante o periodo de desnutricao ndo foi diferente entre os grupos
mostrando que a despeito da ingestio adequada por peso corporal e da
equivaléncia caldrica da dieta, a restrigdo protéica por si sd, promoveu uma
deficiéncia de peso. A ingestdo de dieta durante a recuperacdo foi
gradativamente aumentada chegando a alcancar valores controle ao final da

recuperagao.

A ingestdo de dgua e a ingestdo de dgua por grama de peso corporal foram
acentuadamente superiores no grupo controle em relacio ao desnutrido,
mostrando que mecanismos centrais e/ou periféricos podem estar alterando a
regulacdo da ingestdo hidrica. A ingestdo do grupo recuperado aumentou
proporcionalmente ao aumento do peso corporal, mostrando que a administragdo
de uma dieta normocalorica e normoprotéica reverte os efeitos da desnutricao

sobre 0os mecanismos de controle hidrico.

Os valores bioquimicos (proteina total, albumina e glicose) foram alterados pela
desnutricdo havendo uma diminui¢do das proteinas plasmaticas e dos niveis de
glicose. Estes pardmetros foram normalizados apds a recuperagdo nutricional
sugerindo que este achado possa ser uma alteracdo transitoria decorrente da

desnutrigao.
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O hemograma do grupo desnutrido apresentou uma diminui¢do significativa em
relacdo ao grupo controle. Este mesmo pardmetro foi restabelecido no grupo
recuperado o que sugere que a anemia e diminui¢do do hematdcrito causadas

pela restrigdo protéica podem ser revertidas pela recuperagdo nutricional.

Os niveis basais da PAM e FC dos animais desnutridos apresentaram uma
elevagdo significativa em relagdo aos animais controle. A recuperacao
nutricional reverteu os efeitos causados pela desnutrigdo normalizando os
pardmetros PAM e FC basais. Estes resultados mostraram que a restrigao
protéica promoveu alteracdes nos pardmetros cardiovasculares analisados e que
a recuperacdo nutricional de 5 semanas reverteu os efeitos causados pela

desnutrigao.

As hipotensdes decorrentes da ativacao do Reflexo Bezold-Jarisch apos injegdes
endovenosas de fenilbiguanida ndo demonstraram que a desnutri¢do protéica
causa uma potenciacdo da resposta hipotensora nas doses de 2.5 e 5.0ug/kg o

que ¢ revertido apds recuperacao nutricional.

As bradicardias decorrentes da ativacdo do Reflexo Bezold-Jarisch apds injecdes
endovenosas de fenilbiguanida nao se mostraram potenciadas no grupo
desnutrido e recuperado em relagdo ao grupo controle, mostrando que o
componente bradicardico do RBJ est4d normalizado em animais recuperados e

nos desnutridos por 70 dias.

Concluimos, portanto, que a recuperagdo nutricional reverte parcialmente os
efeitos danosos causados pela desnutricdo uma vez que houve recuperagdao
parcial do peso corporal, normalizagdo dos parametros bioquimicos, retorno dos
niveis basais de PAM e FC aos niveis pré-desnutricdo e uma reversao da
potenciacdo do RBJ encontrada apds restricao protéica. Entretanto, ndo se sabe

quais seriam os efeitos da desnutri¢do e recuperacao nutricional a longo prazo.
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