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RESUMO

A desnutricdo é uma sindrome clinica de carater social, de natureza multifatorial, caracterizada
pela existéncia de um desequilibrio nutricional que dificulta o funcionamento adequado do
organismo. A desnutri¢cdo imposta em fases importantes do desenvolvimento apresenta efeitos
severos e permanentes, proporcionando um comprometimento do controle cardiovascular,
acometendo o sistema nervoso autbnomo (SNA). Adicionalmente, o processo patologico da
desnutricdo pode estar associado a diversas alteracdes fisioldgicas, ocasionando um prejuizo na
performance miocardica, acarretando em remodelamento ventricular e disfungdo cardiaca.
Estudos em ratos demostraram elevacédo da corrente funny (If) em coracdes hipertrofiados ou
com insuficiéncia cardiaca (IC). A If, corrente catibnica dos canais ativados por
hiperpolarizacdo e modulados por nucleotideos ciclicos (HCNs), é essencial para a
despolarizacéo espontanea da membrana das células e em situacfes onde ha remodelamento
cardiaco, o aumento da densidade da If, pode ser um substrato para a arritmogénese e
taquicardia na desnutri¢do proteica. Sabendo que a ivabradina, farmaco que blogueia os canais
HCNs, é capaz de reduzir a frequéncia cardiaca (FC) por meio da diminui¢do da If e contribuir
para melhora do remodelamento cardiaco em coracOes hipertrofiados e com IC, torna-se
relevante o estudo da acdo deste farmaco sobre 0s parametros cardiacos na desnutricao proteica.
Desse modo, objetivamos avaliar o efeito da ivabradina sobre o controle autonémico ténico da
frequéncia cardiaca e remodelamento ventricular esquerdo de ratos submetidos a desnutricédo
proteica pds-desmame. Para tal, realizou-se o protocolo nutricional (dieta padrdo e dieta
hipoproteica) por um periodo de 35 dias, seguida do tratamento crénico com ivabradina
(Img/Kg/dia, i.p.) ou PBS (1mL/Kg, i.p.) por 8 dias consecutivos. Logo apds, avaliamos o
efeito da ivabradina sobre a FC de repouso e FC intrinseca (FCi), controle autondmico cardiaco
e peso relativo do ventriculo esquerdo. Desse modo, nossos resultados apontam que a
ivabradina diminuiu a FC de repouso e interessantemente, reverteu as alteracbes do SNA,
diminuindo a atividade simpatica cardiaca e aumentando a atividade parassimpatica cardiaca
que estavam alteradas na desnutricdo, bem como, melhorou o indice simpato-vagal e
proporcionou a reducao da FCi nesses animais. Observamos também que a ivabradina melhorou
0 peso relativo do ventriculo esquerdo, um marcador de remodelamento cardiaco. Portanto,
nossos resultados sugerem que a ivabradina apresenta importante papel em situagdes
patologicas (i.e. desnutri¢do) revertendo as alteragdes do controle autondmico do coracao e

melhorando o remodelamento cardiaco.

Palavra-chave: Desnutri¢do proteica; Controle autonémico cardiaco; Ivabradina.



ABSTRACT

Malnutrition is a social clinical syndrome, of a multifactorial nature, characterized by the
existence of a nutritional imbalance, difficulting proper functioning of the body. Malnutrition,
when imposed at important stages of development, cause severe and permanent damages,
leading to an impairment of cardiovascular control, affecting the autonomic nervous system
(ANS). In addition, the pathological process of malnutrition may be associated with several
physiological adjustments, causing myocardial performance impairment, leading to ventricular
remodeling and cardiac dysfunction. Studies in rats, showed that animals with hypertrophied
hearts or heart failure, present an elevation of the funny current (If). The If, a cationic current
derived from the hyperpolarization-activated cyclic nucleotides gated (HCNs) channels, is
essential for cell membrane spontaneous depolarization. In cardiac remodeling, the elevation of
the If, may be a substrate for arrhythmogenesis and tachycardia in protein malnutrition.
Knowing that ivabradine, a drug that blocks the HCNs channels, is capable of reducing heart
rate (HR) and to improve cardiac remodeling in hypertrophied hearts and in heart failure,
studying the ivabradine action on cardiac adjustments caused by protein malnutrition, becomes
relevant. Thus, we aim to evaluate the effect of ivabradine on the autonomic control of heart
rate and left ventricular remodeling of rats submitted to post-weaning protein malnutrition. For
that, we submitted rats to a nutritional protocol (standard diet and hypoprotein diet) for a period
of 35 days, followed by ip. treatment with ivabradine (1mg / kg / day) or PBS (ImL / kg) for 8
consecutive days. Right after, we evaluated the effect of ivabradine on resting HR and intrinsic
HR (iHR), cardiac autonomic control and relative weight of the left ventricle. Thereby, our
results indicate that ivabradine decreases resting HR and, interestingly, reverted the changes in
the ANS, decreasing cardiac sympathetic activity and increasing cardiac parasympathetic
activity that were altered in malnutrition, as well as improving the sympatho-vagal index and
providing a reduction of the iHR in these animals. We also observed that ivabradine improved
the relative weight of the left ventricle, a marker of cardiac remodeling. In summary, our results
suggest that ivabradine plays an important role in pathological conditions (i.e. malnutrition),

reverting the cardiac autonomic control and improving cardiac remodeling.

Keywords: Protein malnutrition; Autonomic cardiac control; lvabradine.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural: Estrutura quimicada Ivabradina. Fonte: (Vaquero etal., 2007)........cccccccvevveiirennnne. 26

Figura 2 - A e B: Protocolo de desnutricdo proteica e injecdo de ivabradina ou PBS. Apés o
nascimento, os animais foram amamentados por um periodo de 28 dias. Em seguida, foram
divididos em dois grupos: grupo controle (dieta padrdo com 15% de proteina) e grupo
desnutrido (dieta hipoproteica com 6% de proteina) por um periodo de 35 dias. Apds esse
periodo, os animais foram submetidos a injecdo de ivabradina ou PBS por 8 dias consecutivos
e utilizados para experimentacdo NESte PEriOdO. .......cccvrereiirerieree e 33

Figura 3 : Imagem de um conector soquete torneado de 3 pinos DIP e imagem representativa
de um conector de 3 pinos conectado aos fios de cobre, Fio 1 — (V2), fio 2 — (terra), fio 3 - (V1).
O posicionamento dos fios esta descrito detalhadamente no item 4.7. ........cccoevevevecvivenne. 35

Figura 4 : Desenho esquematico da canulagdo da veia jugular externa e implante de eletrodos
para a aquisi¢do do sinal eletrocardiografico (Fortes, L.H.S., 2010). ......ccccovverminvnineinienns 36

Figura 5 : Representacdo da janela de visualizagdo do software LabChart durante o registro
eletrocardiografico e FC. Canais de registro: 5- ECG, 6- FC.......cccoooveviiie i 37

Figura 6 : Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo do bloqueio autonémico
sobre as respostas cardiovasculares em animais controle e desnutrido submetidos a injecéo de
ivabradina ou PBS (1mg/kg) durante o registro de ECG. Farmaco 1: Nitrato de metil-atropina
(2mg/kg/mL). Farmaco 2: Metoprolol (2mg/kg/mL). Em metade dos animais os farmacos
foram administrados na ordem representada (1 e 2). Na outra metade a ordem dos farmacos foi
1NV T I OSSOSO 38

Figura 7 : Efeito da ivabradina sobre o peso corporal (g) dos animais controles e desnutridos.
As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relag¢do ao grupo controle PBS
(p<0,05, Anova two-way, pos-teste de Newman-Keuls)..........cccccvveiiiieiieiieic e 41

Figura 8 : Efeito da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca de repouso dos animais controles e
desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo
Controle PBS e * Diferenca estatistica em relagéo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova
two-way, pos-teste de NeWman-KeUIS). ........cccorriiiiiiieiese e 42

Figura 9 : Influéncia da ivabradina sobre o efeito vagal cardiaco dos animais controles e
desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relacdo Grupo
Controle PBS e * Diferenca estatistica em relacdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova
two- way, pos-teste de Newman-KeulS). ... 43

Figura 10 : Influéncia da ivabradina sobre o efeito simpatico cardiaco dos animais controles e
desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relacdo ao Grupo
Controle PBS e * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova
two-way, pos-teste de NeWmMan-KEUIS). .......cccoiiiiii i 44



Figura 11 : Influéncia da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca intrinseca dos animais controles
e desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relacdo ao Grupo
Controle PBS e * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova
two-way, pos-teste de NeWman-KeUIS). ........ccoiriiiiiiiiese e 45

Figura 12 : Acdo da ivabradina sobre o indice Simpato-vagal dos animais controles e
desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo
Controle PBS e * Diferenca estatistica em relacio ao Grupos Desnutrido PBS PBS (p<0,05,
Anova two-way, pos-teste de Newman-Keuls). ... 46

Figura 13 : Efeito da ivabradina sobre o peso relativo do ventriculo esquerdo (mg/g) dos animais
controles e desnutridos. As barras representam média £ EPM; * Diferenca estatistica em relagédo
ao Grupos Controle PBS e Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05,
Anova two-way, pos-teste de Newman-Keuls). ........cccooveiiiiiiiie e 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicéo Quimica das Dietas Controle e Hipoproteica (g/100g de dieta).......... 32

Tabela 2: Confeccdo de Canula veia JUQUIAT..........c.oiiiiieiiiieeee e 35



Ach
AMPC
CCA
CEUA
ECG
EMEA
EPM
FAO
FC
FCi
GC
GD
HCN

ICaL
ICaT

ISV
i.m.
i.p.
AV
IVA
LFC
PAM
PBS
PE
PNDS
POF
PVPI
RAS
RNA
RP

LISTA DE ABREVIATURAS

Acetilcolina

Adenosina Monofosfato Ciclica

Centro de Ciéncia Animal

Comissdo de Etica no Uso Animais
Eletrocardiograma

Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicamentos
Erro padrdo da media

Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
Frequéncia cardiaca

Frequéncia cardiaca intrinseca

Grupo Controle

Grupo Desnutrido

Canais cationicos ativados por hiperpolarizacdo e modulados por nucleotideos ciclicos
Insuficiéncia cardiaca

Corrente de influxo de célcio do tipo-L
Corrente de influxo de célcio do tipo-T
Corrente funny

indice Simpato-vagal

Intramuscular

Intraperitoneal

Intravascular

Ivabradina

Laboratdrio de Fisiologia Cardiovascular
Pressdo arterial média

Tampéo fosfato-salino

Polietileno

Pesquisa Nacional de Demografia e Saude
Pesquisa de Orcamentos Familiares
lodopovidona

Sistema Renina Angiotensina

Acido ribonucleico

Restricdo proteica



SNA
SNC
SNP
SNS
UFOP
VE
WHO

Sistema Nervoso Autdbnomo
Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Parassimpatico
Sistema Nervoso Simpatico
Universidade Federal de Ouro Preto
Ventriculo esquerdo

Organizacdo Mundial da Saude



SUMARIO

1. REVISAO DA LITERATURA ..o oottt sn sttt sen s 18
I D T o 11 o T TSRS 18
1.1-1. CONCEItO dE DESNULIIGED .....veviuvireeeieiieiieiesie ettt 18
1.1-2. Epidemiologia da DESNULIICED .........cviiriiriiiterieireieeee et 18
1.2- Desnutri¢do, comprometimento autonémico e remodelamento cardiaco............c.cccceueuenee. 19
1.3- Canal HCN e EXCItaga0 CardiaCa ........ccccoveeeriirieeieriiciesiesteecie et ste st seesse e aeseesrnennens 22
1.4- lvabradina — Bloqueador Seletivo da If............ccooiiiieieiiiiceceeeeeee e 26
2. JUSTIFICATIV A Lttt e et e e e e et e e e nneeas 29
3. OBUIETIVOS....c et e bbb e e bb e e an e e e 30
K TN =T g | OO OSSPSR 30
3.2-  ESPBCITICOS. .uitieuiiiiceee sttt sttt et e ra et e s ra et e be et e teereeteereenaenes 30
A, METODOLOGIA ...ttt e et e e st e e s e e e st e e e srreeeaneeeenes 31
Ot |V oo (=] To T AN o 11 -1 ST 31
4.2- ProtoCOI0 NULFICIONAL......c.coiiieiieiee ettt ettt estesseennesreeneenns 31
4.3-  Tratamento COM IVADIadiNg ........cccoeiririierieieeeee ettt 32
4.4- Preparo de Drogas e substancias ULHiZadas...........ccceceeeevierieeciesieciere e 33
4.5- CoNfeCCA0 dE CANUIAS VENOSAS.......ccueririerierierieieieieeeteete st stesteste et esessessestessenseneeneeneeseeses 34
4.6- Confeccdo de eletrodos para registro eletrocardiografico ..........cccccvevveviveiineseseseeeee 35
A.7- CHTUNGIAS c.uteutetieteeteetest ettt ettt ettt sttt ettt et s e e bt e bt e b b e sb et et es s ese e bt ebeebeebe st e s et e s enteneeneens 35
4.7-1. Canulagio de veia jugular externa e implante de eletrodo...........ccccoovviviiiiinenciccee, 35
4.8-  CUIdad0S POS-OPEIALONIOS. ....cveuveueerierietestestesiesieteeeeeteeestessestessesesseseeseesessessessessensesessesseseeses 36
4.9- Registro de Eletrocardiograma............cceceveeeeriinieiiisieieseseesie e see e seesae s eae e sseessesseeneenes 37
4.10- ProtocoloS EXPEFIMENTAIS. ......c.ciieiecieitieiecie ettt ettt st et s ae et e st e e e steereebesreensenns 37
4.10-1. Avaliacdo da frequéncia cardiaca e controle autonémico cardiovascular na desnutri¢ao

[S1(0] (=] or: TR TSSO ST PR PP PTPTPRPURPN 37
4.11- Analise das Frequéncias Cardiacas de repouso € intrinSeCa..........ccceeuevvreresiesesiesiereeeenenes 39
4.12- Anélise do Controle Autondmico TONICO CardiaCo ........coceveruerieeeieiresese e 39
4.12.1- ETEITO VAGAL......eieiiiiiiiie ittt 39
4.12.2- EFEIt0 SIMPALICO.......cveiiiiiiiiiiiiteee bbbttt bbbttt 39
4.12.3- Andlise do indice SIMPAtO-VAgal .........ccccvierrrieieieieice e 39
4.13- Peso relativo do ventriculo 8SQUENTO..........ccueveieieeieiieieeestestete ettt 40
4.14- ANALISE ESTALISTICA ....eveuiieiirieiiiteieieee ettt ettt b et nes 40
5. RESULTADOS ...ttt ettt e et e et e e et e e st e e e snt e e e snte e e snaeeenneees 41

5.1- Efeito da ivabradina sobre o peso corporal em ratos controles e submetidos a desnutricéo
PrOtEICA POS-UESMAIMIE. ....cueevieviitietietestetee et et ettt ete st e te st et e s e seeseeseesesbesbesensessesseseeseesesbessesensenseseesens 41



5.2- Efeito da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca de repouso em ratos controles e

submetidos a desnutricao proteica POS-AESMAME..........ecvverreeierieieeie ettt sre et ere e 42
5.3- Influéncia do tratamento com ivabradina sobre o controle autondmico da FC em ratos
controles e submetidos a desnutri¢ao proteica pos-deSMaME. ........cccevveeveerieeeerienreecese e 43
5.3.1- Influéncia da ivabradina sobre 0 efeito vagal...........ccocooriiiiiiciec e 43
5.3.2- Influéncia da ivabradina sobre 0 efeito SIMPALICO..........ccuveiiriiiiiiieie s 44
5.4- Efeitos da lvabradina sobre a frequéncia cardiaca intrinseca em ratos controles e
submetidos a desnutricdo proteica POS-AESMAME........c.civieuirieirieirieeiee et 45
5.5- Efeitos do tratamento com ivabradina sobre o indice simpato-vagal em ratos controles e
submetidos a desnutricdo proteica POS-AESMAME.......c..civeireirieiriereee et 46
5.6- Efeito da ivabradina sobre o peso relativo do ventriculo esquerdo em ratos controles e
submetidos & desnutricdo proteica POS-AESMAME..........cirieuirieirieirieriere et 47
B. DISCUSSAD.......comiiiiiiiriieiiee sttt 48
7. CONCLUSAO ..ottt 55

8. REFERENCIAS .. ..oo oot oo e e e e et et e e e e et e e e et e et e e et e e e e e e e e es e, 56



18

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1- Desnutricéo

1.1-1. Conceito de Desnutricao

Desnutricdo é uma sindrome clinica, de carater social, de natureza multifatorial,
caracterizada pela existéncia de um desequilibrio entre o fornecimento de nutrientes e a
demanda corporal que dificulta o funcionamento adequado do organismo (Ministério Da Saude,
2005; Antwi, 2008).

Classicamente, a desnutricdo ¢ dividida em dois fendtipos clinicos distintos, marasmo e
kwashiorkor. Embora 0 marasmo seja caracterizado pelo baixo peso para a altura, Z-score < -
3, kwashiorkor apresenta uma classificacdo antropomeétrica de peso para idade inferior a 80%
do peso, exibindo presenca de edema bilateral, hepatomegalia, les6es cutaneas despigmentadas
e alteracdo do aspecto capilar, causada pela deficiéncia de ingestdo de proteinas (Heikens et al.,
2008; Heimburger, 2009).

O suprimento de proteina dietética é essencial para manutencdo da funcéo e integridade
celular, funcdes enziméticas e hormonais, visto que, as proteinas sdo as Unicas fontes dos

amino&cidos essenciais (Lehninger et al., 2005; Whitney e Rolfes, 2007).

1.1-2. Epidemiologia da Desnutricao

A pobreza mundial ainda é um dos problemas que mais contribuem para o
desenvolvimento da desnutricdo, e aproximadamente, 30% da populagédo, principalmente
idosos, adolescentes e criancas de paises em desenvolvimento, apresentam algum tipo de
subnutricdo (WHO, 2000; FAO/WHO, 2004; FAO/WHO, 2005). A desnutricdo atinge mais de
795 milhdes de individuos em todo o mundo, incluindo 780 milhdes em regides em
desenvolvimento (FAO/WHO 2015).

Apesar da prevaléncia de desnutricao ter exibido diminuigéo de 23,3% para 12,9% em
vinte e cinco anos, continua sendo responsavel por cerca de 3,5 milhdes de mortes de criangas
menores de 5 anos de idade (Black et al., 2008) (FAO/WHO, 2015). Um terco das criancas

abaixo de cinco anos sofrem de desnutri¢do grave ou moderada em todo o mundo, sendo estas,
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80% dos paises asiaticos, 15% africanos, 5% latino-americanos (WHO 2000; FAO/WHO 2004;
FAO/WHO 2005).

No Brasil, 10,5% das criancas com idade abaixo de 5 anos apresentam desnutri¢do
moderada ou severa. De acordo com os dados da Pesquisa Nacional de Demografia e Salude
(PNDS 2006), 7% das criangas nesta faixa etaria apresentam desnutricdo crénica. Quando
verificados dados de criancas com idade entre cinco e nove anos, 4,1% apresentam desnutricdo
aguda (POF 2008-2009) e 6,8% apresentam desnutri¢do cronica (WHO, 2015). Desta forma, a
erradicacdo da desnutricdo deve permanecer como um importante compromisso em todo o

mundo.

1.2- Desnutricdo, comprometimento autondmico e remodelamento cardiaco

Muiltiplos sistemas fisioldgicos sdo afetados pela desnutricdo, 0 que pode provocar o
mau funcionamento de 6rgaos e, consequentemente, o desenvolvimento de doencas (Lucas,
1998). Contudo, a gravidade dessas patologias é dependente do periodo de exposicao e da fase

da vida na qual o individuo apresenta a deficiéncia nutricional (Lucas, 1998).

Diversos estudos ja demonstraram que a utiliza¢do de ratos como modelo biol6gico para
a pesquisa sobre caréncias nutricionais proporciona condi¢cdes semelhantes as encontradas em
humanos (Giacomelli e Marcal-Natali, 1999). Para induzir a desnutri¢cdo experimental podem
ser empregados diferentes protocolos, como: diminuicdo do conteddo proteico da dieta
fornecido as fémeas no periodo gestacional (Tonkiss et al., 1998), reducdo do teor de proteina
da dieta ofertado a fémea durante a amamentacéo da prole (Pedrosa e Moraes-Santos, 1987) ou
aumento do numero de filhotes por ninhada, neste periodo (Bell e Slotkin, 1988). Outro método
utilizado é a reducdo do contetdo proteico da dieta apds o desmame (Agarwal et al., 1981;
Benabe et al., 1993; Tropia et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Gomide, 2007; Martins, 2007;
Penitente et al., 2007; Rodrigues, 2008; Fortes, L.H.S 2010; Silva et al., 2013), sendo este 0

modelo adotado no presente trabalho.

A desnutricdo imposta em fases importantes do desenvolvimento apresenta efeitos
severos e permanentes ao organismo, deste modo, um insulto nutricional em periodo critico da
vida proporciona consequéncias neurologicas graves (Winick, 1970; Joshi et al., 2003).

Experimentos realizados em animais evidenciaram que a reduzida ingestdo de proteinas em
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fases iniciais da vida pode provocar alteracdes enzimaticas e modificar sintese e estrutura de
proteinas e incorporacédo de lipidios (Kawaguchi e Hama, 1988; Levitsky e Strupp, 1995). Tais
alteracdes, juntamente com transformacGes nos componentes envolvidos na maturacdo do
cérebro, como producéo sequencial de diferentes neurdnios, poderao interromper o crescimento

e a formacdo de circuitos neuronais (Morgane et al., 2002b).

O comprometimento destas estruturas do SNC pela desnutricdo promove déficits
importantes no desenvolvimento cerebral e causa danos estruturais e funcionais como:
alteracbes neurogénicas, na migracdo celular, diferenciacdo, sinaptogénese, plasticidade
(Gressens et al., 1997; Morgane et al., 2002b; Rotta et al., 2003; Bonatto et al., 2005), e esta

associada a disfungdes cardiovasculares centrais e periféricas (Cicogna et al., 2001).

Os mecanismos de controle cardiovascular apresentam sistemas de feedback que atuam
a longo e curto prazo (Shepherd e Mancia, 1986; Dampney, 1994). A regulacdo a longo prazo
compreende os sistemas humorais, como sistema renina-angiotensina aldosterona (RAS),
(Ferguson e Bains, 1997; Mendoza e Lazartigues, 2015). A regulacdo a curto prazo esta
relacionada aos reflexos cardiovasculares na qual as informagdes periféricas detectadas por
receptores e processadas no sistema nervoso central (SNC) retornam a periferia por subdivisdes
eferente do sistema nervoso autdbnomo (SNA) (sistema nervoso simpatico - SNS e sistema

nervoso parassimpatico - SNP), objetivando manter a homeostase (Machado et al., 1997).

Estudos realizados no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular (LFC) mostraram que
0s animais submetidos a restricdo proteica (RP) p6s-desmame, consumo de apenas 40% de
proteina na dieta, por 35 dias, acomete 0 SNA. As alteracdes observadas no mecanismo de
controle cardiovascular sdo: elevacdo da sensibilidade barorreflexa, do quimiorreflexo e do
reflexo de Bezold-Jarisch (Tropia et al., 2001; Penitente et al., 2007); elevacéo da atividade do
sistema renina-angiotensina (Gomide et al., 2013); aumento da frequéncia cardiaca de repouso
e pressao arterial média (PAM), bem como da variabilidade destes parametros ao se analisar no
dominio do tempo (Oliveira et al., 2004). Estudos também apontam para 0 aumento da atividade
eferente simpética e diminuicdo da atividade eferente parassimpatica cardiaca (Silva et al.,
2015). O bloqueio farmacoldgico dos receptores P-adrenérgicos reduz a FC de animais
desnutridos e ndo apresenta efeito sobre a FC de animais submetidos a dietas padrdes, sugerindo
que a RP aumenta a atividade simpatica eferente cardiaca. Contudo, a realizagéo do bloqueio
parassimpatico por um antagonista do receptor muscarinico, aumenta a FC de repouso em
animais alimentados com dieta padréo, mas ndo altera a FC de animais desnutridos, sugerindo

que a desnutrigdo proteica pode reduzir a modulacdo vagal para a FC (Martins et al., 2011;
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Silva et al., 2015). O desequilibrio autonémico, no qual o sistema simpético esta hiper-ativo e
0 sistema parassimpatico hipo-ativo, apresenta associacdo com mudltiplas condicdes
patoldgicas, associadas a elevacdo da FC e PAM (Malliani et al., 1994; Thayer e Lane, 2007).

O desequilibrio autondmico pode ser explicado pela alteracdo na sintese ou liberacdo de
neurotransmissores, bem como por agravos morfoldgicos no SNC alterando a modulacdo da
atividade autondmica (Plagemann et al., 2000; Pinos et al., 2011; Penido et al., 2012). Tais
alteracdes podem se originar de transformacGes em importantes regides do SNC associadas a
producdo ou modulacdo da atividade simpatica, como areas do hipotdlamo, promovendo o
desequilibrio autondmico (Plagemann et al., 2000; Barreto et al., 2016). Assim, o desequilibrio
da atividade autonémica cardiaca esta associado a uma elevada gama de alteracGes metabolicas,
hemodinamicas, troficas e anormalidades reoldgicas cardiovasculares que contribuem para a
elevacdo da FC e da PAM em animais submetidos a desnutrigéo, elevando o risco de morte
stbita (Oliveira et al., 2004).

Adicionalmente, tais processos patologicos da desnutricdo podem estar associados a um
prejuizo na performance miocardica, uma vez que a restri¢do alimentar tem mostrado provocar
remodelamento ventricular e disfuncdo cardiaca (Okoshi et al., 2002; Gut et al., 2003; Okoshi
et al., 2006).

Na medida em que as cardiopatias evoluem para a insuficiéncia cardiaca (IC) observam-
se uma série de alteracBes morfofuncionais, chamadas de “Remodelamento cardiaco” (Brozena
e Jessup, 2003). O remodelamento cardiaco baseia-se na presenca de alteragdes na morfologia
do ventriculo esquerdo, conferidas por um processo patolégico, com importantes implicacdes
nos ajustes funcionais cardiacos. O remodelamento cardiaco dé-se por fatores mecanicos,
neuro-humorais e genéticos provenientes do surgimento ou da progressdo da patologia instalada
(Brozena e Jessup, 2003).

No processo de ocorréncia do remodelamento cardiaco sdo detectadas transformacdes
no diametro da cavidade ventricular, variacbes na massa do tecido, na espessura da parede e no
formato do coragdo, bem como alteracfes fibroticas e inflamatérias que irdo promover uma
hipertrofia cardiaca e refletir em patologias clinicas (Cohn et al., 2000; Azevedo et al., 2015).
Tais adversidades podem ser ocasionadas por distensdo mecéanica, isquemia, mudancas na
expressao génica e proteica, alteracdes hormonais e em peptideos vasoativos (Swynghedauw,
1999).
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No inicio do processo de injuria, o remodelamento ventricular € um processo adaptativo
favoravel para a adequada manutencéao das funcdes cardiacas, entretanto, a persisténcia destas
anormalidades resultam em expansdo da camara ventricular, disfuncdo sistdlica, funcao
prejudicada da valvula mitral e insuficiéncia cardiaca sintomatica (Ricardo e Ledes, 2004).
Deste modo, 0 beneficio desta resposta adaptativa pode ser superado pelo efeito deletério na
morfologia e fungdo cardiacas, tornando o remodelamento cardiaco uma importante causa de

morbidade e mortalidade.

Estudos tém mostrado que a restricdo alimentar pos-natal provoca amplas perturbacdes
cardiacas no que se refere ao desenvolvimento do remodelamento cardiaco, sugerido que a
desnutricdo estaria acarretando distdrbios no transporte intracelular de célcio e no sistema beta-
adrenérgico (Gut et al., 2003).

A super-ativagdo do SNS também contribui para o procedimento de remodelamento
cardiaco patolégico (Cohn et al., 1984). O aumento nos niveis sanguineos de norepinefrina
sugerem a presenca do tonus simpatico elevado, estando associado a hipertrofia cardiaca
(Sutton e Sharpe, 2000), apoptose (Distefano e Sciacca, 2012) e expansdo ventricular (Spinale,
2007).

A restricdo alimentar compromete a funcdo cardiaca ao prolongar o periodo de
contracdo, apresentando aumento do conteudo de colageno no musculo cardiaco (Cicogna et
al., 2001). Okoshi e colaboradores em 2006 também observaram remodelamento e disfuncéo
em miocitos de ratos espontaneamente hipertensos, submetidos a restricdo alimentar (Okoshi
et al., 2006).

Em meio as alteracbes observadas nas doencas cardiovasculares, a hipertrofia cardiaca
estd fortemente associada ao progresso da IC, episodio de arritmias e risco de morte subita
(Grossman et al., 1975; Lorell e Carabello, 2000). E essas alteracbes morfofuncionais,
apresentadas em condicGes patoldgicas, estdo associadas a superexpressdo dos canais HCN
(Fernandez-Velasco et al., 2003).

1.3- Canal HCN e Excitacdo Cardiaca

Esta familia de canais, os HCNs — Canais catidnicos ativados por hiperpolarizacao e

modulados por nucleotideos ciclicos, foram descritos, primeiramente, em células do nodo
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sinoatrial do coracdo, exercendo uma consideravel funcdo na geragdo do potencial de a¢éo e no
controle do marca-passo cardiaco e da frequéncia cardiaca (Brown et al., 1979; Yanagihara e
Irisawa, 1980; Brown e Difrancesco, 1980. ; Difrancesco, 1986; 1993). Posteriormente, estes
canais foram identificados nas fibras de Purkinje (DiFrancesco, 1981), musculo atrial e
ventricular (Yu et al., 1993), bem como em uma diversidade de neurdnios centrais e periféricos
(Pape, 1996).

Até o momento, foram identificados quatro membros da familia dos genes HCN em
mamiferos, sendo eles HCN1, HCN2, HCN3 e HCN4 (Santoro et al., 1997; Ludwig et al., 1998;
Santoro et al., 1998; Ishii et al., 1999; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999; Shin et al.,
2001). As quatro isoformas dos canais HCN (HCN1-4) apresentam subunidades
heterotetrameras (Accili et al., 2002), que se modificam conforme a espécie e o tecido na qual

esta presente (Yasui et al., 2001).

No tecido cardiaco se encontra presente 0 RNA das 4 isoformas do canal HCN: HCN2
exibem predominancia no miocardio ventricular e a isoforma HCN4 é mais transcrita no nodo
sinoatrial (Baruscotti e Difrancesco, 2004; Mackiewicz et al., 2014). Todas as isoformas do
canal HCN sdo compostas por seis dominios transmembranares (S1-S6), estando presente no
dominio S4 o sensor de voltagem. O poro do canal esta formado entre os dominios S5 e S6, na
qual uma sequéncia de GYG, tipica de canais permeaveis para K+ poderia ser detectada. Na
regido C-terminal do peptideo esta presente o sitio de ligacdo para a adenosina monofosfato
ciclica (AMPc) (Difrancesco e Tortora, 1991; Scicchitano et al., 2012).

O canal HCN é modulado por AMPc por meio da sua acdo direta no proprio canal,
diferentemente do que acontece a outros canais ionicos que sdo fosforilados. A ligacdo do
AMPc aos canais HCN induz uma alteracdo conformacional da proteina, aumentando a
possibilidade do canal permanecer aberto durante periodos de hiperpolarizacdo. A ligacdo
alostérica durante a configuracdo aberta do canal é favordvel para a estabilidade da

conformacao de abertura (Difrancesco e Mangoni, 1994; Difrancesco, 1999).

A regulacdo dos canais HCN por AMPc apresenta papel importante no controle da
frequéncia cardiaca (Difrancesco e Tortora, 1991). Em condigdes fisiologicas, ha liberacdo do
neurotransmissor pos-ganglionar simpatico cardiaco, noradrenalina, que ao se ligar a receptores
[B-adrenérgicos 1 acoplados a proteina G alfa ira estimular o aumento da atividade da enzima
adenilato ciclase e, consequentemente, aumentar a concentracdo celular de AMPc. As elevadas

concentragcdes de AMPc promovem o deslocamento da curva de ativagao para potenciais menos
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negativos. Como resultado, ocorre um aumento da inclinacdo da fase 4 do potencial de
membrana das células marca-passo (despolarizacdo diastdlica lenta), permitindo que o
potencial de membrana alcance o limiar mais rapidamente (Accili et al., 1997; Difrancesco,

2006). Portanto, antecipa-se o potencial de acdo, aumentando a frequéncia de disparos.

Ao contrério do neurotransmissor simpético, a agdo do neurotransmissor pds-ganglionar
parassimpatico, a acetilcolina (ACh), estimula receptores muscarinicos que irdo promover o
deslocamento da curva de ativacdo para potenciais mais negativos. Consequentemente, havera
diminuicdo da inclinagdo da fase 4 (despolarizacdo diastolica lenta), com prolongamento do
intervalo entre os potenciais de acdo e diminuicdo da frequéncia cardiaca (Accili et al., 1997;
Difrancesco, 2006). Deste modo, o SNA, por meio da estimulacdo beta-adrenérgica e
colinérgica podem influenciar na duracdo do potencial de acdo, alterando a frequéncia cardiaca

(Difrancesco e Camm, 2004).

Contudo, diferentes recombinantes dos canais HCN apresentam respostas heterogéneas
sobre a ligacdo do AMPc e a geracdo do potencial de acdo. Dentre os genes HCN expressos de
forma heterdloga, trés deles apresentam caracteristicas biofisicas distintas. Os canais HCN1,
em periodos de hiperpolarizacdo se ativam de forma relativamente rapida, em dezenas de
milissegundos e apresentam uma pequena resposta ao AMPc (Santoro et al., 1998). Os canais
HCNZ2 sdo ativados de forma mais lenta, cerca de centenas de milissegundos, e sdo fortemente
modulados por nucleotideos ciclicos (Ludwig et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Santoro e Tibbs,
1999). Por fim, a subunidade HCN4 é o canal com mais lenta ativacdo, podendo levar segundos
para ser ativado. Contudo, apresenta uma forte resposta em presenca de AMPc (Ishii et al.,
1999; Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999). Portanto, a compreensdo dos mecanismos que
originam a despolarizacdo espontanea das células cardiacas, torna-se importante, pois é a
despolarizacéo diastolica lenta do potencial de membrana que concede a essas células a aptidao
de gerar um batimento cardiaco, ou seja, agindo como um marca-passo natural do coragédo
(Brown et al., 1979).

Na despolarizagdo espontanea do nodo sinoatrial, diferentes correntes idnicas estdo
envolvidas na eletrofisiologia da geracdo do potencial de acdo, dentre elas: influxo de célcio do
tipo L (ICaL) e do tipo T (ICaT), corrente de sddio, potassio e corrente funny (If) (Monfredi et
al., 2010). A If foi assim denominada por apresentar caracteristicas distintas das demais
correntes ibnicas cardiacas (Difrancesco, 2006). O canal HCN permite a passagem da If por
meio do fluxo de ions sédio e potassio na célula, sendo responsavel pelo evento espontaneo da

despolarizacdo da membrana, correspondente ao intervalo diastolico. Esta corrente torna-se
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ativa em periodos de hiperpolarizacéo, entre -45 mV e -65 mV e atinge a sua maxima amplitude
em cerca de -100 mV, diferentemente das correntes ja conhecidas, o que explica sua
condutancia para ambos os ions, Na* e K* (Difrancesco e Camm, 2004; Baruscotti et al., 2005;
Vaquero et al., 2007). Assim, torna-se notorio, que apenas uma pequena fracédo da If esta ativada
durante potenciais de membrana diastdlica fisiolégica (entre -65 e -40 mV) (Difrancesco e
Camm, 2004).

Durante muito tempo tinha-se pensado que a funcéo dos canais HCN no coracéo estava
limitada as células que apresentam despolarizacdo diastdlica esponténea, sendo comumente
aceito que estes canais ndo desempenhavam atividades na excitabilidade dos midcitos
ventriculares. Em situac@es fisioldgicas, os canais HCN sdo pouco expressos fora do sistema
marca-passo e sistema de conducao (Shi et al., 1999; Stillitano et al., 2008; Herrmann et al.,
2011). Entretanto, a baixa expressdo dos canais HCN nos midcitos ventriculares é alterada em
situacdes de patologias cardiaca. Na década de 1990, Cerbai e colaboradores demonstraram
pela primeira vez que a densidade da If estava aumentada nos cardiomiocitos hipertrofiados de
ratos (Cerbai et al., 1997).

Estudos tem mostrado uma super-regulacdo substancial da expressao dos canais HCN e
da corrente If no miocardio do ventriculo esquerdo em diferentes modelos animais de
hipertrofia cardiaca e IC, bem como, em cora¢bes com insuficiéncia humana (Baruscotti e
Difrancesco, 2004; Stillitano et al., 2008). A super-regulacdo da If pode estar relacionada a
automaticidade patolégica no miocardio ventricular esquerdo, desencadeando uma
instabilidade do potencial de repouso da membrana, provocando aumento de correntes
despolarizantes e aumentando a possibilidade de surgimento de batimentos prematuros
(Stillitano et al., 2008).

Despolariza¢bes anormais sdo capazes de provocar uma antecipacdo dos batimentos
cardiacos quando sua amplitude esta alterada, ou na presenca de potenciais de repouso instaveis
(Nattel et al., 2007; Marionneau et al., 2008). Evidéncias clinicas revelam que a elevagdo da
frequéncia cardiaca em pacientes com doencas do coracdo esta associada a uma maior
prevaléncia de morbimortalidade cardiovascular e sugerem que os farmacos que reduzem a FC

proporcionam melhorias no desempenho do coragédo (Riccioni, 2011).

Assim, estudos recentes apontam que uma droga capaz de inibir corrente If, por meio

do blogueio dos canais HCN, pode ser terapeuticamente Util no tratamento de doencas cardiacas
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por promover a diminuicdo da frequéncia cardiaca e a reducdo da morbidade e mortalidade
(Riccioni, 2011).

1.4- Ivabradina — Bloqueador seletivo da If

H& mais de 20 anos vem sendo desenvolvidos medicamentos que bloqueiam
seletivamente a corrente If das células do nodo sinoatrial, diminuindo a inclinacdo da
despolarizacéo diastdlica lenta, aumentando o intervalo entre dois potenciais de a¢ao sucessivos

e reduzindo a frequéncia cardiaca (Vaquero et al., 2007).

A ivabradina, farmaco inibidor especifico da corrente If, foi a primeira droga aprovada
pela Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicamentos (EMEA) para o tratamento de pacientes
com angina cronica estavel com funcgdo sinusal normal que apresentam contraindicacdo aos
farmacos B-bloqueadores (Thollon et al., 1994; Joannides et al., 2006). A acdo desse farmaco
ndo altera a velocidade de conducdo ou a contratilidade cardiaca e ndo promove qualquer outro
efeito sistémico hemodinamico oferecido por farmacos beta-blogueadores, logo, a ivabradina é

classificada como farmaco bradicardico seletivo (Vaquero et al., 2007).

A ivabradina apresenta um grupo benzacepinona e um grupo benxociclobutano unidos
por uma cadeia azapentano, conforme podemos observar na figura 1. Por apresentar essa
caracteristica bioquimica se encontra na forma catidnica em pH fisioldgico e possui coeficiente

de particdo de agua/etanol de 0,95, propriedades que o torna hidrofilico (Vaquero et al., 2007).

0
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CH, 0CH,

Figura 1: Estrutura quimica da Ivabradina. Fonte: (Vaquero et al., 2007)

A ivabradina é metabolizada no figado por meio da CYP3A4 do citocromo P450 e
apresenta meia-vida de onze horas apos administracdo cronica. Este farmaco é rapidamente
eliminado do organismo, principalmente como metabdlitos na urina e fezes. A depuragéo renal
é de, aproximadamente, 70 ml/min, e excretada por via renal, em 4% da dose administrada, sem

se biotransformar (Ragueneau et al., 1998).
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A ivabradina possui caracteristicas de bloqueio seletivo e dependente da If, promovendo
uma reducdo da inclinagdo da despolarizacdo diastolica lenta, resultando em diminui¢do da
atividade automatica cardiaca e, consequentemente, da frequéncia cardiaca (Brown et al., 1979;
Difrancesco e Tortora, 1991; Bucchi et al., 2002). Para bloquear a If, é necessario que a
ivabradina atravesse a membrana da célula. No citoplasma, o farmaco possui acesso ao interior
do canal HCN, atingindo a parte interna do poro e impedindo a passagem dos ions por meio
dele (Bois et al., 1996; Bucchi et al., 2002). Deste modo, a ac¢do da ivabradina no bloqueio da
If se d&, somente, quando o canal HCN encontra-se em sua configuracéo aberta, isto €, durante
periodos de hiperpolarizacdo do potencial de acdo e em periodos que hd aumento da FC (Bucchi
et al., 2002; Difrancesco, 2005). Em voltagens proximas a zero, quando 0s canais estdo
fechados, ndo se observa nenhuma acgéo deste farmaco (Monnet et al., 2001). Portanto, acredita-
se que a atuacdo da ivabradina sobre a If é voltagem dependente, uma vez que estes canais se
encontram menos ativados em potenciais fisiolégicos e mais ativados durante a
hiperpolarizacdo (Bois et al., 1996; Bucchi et al., 2002; Yaniv et al., 2015). Deste modo, 0
bloqueio dos canais HCN dependente da frequéncia cardiaca apresenta relevancia clinica
significativa, uma vez que sua eficacia serd maior em pacientes com taquicardia, apresentando
risco reduzido de desenvolver bradicardia (Bois et al., 1996; Borer, 2004; Difrancesco e Camm,
2004).

Sabe-se que, em concentracOes terapéuticas, a ivabradina ndo atua bloqueando correntes
idnicas envolvidas no automatismo do nodo sinoatrial, como corrente de Ca*?, Na* e K*. Fato
que explica o motivo pelo qual a ivabradina ndo modifica a velocidade de condugéo
intracardiaca ou a duracao do potencial de acéo e dos periodos refratarios atrial e/ou ventricular
(Brown et al., 1979; Bois et al., 1996; Difrancesco e Camm, 2004).

Embora seja um inibidor seletivo do canal HCN proporcionando reducéo da frequéncia
cardiaca, a ivabradina também apresenta impactos positivos sobre o remodelamento ventricular
esquerdo. A ivabradina reduz a disfuncao sistélica e diastolica, diminui a hipertrofia ventricular

esquerda, fibrose, inflamacé&o e apoptose (Becher et al., 2012).

Estudos apontam que a ivabradina reduziu de forma importante a expressao de RNAm
dos canais HCN e do peptideo natriurético atrial, que exercem fungdes importantes no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, assim, a ivabradina reduziu a raz&o entre a massa do
ventriculo esquerdo e o peso corporal, marcador de hipertrofia ventricular esquerda (Becher et
al., 2012).
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Portanto, a acdo da ivabradina sobre os canais HCN tem apresentado impactos positivos
no controle da frequéncia cardiaca e remodelamento ventricular esquerdo, possibilitando uma

diminuicdo dos riscos de arritmias e morte subita.
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2. JUSTIFICATIVA

A desnutricdo imposta em fases importantes do desenvolvimento apresenta efeitos
Severos e permanentes ao organismo, comprometendo o sistema de controle autondmico
cardiovascular. O SNA modula a ativagdo dos canais HCN, por meio da sua a¢do sobre a
concentracdo de AMPc intracelular e contribui para a reorganizacdo morfofuncional do

miocardio (adaptacOes caracteristicas de IC).

Estudos em ratos demostraram elevacdo da If em corag6es hipertrofiados ou com IC. A
If é essencial para a despolarizacdo espontanea da membrana das células e, a presenca de
remodelamento cardiaco estrutural pode ser um substrato para a arritmogénese, taquicardia e

morte subita na desnutricdo proteica.

Sabendo que a ivabradina, farmaco que bloqueia os canais HCNSs, é capaz de reduzir a
FC por meio da diminuicéo da If e contribuir para a melhora do remodelamento cardiaco em
coracOes hipertrofiados e com IC, torna-se relevante o estudo da acéo deste farmaco sobre as

alteracdes autonémicas cardiacas observadas na desnutricao proteica.
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3. OBJETIVOS

3.1- Geral

- Avaliar o efeito da ivabradina sobre o controle autondmico ténico da frequéncia cardiaca e o

remodelamento ventricular esquerdo de ratos submetidos a desnutri¢do proteica pés-desmame.

3.2-  Especificos

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre os niveis de frequéncia cardiaca de repouso em

animais controle e submetido a desnutri¢do proteica.

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre o efeito vagal em animais controle e submetido a

desnutrigéo proteica.

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre o efeito simpatico em animais controle e submetido

a desnutricdo proteica.

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre os niveis de frequéncia cardiaca intrinseca em animais

controle e submetido a desnutri¢do proteica.

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre o indice simpato-vagal de animais controle e

submetido a desnutricdo proteica.

- Avaliar a influéncia da ivabradina sobre o peso relativo do ventriculo esquerdo, em animais

controle e submetido a desnutricéo proteica.
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4. METODOLOGIA

4.1- Modelo Animal

Neste trabalho foram utilizados ratos Fisher, fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram mantidos no biotério
desta instituicdo, em regime de temperatura média de 22°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas

e livre acesso a dgua e a dieta.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), por meio do protocolo nimero
2015/39. Todas as normas estabelecidas por esta comissdo foram respeitadas, de forma a

minimizar o sofrimento dos animais durante 0s experimentos.

4.2-  Protocolo Nutricional

Apo6s o desmame, realizado aos 28 dias, os animais machos da ninhada foram divididos

em dois grupos e submetidos aos seguintes protocolos nutricionais por um periodo de 35 dias:

Grupo Controle (GC): receberam dieta comercial Labcil/Socil® contendo 15% de proteina
(dieta controle) e agua filtrada ad libitum.

Grupo Desnutrido (GD): receberam dieta semi-purificada contendo 6% de proteina (dieta
hipoproteica) e agua filtrada ad libitum. O presente protocolo nutricional ja esta padronizado e

validado por nosso grupo de pesquisa (Silva et al., 2015).

Conforme a escolha do modelo animal, e por serem classificados como roedores,
optamos por utilizar racdo pelletizada. As dietas empregadas nos grupos experimentais
diferiram apenas quanto ao teor proteico. A composi¢do quimica das dietas esta representada

na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo Quimica das Dietas Controle e Hipoproteica (g/100g de dieta)

Ingredientes Dieta Controle Dieta Hipoproteica
Proteina (Caseina) 13 ]

Amido de Milho 10 9

Oleo de Soja g ]

Mizx de Sais 5 5

Mix de Vitamina 1 1

Fibra (Celulose) 1 1

Teor Caldrico 412 Keal 412 Keal

Mistura de minerais (9/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI — 0,79 / MgS0O4.7H20 - 57,3 / CaCO3 - 381,4 /
MnSO4.H20 — 4,01/ FeSO4.7H20 — 27,0 / ZnSO4.7H20 - 0,548 / CuS04.5H20 - 0,477 / CoClI2.6H20 —
0.023 / KH2PO4 — 389,0.

Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005/ Acido paminobenzdico
—10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de célcio — 4,00 / Riboflavina — 0,80/ Tiamina HCI —
0,50 / Piridoxina HCI — 0,50 / Acido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12 — 0,003 / Sacarose — g.s.p. 1000.
/ Colina —200,0 / [ I-Tocoferol — 6,7.

Fonte: (Tropia et al., 2001; Silva et al., 2015).

4.3- Tratamento com ivabradina

Apbs o periodo de 35 dias recebendo dieta especifica, os animais foram novamente
divididos em 4 grupos experimentais e tratados por 8 dias consecutivos com ivabradina na dose
de 1mg/kg/mL, i.p. ou submetidos a injecdo de PBS na dose de 1mL/Kg i.p. Os animais foram
divididos em: Controle Ivabradina (GC-1VA), Controle PBS (GC-PBS), Desnutrido Ivabradina
(GD-1VA) e Desnutrido PBS (GD-PBS). Neste periodo os animais continuaram recebendo a
dieta previamente estabelecida e dgua a vontade. No 7° e 8° dia de tratamento os animais foram

submetidos aos protocolos experimentais conforme sera explicado adiante.

O cronograma do protocolo nutricional e injecdo de ivabradina e PBS esté representado
na Figura 2 (A e B).
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8 dias
21 dias 28 dias 35 dias

*’
Gestagio ! Amamentagdo Dieta Controle

15% proteina : : 5
(J37%p ) Injegdes de ivabradina

ou PBS/ Experimentos

B 8 dias

21 dias 28 dias 35 dias

Gestagio ‘ Amamentagao Dieta Hipoproteica

(6% proteina)
Injegdes de ivabradina
ou PBS/ Experimentos

Figura 2 - A e B: Protocolo de desnutrigdo proteica e injecdo de ivabradina ou PBS. Apds 0 nascimento, 0s animais
foram amamentados por um periodo de 28 dias. Em seguida, foram divididos em dois grupos: grupo controle (dieta
padrdo com 15% de proteina) e grupo desnutrido (dieta hipoproteica com 6% de proteina) por um periodo de 35
dias. Apos esse periodo, os animais foram submetidos a injecdo de ivabradina ou PBS por 8 dias consecutivos e
utilizados para experimentacéo neste periodo.

4.4-  Preparo de Drogas e substancias utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): solucdo preparada pela dilui¢do de 8,189 de
NaCl P.A., 1,98g de Na2HPO4.7H20 P.A. e 0,26 g de NaH2PO4.H20 P.A. (Synth,
LABSYNTH Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP) em agua ultra purificada (Milli —
Q®) g.s.p. 1000mL. Ajustou-se o pH da solugdo para 7,2 com solu¢bes de HCI e NaOH,
conforme necessidade. A solucio foi esterilizada em autoclave a 120°C e 1,0Kg/cm? durante
15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular (Silva
etal., 2013).

Anestésico (Solugdo de Ketamina + Xilazina): solugdo preparada pela adi¢do de 2,5mL de
Xilazina 2% (p/v) a 10mL de Ketamina 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose (ketamina:
80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100g do animal; i.m.) (Silva et al., 2013).
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Anti-inflamatdério [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: empregado com o objetivo de reduzir
inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirdrgicos. Utilizado da seguinte forma: dose

de 4mg/Kg e volume injetado de 0,1mL/300g do animal; i.m. (Silva et al., 2013).

Antibidtico (Pentabittico Veterinario): utilizado na prevencéo de infeccBes, na seguinte
dose: 48.000UI de penicilina, 20mg de estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg.
Volume injetado: 0,1mL/100g de animal; i.m. (Silva et al., 2013).

Metil-atropina: A solugéo estoque foi preparada dissolvendo-se 44,8 mg de Brometo de
metil-atropina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em 22,4 mL de salina (dose
2mg/mL). A solucéo foi protegida da luz para evitar degradacao, dividida em aliquotas de 1 mL
armazenada em tubos de polietileno Eppendorf, a -20°C até o0 momento do uso. Foi injetada na
dose de 2mg/kg, volume de 1mL/Kg de peso do animal; i.v., conforme preconizado por Barros
(2014) (Barros et al., 2014).

Metoprolol: A solucdo estoque foi preparada dissolvendo-se 44,8 mg de Tartarato de
Metoprolol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em 22,4 mL de salina (dose: 2mg/mL).
A solucdo foi protegida da luz para evitar degradacdo, dividida em aliquotas de 1 mL
armazenada em tubos de polietileno Eppendorf, a -20°C até o0 momento do uso. Foi injetada na
dose de 2mg/kg, volume de 1mL/Kg de peso do animal; i.v., conforme utilizado por Martins
(2011) (Martins et al., 2011).

Ivabradina: A solucdo de Ivabradina foi preparada dissolvendo 7,5mg Ivabradina
(Procoralan) em 7,5ml de solucdo PBS (dose: 1mg/mL). A solucéo foi prepara a cada dois dias
e mantida sob refrigeracdo até 0 momento de utilizacdo, para evitar a degradacdo. A droga foi

injetada na dose de 1mg/kg, no volume de 1ml/Kg de peso do animal; i.p..

4.5-  Confeccdo de canulas venosas

Para confeccdo das céanulas venosas foram utilizados cateteres de polietileno PE-50
previamente soldados a tubos de polietileno PE-10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton
Circle Sparks, MD). As dimensdes das canulas foram ajustadas de acordo com os grupos dos
animais (GC e GD), conforme apresentado na tabela 2. As cénulas foram preenchidas com
heparina e a extremidade de PE-50 foi obstruida com pino de metal esterilizado (Silva et al.,
2013).
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Tabela 2: Confec¢do de Canula veia Jugular.

Controle Desnutrido
PE50 PE10 P50 P10
Veia 10cm 1cm 8cm 0,5cm

4.6- Confeccdo de eletrodos para registro eletrocardiografico

Para a confec¢do dos eletrodos, utilizou-se conectores soquete torneado de 6 pinos DIP
que foram separados para confeccionar dois conectores de 3 pinos. Cada conector de 3 pinos
foi soldado a fios de cobre finos, flexiveis e encapados, e posteriormente, foram integrados ao
conector do sistema para obtencdo do ECG. O esquema do conector utilizado esta representado

na figura 3.

Figura 3 : Imagem de um conector soquete torneado de 3 pinos DIP conectado aos fios de cobre, Fio 1, fio 2 (terra),
fio 3. O posicionamento dos fios esta descrito detalhadamente no item 4.7.

4.7-  Cirurgias

4.7-1. Canulagao de veia jugular externa e implante de eletrodo

Para realizagcdo dos procedimentos de canulacdo da veia jugular externa e implante de
eletrodo, os animais foram anestesiados com solucéo anestésica de Ketamina e Xilazina (i.m).
Posteriormente, os mesmos foram tricotomizados na regido do pescoco, dorso e do torax,
seguida da assepsia destes locais com PVPI degermante. Mediante uma pequena incisao na raiz
do pescoco, acima da clavicula, a veia jugular externa foi identificada e, em seguida, exposta

(Figura 4). A canula venosa foi inserida na veia jugular externa. Em seguida, a outra
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extremidade da canula foi exteriorizada no dorso do animal com o auxilio de um pequeno tubo
de metal (trocéter), essa disposicdo permitiu a posterior administracdo de drogas com livre

movimentacao do animal.

Logo apds, implantou-se o eletrodo para registro do eletrocardiograma (ECG) na regido
do tdérax previamente tricotomizada. Foi realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 1cm na regido do esterno. Através da incisdo no dorso do animal, os fios
identificados como 1 e 3 foram cuidadosamente transpassados subcutaneamente proximo a
axila esquerda e foram suturados junto ao terco lateral dos masculos peitorais esquerdo e
direito. Ambos formaram uma linha na horizontal, constituindo uma derivagéo do triangulo de
Einthoven. O fio 2, ndo transpassado para a regido peitoral, foi fixado junto a musculatura da
regido dorsal e utilizado como fio terra (Figura 4). Apds os procedimentos cirargicos os locais

de incisdo foram cuidadosamente suturados (Silva et al., 2013).

Figura 4 : Desenho esquematico da canulagéo da veia jugular externa e implante de eletrodos para a aquisi¢do do
sinal eletrocardiografico (Fortes, L.H.S., 2010).

4.8- Cuidados pos-operatorios

Ap0s o procedimento cirdrgico, foi administrado Pentabidtico Veterinario (Fort Dodge,
Sé&o Paulo, Brasil - 0,1 mL/100g; i.m.) e Ketoflex (Biofen,1% p/v (Cetoprofeno); 0,1mI/300g)
para acdo antibidtica e anti-inflamatoria profilatica, respectivamente (Silva et al., 2013). Os
ratos foram alocados em gaiolas individuais e mantidos sobre manta térmica até a recuperacéo
completa do efeito do anestesico, a fim de evitar hipotermia. Posteriormente, os animais foram

mantidos na sala de experimentos sob condigdes de temperatura, luminosidade e niveis de ruido
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controlados, recebendo dieta previamente estabelecida e &gua ad libitum. Os mesmos

permaneceram em recuperagéo por 48hrs para subsequente realizacdo do ECG.

4.9- Registro de Eletrocardiograma

Inicialmente, os animais foram alocados em uma gaiola de acrilico revestida com tela

metalica fina (gaiola de Faraday) e permaneceram em adaptacdo ao ambiente por um periodo

de, aproximadamente, 30 minutos. Os registros foram realizados na mesma faixa de horario,

entre 8 e 17hs. Para a realizacédo do registro de ECG os eletrodos foram conectados a um sistema

de aquisicao de dados (Power Lab 4/20 — ADInstruments). Por meio de um software (LabChart

7.3.4 for Windows), o sinal captado foi registrado como sinal bruto, medido por unidades

arbitrarias e simultaneamente convertido em sinal

integrado para obtencdo do

eletrocardiograma. A partir do registro de ECG, foi calculada a FC. A figura 5 apresenta um

exemplo da janela do LabChart 7.3.4.
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Figura 5 : Representacdo da janela de visualiza¢do do software LabChart durante o registro eletrocardiogréfico e

FC. Canais de registro: 5- ECG, 6- FC.

4.10- Protocolos Experimentais

4.10-1. Avaliacao cardiaca e controle

cardiovascular na desnutri¢io proteica.

da frequéncia

autonémico
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Para avaliar o efeito da ivabradina na atividade autonémica cardiaca em animais com
desnutricdo proteica, foi utilizado nitrato de metil atropina com o objetivo de bloquear os
receptores muscarinicos e metoprolol com a finalidade de bloquear os receptores [-

adrenérgicos em animais tratados com ivabradina ou PBS.

Os experimentos foram realizados no sétimo e oitavo dia de tratamento para avaliar 0s
parametros cardiovasculares. Inicialmente, os animais foram tratados conforme seus
respectivos grupos (IVA ou PBS na dose de 0,1ml/100g i.p.) e ap6s 30 minutos da aplicacdo
do farmaco foi realizado o registro de ECG para obtencdo da FC de repouso (D'souza et al.,
2014), por um periodo de 30 minutos. Logo apds, nitrato de metil-atropina (2mg/kg/mL) foi
administrado por via intravenosa (iv) para o blogueio da a¢éo parassimpatica sobre o coracao,
seguida de 15 minutos de registro de ECG. Apos esse periodo, foi administrado o metoprolol
(2mg/kg/mL), também por via i.v. para o bloqueio do sistema nervoso simpatico, seguida da
realizacdo do registro de ECG por mais 15 minutos. Em metade dos animais, para cada grupo
experimental, a ordem do bloqueio autondmico foi invertida, ou seja, metoprolol foi
administrado antes do nitrato de metil-atropina. A aplicacdo do segundo farmaco (Metoprolol
ou metil-atropina) permitiu a realizacdo do duplo bloqueio autonémico, obtendo-se a frequéncia
cardiaca intrinseca (FCi) (Silva et al., 2016).

Os valores de frequéncia cardiaca antes e ap0s 0 bloqueio autonémico com nitrato de
metil-atropina ou metoprolol foram utilizados para calcular o efeito autondmico simpético e
parassimpatico e a FCi de marca-passo foi realizada ap6s o duplo bloqueio autonémico,

posterior ao tratamento com ivabradina (Silva et al., 2016). A escala temporal esta representada

na Figura 6.
30min 30min 15 min 15min
Tratamento Basal Farmaco 1 Farmaco 2

Figura 6 : Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo do bloqueio autonémico sobre as respostas
cardiovasculares em animais controle e desnutrido submetidos a injecdo de ivabradina ou PBS (1mg/kg) durante
o registro de ECG. Farmaco 1: Nitrato de metil-atropina (2mg/kg/mL). Farmaco 2: Metoprolol (2mg/kg/mL).
Em metade dos animais os farmacos foram administrados na ordem representada (1 e 2). Na outra metade a

ordem dos farmacos foi invertida.
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4.11- Anélise das Frequéncias Cardiacas de repouso e intrinseca

Para analise da frequéncia cardiaca de repouso, obtida por meio do ECG, foi realizada
a média do Gltimo minuto do registro antes da aplicacdo da primeira droga para o bloqueio

autonomico.

A FCi foi obtida ap6s a aplicacdo da segunda droga (metoprolol ou metil-atropina) e
realizacdo do duplo bloqueio autondmico, no qual foi analisada a média de 1 minuto da FC
também ao final do registro (Silva et al., 2016).

4.12- Andlise do Controle Autondmico Tonico Cardiaco

4.12.1- Efeito vagal

O efeito vagal foi calculado por meio da subtracdo da média de 1 minuto ao final do
registro da FC ap0s a aplicacdo de Metil-atropina e a média de 1 minuto ao final do registro
da FC de repouso (Silva et al., 2016).

4.12.2- Efeito simpatico

O efeito simpaético foi calculado por meio da subtracdo da média de 1 minuto ao final
do registro da FC ap0s a aplicacdo de Metoprolol e a média de 1 minuto ao final do registro
da FC de repouso (Silva et al., 2016).

4.12.3- Analise do indice Simpato-vagal

O indice simpato-vagal (ISV) foi calculado dividindo-se o valor da média da FC de

repouso pelo valor da média da FCi (Silva et al., 2016).



40

4.13- Peso relativo do ventriculo esquerdo

Apls o término dos experimentos, os animais foram anestesiados com solucdo
anestésica de ketamina e xilazina i.m.. Em seguida, foi realizada a toractomia e a retirada do
coragdo. O drgdo foi lavado em salina 0,9%, seguida da separa¢éo e pesagem do VE. O calculo
do peso relativo do ventriculo esquerdo foi realizado por meio da razdo entre o peso do
ventriculo esquerdo (mg) e o peso corporal do animal (g), sendo o resultado obtido em mg/g.
A anélise do peso relativo do ventriculo esquerdo € um indicador de remodelamento ventricular
(Penitente et al., 2013).

4.14- Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do teste anova two-way, seguida
do pos teste Newman-Keuls. Foi considerado nivel de significancia P < 0,05 (95% de intervalo
de confianca). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os

dados foram avaliados por meio do programa GraphPad Prism, verséo 6.00.
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5. RESULTADOS

5.1- Efeito da ivabradina sobre o peso corporal em ratos controles e submetidos

a desnutricdo proteica pds-desmame.

A restricdo proteica por um periodo de 35 dias acarretou um peso corporal
significativamente menor nos animais submetidos & desnutricdo proteica pds-desmame em
comparagdo aos animais do grupo controle (GD-PBS= 73,829 + 2,062 vs. GC-PBS= 227,79 =
6,031; p<0,0001). Contudo, apds o tratamento com ivabradina, os animais do GD-IVA néo
apresentaram diferenca significativa no peso corporal em relacdo aos animais do GD-PBS (GD-
PBS= 73,829 + 2,062 vs. GD-IVA=71,38g * 2,814; p=0,1776). No grupo controle, os animais
tratados com ivabradina e os que foram submetidos a injecdo com PBS também ndo
apresentaram alteracdo significativa de peso corporal (GC-PBS = 227,79 + 6,031vs. GC-IVA
= 217,99 * 4,450; p= 0,1776), conforme observado na figura 7.
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Figura 7: Efeito da ivabradina sobre o peso corporal (g) dos animais controles e desnutridos. As barras representam
média £ EPM; * Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle PBS (p<0,05, Anova two-way, pés-teste de

Newman-Keuls).
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5.2- Efeito da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca de repouso em ratos
controles e submetidos a desnutrigdo proteica pds-desmame.

Na andlise de frequéncia cardiaca de repouso foi observado um aumento
significativo dos seus niveis nos animais do GD-PBS em compara¢do ao GC-PBS (GD-
PBS= 438,8bpm + 10,76 vs. GC-PBS= 347,0bpm + 7,771; p<0,0001). Contudo, 0s
animais do GD-IVA apresentaram uma diminuigéo significativa da FC de repouso em
comparacdo ao GD-PBS (GD-PBS=438,8 bpm £ 10,76 vs. GD-1VA=344,4 bpm + 6,571
interacdo F (1, 25) = 8,486; p= 0,0074), atingindo niveis semelhantes aos animais do GC-
PBS (GC-PBS=347,0 bpm £ 7,771), como pode ser observado na figura 8.
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Figura 8: Efeito da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca de repouso dos animais controles e desnutridos. As
barras representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relacdo ao Grupo Controle PBS e * Diferenca

estatistica em relacdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova two-way, pds-teste de Newman-Keuls).
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5.3- Influéncia do tratamento com ivabradina sobre o controle autondmico da

FC em ratos controles e submetidos a desnutri¢do proteica pos-desmame.

5.3.1- Influéncia da ivabradina sobre o efeito vagal

O efeito vagal indica a acdo do SNP sobre a FC de repouso. O bloqueio dos receptores
muscarinicos com Metil-atropina, ndo promoveu alteracdo da FC nos animais do GD-PBS,
contudo aumentou significativamente a FC nos animais do GC-PBS (GD-PBS= A7,833bpm =+
1,621 vs. GC-PBS= A66,5bpm + 12,28; p= 0,0051).

Contudo, os animais do GD-IVA apresentaram aumento significativo da FC de repouso
em comparacdo ao GD-PBS (GD-IVA= A45,86 + 8,016 vs. GD-PBS= A7,833bpm =+ 1,621,
interacdo: F (1, 20) = 10,79; p= 0,0037) apos o blogueio vagal. Exibindo uma variacao da FC
de repouso semelhante ao encontrado nos animais do GC-PBS (GC-PBS= A66,50 + 12,28),

conforme observado na figura 9.
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Figura 9: Influéncia da ivabradina sobre o efeito vagal cardiaco dos animais controles e desnutridos. As barras
representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relacdo Grupo Controle PBS e # Diferenca estatistica em

relagdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova two- way, pos-teste de Newman-Keuls).
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5.3.2- Influéncia da ivabradina sobre o efeito simpatico

A analise do efeito simpatico mostra a acdo do sistema nervoso simpatico sobre a FC de
repouso. Apds o bloqueio B-adrenérgico com Metoprolol houve uma diminuicéo significativa
dos niveis de FC nos animais do GD-PBS em comparacao aos animais do GC-PBS (GD-PBS=
A-68,67bpm = 10,15 vs. GC-PBS= A -34,83bpm * 5,759; p= 0,0097).

No entanto, nos animais do GD-IVA, a queda da FC foi significativamente menor que
a queda observada nos animais do GD-PBS (GD-IVA= -50,50£7,597 vs. GD-PBS= A-
68,67bpm £ 10,15; interacdo: F (1, 20) = 4,506; p= 0,0465) ap6s o bloqueio simpatico,

alcancando valores similares aos observados nos animais do GC-PBS (GC-PBS= -

34,83+5,759), como pode ser observado na figura 10.
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Figura 10: Influéncia da ivabradina sobre o efeito simpatico cardiaco dos animais controles e desnutridos. As
barras representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Controle PBS e # Diferenca

estatistica em relacdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova two-way, pos-teste de Newman-Keuls).
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5.4-  Efeitos da lvabradina sobre a frequéncia cardiaca intrinseca em ratos

controles e submetidos a desnutrigcdo proteica pés-desmame

Ap06s o dublo blogueio autonémico com Metil-atropina e Metoprolol, obtém-se a FCi.
De acordo com os dados apresentados na figura 11, é possivel observar uma reducédo
significativa da FCi nos animais do GC-IVA, em comparac¢édo aos animais do GC-PBS (GC-
IVA= 281,5bpm + 9,525 vs. GC-PBS= 345,7bpm * 8,663; p= 0,0007), bem como, uma
diminuicdo significativa da FCi dos animais do GD-IVA, em comparacdo aos animais do GC-
PBS e GD-PBS (GD-1VA= 274,4bpm + 16,03 vs. GC-PBS= 345,7bpm + 8,663; GD-1VA=
274,4bpm + 16,03 15 vs. GD-PBS= 327,2bpm + 21,90; p= 0,0007).
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Figura 11: Influéncia da ivabradina sobre a frequéncia cardiaca intrinseca dos animais controles e desnutridos. As
barras representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Controle PBS e # Diferenca

estatistica em relacdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova two-way, pds-teste de Newman-Keuls).
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5.5- Efeitos do tratamento com ivabradina sobre o indice simpato-vagal em

ratos controles e submetidos a desnutri¢do proteica pos-desmame

A andlise do ISV avalia a modulagdo autonémica cardiaca. De acordo com o0s dados
apresentados na figura 12 € possivel observar diferenca significativa do ISV entre os animais
do GC-PBS e GD-PBS (GC-PBS=0,9653+0,02926 vs. GD-PBS= 1,354+ 0,05575; p< 0,0001).
Contudo, nos animais do GD-IVA é possivel observar uma diminuic&o significativa do ISV,
em comparacgdo aos animais do GD-PBS (GD-1VA= 1,107+0,02703 vs. GD-PBS= 1,354+
0,05575; interacdo entre tratamento e estado nutricional: F (1, 20) = 9,089; p= 0,0068).
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Figura 12: Acdo da ivabradina sobre o indice Simpato-vagal dos animais controles e desnutridos. As barras
representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relacdo ao Grupo Controle PBS e # Diferenca estatistica em

relagdo ao Grupos Desnutrido PBS PBS (p<0,05, Anova two-way, pds-teste de Newman-Keuls).
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5.6- Efeito da ivabradina sobre o peso relativo do ventriculo esquerdo em ratos

controles e submetidos a desnutrigcdo proteica pés-desmame

Os animais do GD-PBS apresentaram peso relativo do VE significativamente maior
quando comparado ao GC-PBS (GD-PBS=3,081mg/g vs. GC-PBS=1,986mg/g; P<0,0001).
No entanto, o GD-IVA apresentou reducao significativa do peso relativo do ventriculo esquerdo
em comparacdo aos animais do GD-PBS (GD-PBS=3,081mg/g vs. GD-1VA=2,842mg/g;
interacdo F (1, 31) =5,923; p = 0,0209), como observado na figura 13.
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Figura 13: Efeito da ivabradina sobre o peso relativo do ventriculo esquerdo (mg/g) dos animais controles e
desnutridos. As barras representam média + EPM; * Diferenca estatistica em relagdo ao Grupos Controle PBS e #

Diferenca estatistica em relagdo ao Grupo Desnutrido PBS (p<0,05, Anova two-way, pds-teste de Newman-Keuls).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos os efeitos do tratamento crénico com ivabradina sobre
as alteracdes fisioldgicas provocadas pela desnutri¢cdo, como: (i) diminuigdo da FC em animais
desnutridos ap6s o tratamento com ivabradina; (ii) reversdo das alteracBes autonémicas
cardiacas em animais desnutridos tratados com ivabradina; (iii) melhora do peso relativo do
ventriculo esquerdo em animais desnutridos tratados com ivabradina, observando, assim, a

melhora de tais alteragdes cardiacas na desnutricdo apds o tratamento com o farmaco.

Inicialmente, apos 35 dias de restricdo proteica, avaliamos o peso corporal dos animais
e observamos que em animais desnutridos o peso corporal foi significativamente menor que em
animais do grupo controle. A diferenca de peso observada entre 0s grupos aponta a eficiéncia
da dieta em promover a desnutricdo. A desnutricdo proteica em estagios iniciais da vida pode
gerar um comprometimento irreversivel do processo de proliferacdo celular, o que causa
prejuizos no desenvolvimento corporal dos animais, promovendo a deplecdo da massa muscular
e perda de peso (Benabe et al., 1993; Martinez-Maldonado et al., 1993). A perda de peso pds-
parto é considerada um indicador primario de desnutri¢do e, de fato, mostra os impactos sobre

0s processos de divisao celular frente a uma resposta de insulto nutricional (Lucas, 1998).

Corroborando esses achados, diferentes autores demonstraram um déficit de
aproximadamente 70% no peso corporal de ratos submetidos ao mesmo protocolo de
desnutricdo proteica (Penitente et al., 2007; Martins et al., 2011; Silva et al., 2013). Em
humanos, a desnutricdo proteica nos primeiros periodos da vida promove crescimento
inadequado, com presenca de menor estatura e peso para a idade. Assim, os resultados
relacionados ao peso corporal de animais submetidos a restricdo proteica se correlacionam a
estudos realizados com humanos. Portanto, os dados mostram que o menor ganho de peso na
desnutricdo proteica corrobora dados da literatura, sugerindo que o consumo inadequado de
proteinas na dieta ndo permite o aporte suficiente de aminoacidos para o desenvolvimento

normal do organismo (Lucas, 1998).

Adicionalmente, avaliamos os possiveis efeitos da ivabradina sobre o peso corporal dos
diferentes grupos. A partir dos resultados, foi possivel observar que ndo houve alteracdo do
peso corporal nos animais controles e desnutridos tratados com ivabradina em relacdo aos
animais submetidos a injegdo com PBS. Esses dados apontam que a ivabradina ndo apresenta

efeito sobre o metabolismo energético dos animais. Nossos dados concordam com os resultados
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obtidos por Gent e colaboradores (2015) em um estudo sobre longevidade realizado com
camundongos, no qual o peso corporal dos animais placebo nédo apresentou diferencga

significativa do peso dos animais tratados com ivabradina (Gent et al., 2015).

Ademais, ja estd bem estabelecido por nosso grupo de pesquisa que a restri¢do proteica
pos-desmame promove aumento da FC de repouso em animais desnutridos, conforme também
foi observado no presente estudo (Martins et al., 2011; Silva et al., 2013). Tais resultados
corroboram a estudos experimentais realizados em ratos, no qual evidenciaram aumento da FC

de repouso em situacdes de restricdo proteica (Oliveira et al., 2004; Gomide et al., 2013).

Tal fenbmeno pode ser explicado pelo fato de que, na desnutricdo, pode haver
modificacdes na expressao de proteinas relacionadas a conducdo do impulso elétrico, como
estruturas importantes para a formacao do potencial de acdo (Denac et al., 2000). A desnutrigédo
proporciona a diminuicdo dos processos dendriticos e do nimero de espinhas dendriticas, bem
como, diminui a proporcdo de sinapse/neurénio (Diaz-Cintra et al., 1990; Morgane et al.,
2002a; Cordero et al., 2003; Penido et al., 2012), reduz a mielinizacdo e a espessura de
segmentos intermodais (Reddy et al., 1979. ; Quirk et al., 1995; Cordero et al., 2003), diminui
a liberacgéo e atividade de glutamato (Rotta et al., 2003; Penido et al., 2012) e outras altera¢des
na morfofisiologia de areas encefélicas que estdo associadas a regulacdo cardiovascular
(Plagemann et al., 2000; Pinos et al., 2011; Matos et al., 2011.; Rodrigues-Barbosa et al., 2012).

Interessantemente, estudos tem mostrado um aumento da If no nodo sinoatrial de
coelhos, devido a superexpressdo de canais HCN, em situacdes patoldgicas, promovendo
aumento da FC. Neste contexto, optamos por avaliar o efeito do tratamento com ivabradina na
diminuicédo da frequéncia cardiaca em animais desnutridos. A partir dos resultados foi possivel
observar que, apos o tratamento, os animais do GD-IVA e GC-IVA apresentaram uma reducéo
significativa da frequéncia cardiaca de repouso em comparacdo aos animais do GD-PBS e GC-
PBS, respectivamente. Contudo, observamos que a queda da FC foi mais acentuada nos animais
desnutridos. Tal fato pode ser explicado pela possivel acdo farmacoldgica da ivabradina sobre
0 blogueio dos canais HCN no nodo sinoatrial, no qual o presente farmaco exerce uma agéo
uso-dependente, ou seja, a ivabradina se liga aos canais HCN quando estes apresentam-se em
sua configuracdo aberta, promovendo uma maior resposta em situacdes em que ha maior

frequéncia cardiaca.

Tais resultados corroboram a outros estudos no qual mostraram que a ivabradina

apresentou acao sobre a reducdo da FC em situagcdes como infarto do miocardio e IC (Mulder
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et al., 2004). Corroborando tais achados, um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, em
ratos adultos saudaveis, também observou diminuigdo significativa da FC de repouso nos
animais tratados com ivabradina (IVA: 2mg/kg/dia i.p.) em relacdo ao grupo veiculo (Silva et
al., 2016).

Em um estudo sobre choque séptico em ratos, foi mostrado que a ivabradina
(administrada de forma oral) diminuiu a FC de repouso sem apresentar qualquer impacto na
pressdo sanguinea, sugerindo ndo provocar alteracbes hemodindmicas (Wei et al., 2016). O
mesmo foi encontrado por Erdem e colaboradores, em um estudo com pacientes ambulatoriais
apresentando insuficiéncia cardiaca, no qual apontou que a realizagdo do tratamento a longo

prazo com ivabradina diminuiu a FC de repouso (Erdem et al., 2017).

Sabe-se que o sistema nervoso também é afetado pela desnutricdo, uma vez que a
restricdo proteica presente no inicio da vida esta relacionada a modificages neuro-anatdmicas,
neuro-quimicas e comportamentais (Almeida et al., 1996). Neste contexto, optamos por realizar
0 blogueio autondmico cardiaco por meio da acdo farmacologica de Metoprolol e Metil-
atropina, sendo tal metodologia também utilizada em outros modelos experimentais (Diz e
Jacobowitz, 1984; Ahmed et al., 1994; Convertino e Sather, 2000). A realiza¢do do bloqueio
do SNS por meio do bloqueador- B1- adrenérgico, Metoprolol, proporcionou uma reducéo
significativa da FC em animais do GD-PBS, contudo, a realizacao do bloqueio autonémico nédo
apresentou acéo significativa sobre a FC dos animais do GC-PBS, sugerindo que 0s animais
submetidos a dieta hipoproteica apresentam uma elevacdo da atividade simpatica eferente
cardiaca. Nossos dados sdo semelhantes aos encontrados na literatura no qual demonstram
elevacdo da atividade simpatica em animais submetidos a distintos protocolos de desnutricdo
(Phillips e Barker, 1997; Martins et al., 2011). Corroborando nossos achados, um estudo
realizado com ratos desnutridos apresentou um aumento significativo do ténus simpéatico em

comparagdo aos animais controle (Barros et al., 2014).

Tal fato sustenta a hipdtese que a desnutri¢éo proteica pds-desmame promove alteracdes
no controle autondmico tonico cardiovascular, bem como, estudos tém mostrado que a
desnutricdo modifica a regulacdo da liberacdo de noradrenalina central, promovendo a elevagéo

da concentragdo desse neurotransmissor no cortex cerebral (Belmar et al., 1996).

Adicionalmente, ap0s a aplicacdo do farmaco metil-atropina, o bloqueio dos receptores
colinérgicos muscaninicos aumentou a FC dos animais do GC-PBS, mas nao apresentou

alteracdo significativa da FC dos animais do GD-PBS. Assim, os dados apontam para um
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prejuizo da resposta parassimpatica cardiaca nos animais desnutridos. Esses resultados
corroboram dados obtidos por nosso grupo de pesquisa, no qual sdo encontrados dados
semelhantes (Martins et al., 2011; Silva et al., 2013).

Desse modo, optamos por avaliar a influéncia da ivabradina sobre a alteracdo
autondmica cardiaca em animais controle e desnutridos. Nossos resultados mostraram que, a
ivabradina influenciou a atividade simpatica cardiaca, promovendo a reducdo do efeito
simpatico para o coracdo, revertendo, assim, as alteracGes observadas em animais desnutridos.
O mesmo foi observado com relagdo ao efeito vagal cardiaco, no qual a ivabradina também
proporcionou a reversdo das alteragdes observadas na desnutri¢cdo, aumentando, assim, o efeito
parassimpatico que estava reduzido. Até o momento, ndo ha nenhum estudo na literatura que
aborde a acdo da ivabradina sobre as alteracGes autonémicas cardiacas em animais desnutridos.
Contudo, estes resultados podem ser explicados por um estudo em que mostra a acdo da
ivabradina sobre a reducdo dos niveis plasmaticos de noradrenalina apds o periodo de trés meses
de administracdo do farmaco, o que indicaria uma reducdo da atividade simpatica (VVaquero et
al., 2007).

Diferentemente dos nossos achados, um estudo realizado com pacientes com sindrome
de taquicardia postural investigou o efeito da ivabradina sobre o equilibrio simpato-vagal e ndo
observou acdo da ivabradina sobre a atividade simpatica, bem como, sobre a atividade vagal,
apesar da reducdo significativa da FC. Tais resultados podem ser explicados pela dosagem de
ivabradina administrada aos pacientes, uma vez que, no estudo em questdo foi realizada a
dosagem oral Unica aguda antes da realizacdo dos experimentos (Barzilai e Jacob, 2015). O
mesmo foi observado por Joannides e colaboradores no qual relataram que a administracdo
aguda de ivabradina ndo apresentou efeito sobre a atividade do sistema nervoso autbnomo em

individuos saudaveis (Joannides et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa também avaliou a acdo da ivabradina sobre o controle
autondmico tbnico, entretanto ndo foi observada nenhuma atuacdo do fa&rmaco em relacdo aos
animais controle. Contudo, tal fato pode ser explicado pelo estado de salde prévio dos grupos
experimentais, uma vez que o estudo se tratava da acdo da ivabradina em animais adultos e
saudaveis (Silva et al., 2016). Os resultados do presente estudo corroboram dados obtidos por
Nerla e colaboradores, uma vez que, tais autores relataram um aumento modesto do tonus
cardiovascular vagal induzido por ivabradina em pacientes com sincope, apesar do melhor
resultado observado ao utilizar outros tratamentos (Nerla et al., 2012). Contudo, nenhum

trabalho até o momento encontrou resultados semelhantes aos observados em nosso estudo, no
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qual a ivabradina reverte as alteragdes do SNA encontradas na desnutri¢do. Logo, como ndo ha
relacdo direta entre os canais HCNSs e controle autonémico, sugere-se que a ivabradina reverte
as alteracdes autonémicas por meio de seus efeitos pleiotrépicos, uma vez que, estudos tém
mostrado que o farmaco apresenta impactos positivos sobre o estresse oxidativo, inflamacéo,

fibrose e hipertrofia ventricular esquerda (Becher et al., 2012).

Adicionalmente, avaliamos a FCi obtida a partir da realizacdo do dublo bloqueio
autondémico, apds a aplicacdo do segundo farmaco (metil-atropina ou Metoprolol). Desse modo,
a partir dos resultados foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa na FCi entre
0 GC-PBS e GD-PBS, sugerindo que ndo h4 alteracdo da FCi na desnutri¢do. Contudo, ap6s o
tratamento com ivabradina foi observada uma diminuicdo significativa da FCi em ambos os
grupos, GC-IVA e GD-IVA. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que a ivabradina
atua bloqueando os canais HCN que contribuem de forma importante para a despolarizagao
diastolica lenta no nodo sinoatrial, promovendo uma reducéo fisiolégica da FCi em ambos os
grupos, controle e desnutrido. Silva e colaboradores (Silva et al., 2016) também mostraram que

a ivabradina reduz a FCi em animais saudaveis, corroborando os nossos achados.

No intuito de avaliar o controle autondmico para o coragdo, calculamos o ISV. O indice
foi proposto por Golgberger (1999) e é definido pela média da FC de repouso sobre a média da
FCi. A partir do célculo, os dados obtidos séo classificados em: predominio simpatico cardiaco,
quando os valores se apresentam maiores que 1 e predominancia cardiaca vagal, quando os
valores sdo inferiores a 1 (Goldberger, 1999). Como esperado, os animais do GD-PBS
apresentaram ISV maior que 1, mostrando predominancia simpatica para o cora¢do, enquanto
os animais do GC-PBS apresentaram predominancia vagal. Sabe-se que no desequilibrio
autondmico cardiaco ha maior risco de morte stbita (Judy et al., 1976; Fletcher, 2001; Schultz
et al., 2007), portanto, o tratamento com ivabradina mostrou-se de extrema importancia, uma
vez que, foi possivel observar uma diminuicdo significativa do ISV em animais do GD-IVA em
comparacdo aos animais do GD-PBS, mostrando assim que a ivabradina contribuiu para a

reducdo da predominéncia simpatica cardiaca observada em animais desnutridos.

Sugere-se que o efeito da ivabradina sobre o controle autonémico poder ser uma
explicacdo para reducdo da FC de repouso observada em animais desnutridos. Tal evento pode
ser pautado na acdo da atividade simpatica e da atividade vagal sobre os canais HCN, uma vez
que, o SNA influencia a concentracdo intracelular de AMPc, que modula a abertura dos canais
HCN, aumentando o fluxo da corrente funny e consequentemente, a FC. Assim, a melhora do

controle autondmico cardiaco pode promover uma redugdo da FC em animais desnutridos.
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Outro fato importante € o0 mecanismo de acéo da ivabradina. O bloqueio dos canais HCN é
favorecido pela despolarizacdo, quando o farmaco atinge seu sitio de ligacéo intracelular, uma
vez que, a ivabradina liga-se aos canais HCN em estado aberto, cuja configuracdo depende de
AMPc. Consequentemente, a ivabradina apresenta uma maior atividade quando os niveis de
AMPCc estdo aumentados, como pode ser observado na estimulacdo adrenérgica, 0 que explica
amaior agdo da ivabradina nos animais desnutridos. Portanto, acredita-se que este farmaco atua
na reducdo da FC de repouso dos animais desnutridos por meio do blogueio dos canais HCN,
bem como, por sua acdo sobre a melhoria do controle autondémico cardiovascular nestes

animais.

A restricdo proteica pds-natal promove importantes disfuncées cardiacas, promovendo
o desenvolvimento do remodelamento cardiaco. Dentre as morbidades relacionadas as doencas
cardiovasculares, destaca-se a hipertrofia cardiaca, que esta fortemente associada ao risco de
morte subita e evolugdo para insuficiéncia cardiaca (Grossman et al., 1975; Lorell e Carabello,
2000). Desse modo, também objetivamos avaliar os possiveis efeitos da ivabradina sobre o
remodelamento cardiaco em animais desnutridos. No presente estudo observamos um aumento
do peso relativo do ventriculo esquerdo em animais do GD-PBS em relagcdo ao GC-PBS. Esses
resultados corroboram dados da literatura onde apontam que o baixo teor proteico da dieta apds
o desmame prejudica drasticamente o ganho de peso, acarretando reducdo do peso corporal.
Contudo, estudos tem mostrado um aumento no peso do ventriculo esquerdo em relagcdo ao peso
corporal dos animais (Penitente et al., 2013). Penitente e col. mostraram que a restricdo de
proteina induz uma reorganizacdo morfofuncional do miocardio, que coexiste com disfuncédo
biomecanica dos cardiomidcitos em ratos. Neste estudo, as evidéncias iniciais indicam que a
insuficiéncia contractil foi provavelmente associada a alteracdes patoldgicas da cinética do
calcio intracelular (Penitente et al., 2013). Diferentes modelos de desnutri¢do, tais como
restricdo de proteina ou restricdo de caloria também mostraram deprimir a fungéo ventricular
esquerda (Okoshi et al., 2002; Gut et al., 2003; Pinotti et al., 2010).

Essa alteracdo cardiaca pode ser explicada por estudos em a restricdo alimentar promove
um aumento do contetido de colageno no miocardio, prejudicando o periodo de contracao, que
poderiam estar relacionados a alteracfes no transporte intracelular de célcio e do sistema beta-
adrenérgico observado na fisiopatologia da desnutricdo, promovendo disfungdo sistolica
ventricular (Cicogna et al., 2001; Gut et al., 2003; Okoshi et al., 2004). Contudo, ao avaliarmos
0 peso relativo do ventriculo esquerdo em animais desnutridos tratados com ivabradina

observamos que as alteragOes ventriculares provocadas pela desnutricdo apresentaram uma
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melhora significativa em relacdo aos animais do GD-PBS, mostrando que a ivabradina
apresenta um efeito positivo sobre o remodelamento cardiaco. Essa ac¢do da ivabradina ainda
ndo esta bem estabelecida, contudo, sugere-se que sua acdo acontece devido a modificacao dos
parametros fisioldgicos promovidos pelo farmaco, promovendo reducéo da frequéncia cardiaca,
bem como, reparacgéo das alteragdes autondmicas na desnutricdo. Adicionalmente, estudos tem
mostrado que a ivabradina promove diminuic¢do da densidade de colageno, modificando o peso
do ventriculo, apresentando impactos positivo sobre o remodelamento do VE (Becher et al.,
2012).

Até 0 momento, poucos estudos investigaram a acdo da ivabradina sobre o sistema de
controle autondémico cardiaco, sobretudo, sobre sua acdo em situacdes de desequilibrio
autondmico. Desse modo, os resultados obtidos por este estudo apresentam uma nova
perspectiva sobre os mecanismos de acdo deste farmaco sobre tais parametros, uma vez que, a

alteracdo autondmica na desnutricdo promove importantes efeitos sistémicos.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo avaliamos o efeito do tratamento crénico com ivabradina, um
farmaco inibidor dos canais HCN, no controle autondmico tonico da FC. Nossos resultados
mostraram que, em animais desnutridos, a administracéo da ivabradina a longo prazo melhorou
a regulacédo autonémica da FC (i.e. reparou o efeito simpatico, o efeito vagal cardiaco e a FC
de repouso, bem como, melhorou o indice simpato-vagal) e 0 remodelamento ventricular
esquerdo. Desse modo, nossos dados fornecem novas percepcdes sobre os efeitos cronicos da
ivabradina em situagdes patologicas (i.e. desnutri¢do) que comprometem o controle autonémico

cardiaco.
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