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RESUMO

As complicacdes decorrentes de doencas cardiovasculares, como a hipertensao
arterial, t€m levado a morte grande nimero de pessoas todos os anos. Vérios modelos
experimentais tém sido desenvolvidos no sentido de elucidar os mecanismos que levam
ao aumento cronico da pressdo arterial e a desnutricdo parece ser um dos fatores para
esta patologia. Nosso Laboratério vem estudando mecanismos de controle da fungdo
cardiovascular em modelos de desnutricdo. Resultados anteriores mostraram alteracdes
em alguns mecanismos reflexos; barorreflexo e reflexo Bezold-Jarish, além de uma
maior atividade simpética vasomotora. Dessa maneira, o objetivo principal deste estudo
foi avaliar a participacdo dos quimiorreceptores carotideos sobre a regulacdo
cardiovascular, em ratos submetidos a desnutricio protéica. Foram utilizados ratos
machos, Fisher, divididos em quatro grupos de acordo com o seguinte teor de proteina:
controle, 15% de proteina durante 35 dias (n=18); controle desnervado (n=08),
desnutrido, 6% de proteina (n=18) e desnutrido desnervado (n=08). Vinte e quatro horas
antes do experimento, fora implantados cateteres na artéria e veia femorais para registro
de PAM e FC e administracdo das drogas, respectivamente. O quimiorreflexo foi
avaliado utilizando inje¢des endovenosas de cianeto de potdssio (KCN) nas doses 5, 10,
15, 20 e 40 pg/kg. Os ratos foram submetidos a desnervacdo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos e 24 horas apds, realizaram-se novos registros de PAM e
FC. Os resultados mostraram que os ratos desnutridos apresentaram niveis elevados de
PAM e FC em relacdo aos controles (13943 mmHg e 442+13 bpm) e (1152 mmHg e
401£8 bpm), respectivamente. Nos ratos desnutridos as respostas pressoras induzidas
pelo KCN, mostraram-se potencializadas quando comparadas aos controles. Da mesma
forma, as respostas bradicardicas ao KCN foram potencializadas, em média 3 vezes
maior, quando comparadas aos controles. Apds a desnervagdo quimiorreflexa os valores
basais de PAM e FC, no grupo desnutrido, apresentaram-se elevados quando
comparados aos valores antes da desnervacdo (135+2 mmHg e 448+16 bpm vs.
desnutrido poés-desnervacdo 156+4 mmHg e 531£19 bpm). Corroborando dados da
literatura, os ratos do grupo controle ndo apresentaram diferenca significativa nos niveis

basais de PAM e FC, antes e ap0s a cirurgia de desnervagdo quimiorreflexa.

Nossos resultados indicam um aumento na responsividade do quimiorreflexo,

além disso, a desnervacdo quimiorreceptora carotidea promoveu um aumento da PAM e



FC basais, sugerindo uma participagdo tonica inibitéria na regulagdo cardiovascular

neste modelo de desnutrigéo.



ABSTRACT

A large number of people die each year due to the intricate aftermath caused by
cardiovascular diseases, such as arterial hypertension. Several experimental models
have been developed in order to disclose the mechanisms that result in chronic increase
of arterial pressure and malnutrition seams to be one of the factors contributing to this
pathology. Our laboratory has been studying the control mechanisms of cardiovascular
regulatory functions in models of malnourishment. Previous results have shown in some
cardiovascular reflexes; baroreflex and Bezold-Jarish reflex, besides an increased
vasomotor sympathetic activity. Thus, the main objective of this study was to evaluate
the role of carotid chemoreceptors in the cardiovascular regulation among animals
submitted to a low protein diet. Male Fisher rats were divided into 4 groups: controls,
15% protein in diet during 35 days (n=18); denervated control (n=08); low-protein, 6%
protein in diet (n=18) and low-protein denervated (n=08). Twenty-four hours before the
experiment animals were implemented with canulae through the femoral artery and vein
for the recording of MAP / HR and drug administration respectively. The chemoreflex
evaluation protocol used endovenous potassium cianurete (KCN) injections at different
dosages: 5, 10, 15, 20 and 40 pg/kg. The rats were submitted to selective chemoreceptor
denervation and 24 hours later new recordings of MAP and HR were taken according to
the chemoreflex evaluation protocol. Results indicate that low-protein rats have
increased MAP and HR when compared to controls (13943 mmHg and 442+13 bpm)
and (115+2 mmHg and 401+8 bpm). In the malnourished animals, the pressoric
responses induced by KCN were higher than controls. The bradycardic responses to
KCN were also increase, 66% in average, when compared to controls. After
chemoreflex denervation, basal levels of MAP and HR, in the low-protein group,
significantly increased when compared to values before denervation (135+2 e 156+4
mmHg; 448+16 e 531+19 bpm). In accordance with data from literature, rats from the
control group did not change significantly either MAP or HR after chemoreceptor

denervation.

Our results show an increase in the responsiveness of chemoreflex in the low
protein group. In addition, the effect of chemoreceptor denervation on the basal levels
of MAP and HR suggest that low protein rats present a tonic inhibitory role of

chemoreceptors on the regulation of cardiovascular homeostasis.
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1 - Introducgdo

1.1 - Desnutrigdo

Durante a realizacdo da Conferéncia Mundial sobre Alimentacdo, em 1974,
realizado pela Food and Agriculture Organization (FAQO), 6rgdo integrante das
Organizagdes das Nagdes Unidas (ONU), os governos participantes defenderam, de
acordo com o conceito de Seguranga Alimentar, o direito inaliendvel de todo homem,
mulher ou crianga estarem livres do risco da fome e da desnutricdo para o
desenvolvimento de suas necessidades fisicas e mentais. Com esta proposta os
governantes esperam uma reducdo de 50% do nimero de desnutridos no mundo em
2015 (Domene e cols., 2003).

Quase 30 anos depois, os presentes no Segundo Férum Mundial de Alimentacio,
realizado em 2002, constataram que o nimero de desnutridos diminui em 8 milhdes a
cada ano. Para alcancar os objetivos estabelecidos pelos governantes em 1974, esta taxa
de reducdo deveria ser de pelo menos 22 milhdes por ano. Estes dados mostram que
todas as medidas tomadas até agora foram de pequeno impacto para a real diminui¢do
do nimero de desnutridos no mundo (Domene e cols., 2003).

Nas Américas, o baixo peso ao nascer, mais do que um diagndstico das
condicdes de nascimento, constitui o principal elemento de progndstico do risco de
adoecer e de morrer (Puffer e cols., 1976). Especificamente, no Brasil, véarios trabalhos
tém ressaltado a associacdo entre letalidade infantil, baixo peso ao nascer e desnutri¢io
(Victéria e cols., 1997; Ozaki, Monteiro e cols., 2000).

A desnutricdo € definida como uma sindrome, caracterizada pela existéncia de
um desequilibrio celular entre o fornecimento de nutrientes e energia por um lado, e por
outro, a demanda corporal para assegurar o crescimento e manutencdo das fungdes
especificas (Sawaya e cols., 2003). E interessante registrar que as Organizacdes das
Nagdes Unidas (ONU), reunidos em marco de 2006, estabeleceu uma nova definicao,
para a md-nutricdo: “A desnutricdo € uma condicdo fisiolégica anormal causada por
deficiéncia, excessos ou desequilibrios na ingestdo de calorias, proteinas ou outros
nutrientes”, O novo conceito englobard ndo sé a escassez, mas também o excesso
alimentar (Comité Permanente de Nutricio — Catherini Bertini, 2006), incluindo com

isso, um outro problema epidemioldgico: a obesidade.



Todas as células do organismo, em maior ou menor intensidade, sofrem
altera¢des provocadas pela desnutricdo protéica. Quanto maior o tempo de exposi¢do e
mais precoce essa desnutricdo for imposta, maior serd o comprometimento do
funcionamento dos 6rgdos. O resultado final dessa agressdo aos diversos 6rgdos e
tecidos ird depender da época da vida em que a desnutri¢do se inicia, da duragdo e do
seu grau de intensidade. Ela pode promover condi¢des em que a célula perde sua
capacidade de gerar energia e mediar o transporte de pequenas moléculas de grande
importancia biolégica como: os eletrdlitos e a glicose. A célula também perde sua
capacidade de sintetizar macromoléculas vitais, tais como: DNA (Acido
Desoxirribonucléico), RNA (Acido Ribonucléico) e proteinas, podendo dessa forma
afetar toda a constitui¢do funcional do organismo e o seu desenvolvimento.

Estudos de Winick e Noble (1966) mostraram como a célula se comporta em
relacdo a desnutricdo em ratos. Os autores dividiram o crescimento celular em 3 fases.
Na fase 1, caracterizada por hipertrofia celular, o crescimento se faz através de divisao
celular, ocorrendo apenas um aumento proporcional do peso do 6rgdo e do contetido de
proteina e DNA. A fase 2, marcada por hiperplasia e hipertrofia celular, percebe-se uma
proliferacdo celular continua, mas em menor ritmo, observando-se um acréscimo no
conteido protéico. Na tltima fase, fase 3, denominada maturidade celular, ocorre
aumento do tamanho da célula, devido a incorporagdo protéica (Winick e Ross, 1965).
A desnutricio pode acarretar danos irrepardveis em qualquer uma dessas fases
previamente citadas. Quanto maior o tempo de exposicdo e mais precoce for essa
desnutricdo, maior serd o comprometimento do funcionamento dos orgdos. Nesse
sentido, ndo hd ddvidas da necessidade de estudos relacionados as alteragdes
fisiologicas que a desnutricio pode causar ao organismo, para melhor compreensdo
dessas patologias.

A experimentac@o animal nas dltimas décadas promoveu um avanco importante
no conhecimento do estudo da desnutricdo (Kirsch e cols., 1968). As vantagens na
utilizacdo de modelos animais se devem, principalmente, a sua alta capacidade de
adaptacdo aos diferentes protocolos de desnutricio empregados, facil manejo e baixo
custo. Varios métodos de desnutricio experimental sdo utilizados com o objetivo de
induzir a desnutricdo em ratos. Alguns autores adotam o aumento no ndmero de filhotes
da ninhada durante o periodo de aleitamento, levando a competi¢do pelo leite materno,
diminuindo a disponibilidade de nutrientes para cada animal individualmente (Chase e

MC Khann, 1969; Bell e Slotkin, 1988). Outro método utilizado refere-se a diminui¢éo



do conteido protéico oferecida & fémea no periodo da amamentagdo dos filhotes
(Pedrosa e Moraes-Santos, 1987). Em outros ensaios essa desnutricdo é induzida
durante a gesta¢do, com reducdo do teor de proteinas oferecido as fémeas gestantes
(Tonkiss e cols., 1998). E ainda, a diminui¢do do contetido protéico da dieta apds o
desmame (Agarwal e cols., 1981; Benabe e cols., 1993). Todos os métodos promovem
desnutricdo em diferentes etapas da fase 3, de maturidade celular. H4 alguns anos nosso
laboratério utiliza a desnutri¢io protéica apds o desmame, como modelo experimental.
Esse modelo permite que os sistemas estejam praticamente formados, porém nio com
maturidade celular completa. N6s avaliamos o impacto que essa desnutricdo pode
causar sobre os sistemas fisioldgicos, principalmente o cardiovascular.

Conforme estabelecido, a regulacdo neural da pressdo arterial (PA) utiliza
receptores, vias aferentes, centros de integracdo, eferéncias e orgdos efetuadores. Dessa
maneira, o controle da PA depende de uma série de fatores fisico-quimicos,
bioquimicos e fisiofarmacoldgicos. O volume sangiiineo e a capacitancia da circulagdo
resultam da combinacdo instantanea entre débito cardiaco, resisténcia periférica e
capacitincia venosa. Esses ajustes dependem de mecanismos complexos que
determinam variacdes da freqiiéncia e contratilidade cardiacas, do estado contratil dos
vasos de resisténcia e capacitancia, bem como da distribui¢ao de fluido dentro e fora
dos vasos. Os principais reflexos envolvidos na regulacio da PA seriam os
quimiorreceptores e barorreceptores arteriais (Franchini e Krieger; 1992).

Desajustes nesses sistemas podem levar as alteragdes patoldgicas como: A
elevacdo da pressdo arterial e sua manutengio em niveis elevados podem ocorrer por
alteracdes nos mecanismos de regulacdo desses sistemas fisioldgicos. O aumento
persistente da resisténcia vascular periférica é uma condi¢cdo patolégica comum na
hipertensdo primdria (Irigoyen, Krieger e Colombo, 2005). Freqiientemente, isto
determina o aparecimento de co-morbidades com risco aumentado de ocorréncia de
acidentes vasculares cerebrais e infartos agudos e/ou cronico do miocardio podendo
levar o individuo a morte.

A variacdo que ocorre no tonus vascular depende de diferentes fatores
funcionais. Dentre esses fatores, destacam-se: 1) a atividade simpatica gerada
centralmente e modulada por aferéncias de diferentes reflexos; 2) substincias
vasopressoras ou vasodepressoras circulantes ou produzidas pelas células da
musculatura lisa ou endotelial (Irigoyen, Krieger e Colombo, 2005). Esse conjunto de

fatores parece contribuir ndo s6 na génese, como na manuten¢do da hipertensdo arterial.



Inimeras evidéncias apontam fortemente para a participacdo do aumento da atividade
do sistema nervoso simpdtico na patogénese da hipertensdo arterial (Irigoyen, Krieger e
Colombo, 2005).

Trabalhos realizados por Tropia e cols. (2001) em nosso laboratério
demonstraram um aumento do tdnus vasomotor simpdtico, em ratos desnutridos,
sugerindo que esses animais poderiam apresentar um quadro de hiperatividade
simpdtica vasomotora. No entanto, nesse trabalho, os autores ndo observaram um
aumento significativo da PA. Trabalhos posteriores utilizando metodologias mais
precisas de registro e andlise da PA, por um tempo de registro mais prolongado,
demonstraram um aumento significativo dos niveis basais de pressdo arterial média e
freqiiéncia cardiaca nesses animais (Oliveira e cols. 2004). Dados outros mostraram um
diminuicdo do indice autondmico cardiaco (IAC) indicando um predominio da atividade
simpatica em ratos desnutridos (Martins e cols., 2003). Este valor € obtido dividindo-se
a FC intrinseca pela FC basal (Machado B.H. & Brody M.J., 1989). Um dos
mecanismos que poderia estar contribuindo para a hipertensdo arterial observada
anteriormente seria o aumento da atividade simpdtica vasomotora. Além disso, dados
ainda nio publicados do nosso laboratério indicam um aumento do efeito simpdtico,
reducdo do efeito vagal sobre a modulacio da FC nesse modelo experimental
(dissertagdo de mestrado, Loss e cols. 2006). Com base nos dados citados acima, dos
efeitos que a desnutricdio pode causar sobre os sistemas fisioldgicos, nesse modelo
experimental, mais estudos tornam-se necessdrios para desvendar essas possiveis

alteragdes no organismo em geral, em especial sobre o sistema cardiovascular.

1.2 - Quimiorreceptores

Albrecht Von Haller, foi quem primeiro descreveu o corpusculo carotideo em
1762, nomeando-o de “ganglium exiguum”, e a partir dessa data, comecgou a ser descrito
o papel dessa estrutura na resposta reflexa, produzida pela hipoxia e hipercapnia.

Heymans e cols.(1965) evidenciaram o papel fisiolégico do corpuisculo carotideo
no controle circulatdrio e respiratério. Esses autores mostraram que a perfusio da regido
do seio carotideo com sangue hipercapnéico, hipéxico ou alta concentragdo de fons H"
induzia variagdes sobre o sistema cardiovascular e respiratério por um mecanismo

reflexo envolvendo receptores do corpusculo carotideo.



Estudos morfolégicos de Pallot (1987) sugeriram que os corpusculos carotideos
e adrticos sdo estruturas especializadas que contém dois tipos celulares distintos: células
do tipo I, ou células glomus e células do tipo II ou de sustentacdo (Howe e cols., 1978)
(Figura 01). As células do tipo I apresentam-se em maior nimero e encontram-se
envolvidas por células do tipo II (Kock, 1951). Essas células estio intimamente
associadas a capilares sanguineos, permitindo um fluxo sangiiineo de 2 L/min/100g de
tecido. Capilares e vénulas ocupam 25% do volume total do corpisculo carotideo
(Pallot e cols., 1987). A quantidade de sangue que chega aos corptisculos carotideos é
cerca de 5 a 6 vezes maior que a quantidade de sangue que chega ao cérebro (Pallot e

cols., 1987).

CORPUSCULO
CAROTIDED

__ SEI0
CAROTIDED

. AxOnios aferentes para 0
Célula do tipo Il nenvo glossofaringeo

AORTA

CORPUSCULOS
AORTICOS

Figura 1 — Quimiorreceptores periféricos e Bifurcacdao Carotidea: organizacdo do Corpusculo
Carotideo; Células do tipo I e células do tipo 11 (CC= Corpiisculo Carotideo; SC= Seio Carotideo;
AA= Arco Adrtico).



Sempre que a PA diminui para um determinado valor critico, os
quimiorreceptores sdo estimulados devido a disponibilidade reduzida de oxigénio (Oy),
e também pelo actimulo de diéxido de carbono (CO,) e de fons hidrogénio (H") no
sangue, os quais ndo sido removidos devido ao fluxo sanguineo lento (Guyton & cols.,
1992). Quedas na pO, e pH e/ou elevacdio na pCO, sdo transformados pelos
quimiorreceptores, nas células glomais, em sinais elétricos. Os quimiorreceptores
estimulam primeiramente os centros respiratorios, determinando alteracdes apropriadas
da ventilagdo (freqii€ncia respiratdria e volume de ar corrente), mas também estimulam
centros cardiovasculares, determinando alteracdes na pressdao arterial (Daly e cols.,,
1965; Daly e Ungar, 1966; Daly e cols., 1979).

Bernthal, Winder e cols., (1938) demonstraram que a estimulag@o, por meio da
infusdo de cianeto de sdédio (NaCN) ou pela isquemia localizada do corpusculo
carotideo, promoveu reflexamente taquipnéia, vasoconstri¢do periférica e hipertensio
arterial em c@es. Logo, o papel fisioldgico dos quimiorreceptores periféricos estd
relacionado com o0s ajustes respiratorios e cardiovasculares, proporcionando ao
organismo a manutencio da composi¢ido quimica do sangue (pO,, pCO; e pH) em niveis
ideais.

O controle homeostdsico da circulacio tem a participagdo do Sistema Nervoso
Central (SNC) enviando informagdes sensoriais periféricas e gerando respostas
apropriadas para os orgaos efetores, regulando dessa forma os niveis de pressdo arterial
e da composicdo quimica do sangue (Gonziles e cols., 1992). Essas informacdes
sensoriais t€m acesso ao SNC através dos nervos vago e glossofaringeo, os quais estio
envolvidos na condugdo da informacéo aferente dos quimiorreceptores. No bulbo, essas
aferéncias desencadeiam, em ultima andlise, aumento da ventilagdo, aumento da
atividade simpdtica periférica e aumento da atividade vagal no coracdo (Urbanski e
Sapru, 1988). O papel funcional dessas adaptacdes envolve a manutengdo das trocas
gasosas (aumento da ventilagdo), manutengdo da perfusdo em 6rgdos vitais como o
coragdo e SNC, vasoconstri¢do em leitos vasculares como musculos, mesentério e rins,
juntamente com vasodilatacio coronariana por ativacdo vagal cardiaca e vasodilatacio
em territorio venoso por causa metabdlica (Filho, Rigato e Dal Lago, 2004).

Estudos neuroanatomicos (Palkovits e Zaborszky, 1977), eletrofisioldgicos
(Jordan e Spyer, 1977) e utilizando a expressdo da proteina c-Fos (Erickson e Millhorn,
1991; McKitrick e cols., 1992) sugeriram ser o Nucleo do Trato Solitario (NTS) o local

da primeira sinapse das aferéncias dos quimiorreceptores carotideos. Dessa maneira o



NTS é uma das dreas de integracio do SNC responsdvel pelo processamento das
aferéncias respiratdrias, além das cardiopulmonares, barorreflexas e gastrintestinais ja
descritas na literatura (Loewy e Burton, 1978). Estudos de Franchini e Krieger (1992 e
1993) mostraram que a ligadura bilateral da artéria que irriga o corpuisculo carotideo, no
rato, aboliu completamente as respostas cardiovasculares, respiratrias e
comportamentais, induzidas por injecdo intravenosa de cianeto de potdssio (KCN).
Apds a desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores carotideos, observa-se uma
hipotensdo de pequena magnitude (-10mmHg), mas néo significativa, mesmo assim, os
autores sugeriram que os quimiorreceptores periféricos possuem uma influéncia tonica
excitatéria sobre o controle da PA (Franchini e Krieger, 1992).

Os quimiorreceptores carotideos e aorticos parecem ter fungdo cardio-
respiratéria diferente de acordo com a espécie estudada. Estudos em cées e gatos t€m
sugerido que os quimiorreceptores, tanto carotideos quanto adrticos, desempenham um
importante papel no controle da funcdo cardio-respiratéria (Comroe e cols., 1939; Daly
e Ungar, 1966; Lahiri e cols., 1981; Hopp e cols., 1991; Marshall e cols., 1994). Na
espécie humana, assim como no rato, estudos anatémicos tém demonstrado que os
quimiorreceptores adrticos encontram-se geralmente ausentes (Easton e Howe, 1983).
Lugliani e cols., (1973) observaram que em individuos apresentando comprometimento
dos corpusculos carotideos, as respostas cardiovasculares induzidas por hip6xia estavam
prejudicadas, sugerindo que na espécie humana os quimiorreceptores carotideos sdo
essenciais para expressdo do quimiorreflexo. Estudos em vérias espécies animais tém
demonstrado que na hipertensdo arterial cronica os quimiorreceptores periféricos,
especialmente os carotideos, apresentam alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e
funcionais, as quais poderiam estar correlacionadas com a génese da hipertensdo arterial
(Franchini e Krieger, 1992; Fukuda e cols., 1987; Habeck, 1991). Estes mesmos
resultados foram observados em humanos com hipertensio essencial (Trzebski e cols.,
1982) ou hipertensdo limitrofe (Somers e cols., 1988). Embora diferentes evidéncias na
literatura sugiram o envolvimento dos quimiorreceptores periféricos na génese da
hipertensdo, estudos adicionais ainda sdo necessiarios para se compreender o

envolvimento deste arco reflexo na fisiopatogenia da hipertensao.



1.2.1 - Justificativa do trabalho

Como ja dito anteriormente, fora demonstrado em nosso laboratério que a
desnutricdo protéica apds a amamentacdo causou alteracbes em mecanismos
cardiovasculares responsaveis pelo controle da pressdo, como um maior ganho na curva
barorreflexo, sugerindo uma maior sensibilidade do reflexo Barorreceptor, quando das
injecOes de fenilefrina. Sobre o reflexo Bezold-Jarisch, fora observado, nesses animais,
uma maior responsividade desse reflexo, quando das administrag¢@o i.v. de serotonina
(Tropia e cols., 2001). Esses autores observaram, além de uma maior responsividade
nesses mecanismos reflexos de controle da PA, aumento do tdnus simpético vasomotor
em ratos desnutridos, sugerindo que estes animais poderiam apresentar um quadro de
hiperatividade simpética vasomotora.

A participacdo dos quimiorreceptores arteriais no controle da PA, na génese e
manutengdo da hipertensdo, tem sido sugerido, bem como o aumento do tonus
simpdtico periférico associado ao aumento da responsividade quimiorreflexa (Franchini
e Krieger, 1992; Haibara, Tamashiro e cols., 2002). Como dados prévios do laboratdrio
ja demonstraram alteracdes no controle reflexo da PA, sugerimos que possiveis
alteracdes da atividade quimiorreflexa em animais desnutridos possam estar envolvidas
com um aumento do tonus simpdtico, e consequentemente estarem de alguma maneira
contribuindo para a hipertensdo observada.

Logo, perfaz nosso intento estudar a participacio do quimiorreflexo no

controle da  pressdo  arterial em  ratos desnutridos e  acordados.



2 — Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar a participacdo dos Quimiorreceptores Carotideos sobre a Pressdo Arterial
Média e Freqiiéncia Cardiaca, antes e apds a desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores

carotideos, em ratos acordados e submetidos a desnutri¢do protéica.

2.2 - Objetivos Especificos

1 - Avaliar os niveis basais de Pressdo Arterial e Freqiiéncia Cardiaca, antes e apds a

desnervacgao carotidea dos quimiorreceptores, em ratos submetidos a desnutri¢ao protéica.

2 - Avaliar a resposta pressora ¢ bradicdrdica apds a injecdo endovenosa de cianeto de

potéssio (KCN), em ratos submetidos a desnutricao protéica.

3 - Avaliar a resposta barorreflexa com injecdes endovenosas de fenilefrina e nitroprussiato

de sddio antes e apds a desnervacdo carotidea.



3 - Materiais e Métodos

3. 1 - Protocolo Experimental

3.1.1 - Modelo Animal

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados 120 ratos Fischer, machos, jovens,
pesando entre 180 e 210 gramas, provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental,
Escola de Nutricio, UFOP-MG segundo o Guide to the Care and Use of Experimental
Animals (Olfert e cols., 1993).

Duas fémeas e um macho com aproximadamente quatro meses de idade foram
colocados em gaiolas plasticas de 47 x 33 x 15 cm, para acasalamento. Apds dez dias de
acasalamento, os machos foram retirados e as fémeas colocadas em gaiolas individuais. No
periodo de 21 dias de gestacdo os animais receberam racdo comercial Nuvilab CR1®
(tabela 1) e dgua filtrada ad libitum. Apds o nascimento, as ninhadas foram remanejadas
aleatoriamente e mantidos oito filhotes por fémea. Os filhotes foram amamentados durante
28 dias e nesse periodo as fémeas receberam a mesma ragao comercial NUVILAB CRI® e
dgua filtrada ad [libitum. No final desse periodo de amamentacdo, os machos foram
separados em gaiolas individuais e divididos em quatro grupos, de acordo com a dieta
recebida: controle, 15% de proteina durante 35 dias (n=18); controle desnervado (n=8);
desnutrido, 6% de proteina (n=18) e desnutrido desnervado (n=8).

Esses animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas e mantidos a
temperatura de 24°C em estante ventilada Alesco (9902.001). Ao final dos 35 dias de
desnutricao foram realizados os ensaios. Concluidos os experimentos, os animais foram
sacrificados em camara de exterminagdo, por anestesia com éter etilico (CAQ Casa da
Quimica, Diadema, SP, Brasil) até completa parada cardio-respiratdria.

Procedimentos complementares como higienizagdo da bancada, materiais cirdrgicos
que entraram em contato com o0s animais e preparo das camas (remoc¢do de po e
esterilizacdo), foram seguidos por protocolos definidos e validados j4 em uso em nosso

Laboratorio.
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21 dias 28 dias 35 dias 7 dias

Gestacao Amamentacio Desnutricao Experi-

Figura 2 - Cronograma da metodologia da desnutrigdo protéica.

3.2 = Dietas

3.2.1 - Composigdo das Dietas

Para induzir a desnutri¢c@o foi utilizado uma dieta semi-purificada e preparada com
um teor reduzido de proteina 6% (caseina) e um aumento do teor de carboidratos. A

composicao € mostrada na tabela 1.

Tabela 1 - Composicdao quimica das dietas (g/100g de ragdo)

Nutrientes Controle Desnutrido
Proteina 15 6
Amido de Milho 68 77
Oleo de Soja 10 10
Mistura de Sais 5 5
Mistura de Vitaminas 1 1
Fibra (Celulose) 1 1
Teor calérico 422 Kcal 422 Kcal

3.2.2 - Preparo da Dieta Semi-purificada

Para o preparo da dieta semi-purificada foram utilizados amido de milho (77%),
6leo de soja (10%), mistura de vitaminas (1%), mistura de sais (5%), fibra (celulose) (1%),
colina e caseina (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios, Ltda, SP) (6%), nas

quantidades listadas na tabela.



A mistura dos componentes ocorreu em ordem crescente de quantidade, com
excecdo do dleo de soja que foi o dltimo componente adicionado. Depois de misturados
foram passados em peneira por pelo menos 5 vezes para garantir a homogeneizacdo da
dieta.

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

oferecidas em po.

3.3 - Dosagens Sanguineas

Concluidos os ensaios, antes e apds a desnervag@o seletiva dos quimiorreceptores
carotideos, os animais foram submetidos a coleta sangiiinea para verificagdo dos parametros
bioquimicos: glicose, proteinas totais e albumina plasmatica. Apds a estimulacdo dos
quimiorreceptores carotideos com KCN e antes da desnervacdo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos, 08 animais foram mantidos em jejum, por um periodo de
12 horas e submetidos a coleta sangiiinea para as dosagens bioquimicas. De forma
andloga, ao final da cirurgia de desnervacdo desses animais, realizou-se nova coleta
sangiiinea.

A primeira coleta fora realizada através da artéria femoral que fora previamente
implantada. O sangue fora acondicionado em eppendorfs esterilizados previamente e
preenchidos com anti-coagulante. O sangue total fora centrifugado e o soro e plasma
fora separados e armazenados em eppendorfs esterilizados e armazenados a -20°C para
posterior realizacdo dos ensaios colorimétricos.

A segunda coleta ocorreu apds a segunda parte do protocolo e apds a
desnervagdo carotidea. Nessa coleta, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas
realizaram-se as coletas sangiiineas. Os animais foram anestesiados com éter etilico (CAQ
Casa da Quimica de Diadema, SP, Brasil). Em seguida fez-se uma incisdo ventral no
pescoco, em direcdo a traquéia, até exposicdo da artéria cardtida de onde o sangue foi
coletado. O sangue foi acondicionado em eppendorfs esterilizados previamente acrescido de
anti-coagulante, GLISTAB KF 12g/dL + EDTA 6g/dL (LABTEST DIAGNOSTICA, MG,
Brasil) na concentracdo de 1 gota/3 mL de sangue. As amostras referentes as dosagens de
glicose, proteinas totais, albumina, foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm para
separacdo do soro e plasma, que foram armazenados em eppendorfs esterilizados e

armazenados a -20°C para posterior realizagdo dos ensaios colorimétricos.
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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).

. 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) 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 concentragio 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 separacdo 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 Laboratério de Analises
Clinicas da Escola de Farmacia — LAPAC/UFOP.

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério Piloto de Anélises Clinicas da
Escola de Farmacia (LAPAC/UFOP) e as dosagens referentes aos exames foram feitas

no equipamento AIRONE 200 (Wiener Lab, Alemanha).

3.4 - Drogas e Solugoes

Veiculo: PBS (Salina tamponada com fosfato) pH 7,2: Esta solucdo foi preparada
pela dissolucdo de 8,18 g de NaCl P.A., 1,98 g de Na,HPO,.7H,O P.A. e 0,26 g de
NaH,PO,.H,0O P.A. (Synth, LABSYNTH Produtos para Laboratdrios Ltda, Diadema, SP)
em q.s.p. 1000,0 ml de dgua ultra-purificada (Milli — Q®). Ajustou-se o pH da solugdo para
7,2 com solugdes de HCl e NaOH conforme necessidade. A solucdo foi acondicionada em
frasco de Mariotte e esterilizada por autoclavacio 120°C e 1,0 Kg/cm? durante 15 minutos
conforme protocolo em vigor no laboratério e mantida em temperatura ambiente por um
periodo maximo de 30 dias. Fracdes de PBS destinadas a injecdes endovenosas foram

submetidas a ultrafiltracio (Millex® 0,22 um), deixando a solugdo pronta para uso.

Anestésico: Tribromoetanol 2,5%: Esta solucdo foi preparada na concentracdo de
25 g/L utilizando 2,2,2 tribromoetanol 99% (Aldrich Chemical Co. Milwaukee, WI, USA) e

veiculo PBS (Salina tamponada com fosfato) pH 7,2. A vidraria utilizada foi envolvida com
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papel aluminio para evitar degradacdo das substancias sensiveis a acdo da luz. A substancia
so6lida foi dissolvida em agitador termo-magnético em temperatura nao superior a 40° C. O
pH da solucdo foi ajustado para 7,2 com solucdes de HC1 e NaOH conforme necessidade.
Em seguida, a solucio foi ultrafiltrada em ultrafiltro Millex® 0,22 um, sob fluxo laminar e
acondicionada em frasco dmbar e a temperatura ambiente por um periodo miximo de 60

dias.

Inibidor da citocromo oxidase: Cianeto de Potdssio (KCN): para um melhor ajuste
do volume da droga a ser injetado, foram preparadas solugcdes de KCN em cinco
concentragdes: 5,0 ug/Kg; 10,0 ng/Kg ; 15 pg/Kg; 20 ug/Kg e 40 ng/Kg. Utilizou-se o sal
cianeto de potdssio (Sigma Chemical St. Louis, MO) com as devidas corre¢des de massa
inerentes a contribuicdo do contra-ion e veiculo PBS pH 7,2. Uma vez aferidos os volumes
finais, estas solucdes foram preparadas todos os dias em que os ensaios eram realizados,

para evitar dissipacdo do gds cianeto e comprometimento da concentragdo da solucio.

Agente hipertensor agonista adrenérgico: L-Fenilefrina (sal cloridrato): esta
solucdo foi preparada utilizando-se cloridrato de L-fenilefrina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) em uma concentracido: 100 p/100mL/kg/rato; com as devidas corre¢des
de massa inerentes a contribui¢do do contra-fon e veiculo PBS pH 7,2. Uma vez aferido o
volume final, esta solugdo foi aliquotada em fracdes de 1,5 mL em tubos de polietileno
eppendorf e armazenada a -20°C até o momento do uso por periodo ndo superior a 15 dias.

A dose foi injetada, i.v., através de uma rampa de infusdo 1,5 mL/h.

Agente hipotensor doador de oxido nitrico: nitroprussiato de soédio
(nitroferrocianeto de sodio): A solucdo foi preparada utilizando-se nitroprussiato de sédio
dihidratado (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em apenas uma concentracdo: 0,5
ng/0,10 mL/Kg/rato, com as devidas corre¢des de massa inerentes a hidratagdo e veiculo
PBS pH 7,2. Aferido o volume final, esta solu¢do foi aliquotada em fragdes de 1,5 mL em
tubos de polietileno eppendorf e armazenada a -20°C até o momento do uso por periodo ndo

superior a 15 dias. A dose foi injetada i.v., através de uma rampa de infusdo 1,5 mL/h.,
Solucd@o de flush: esta solugdo foi preparada dissolvendo-se PBS em 4gua

ultrapurificada para injetdveis acrescida de solugcdo de heparina sédica e com volume final

ajustado para se obter uma solucdo de NaCl 0,9% + heparina 50 UI/mL. A solucio foi
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ultrafiltrada em filtros milipore 0,22 mm, armazenada em frasco apropriado para uso por

periodo ndo superior a 15 dias.

3.5 - Métodos gerais

3.5.1 - Confeccdo e Cateterizacdo das Canulas Arteriais e Venosas

Um dia antes dos ensaios de registros de Pressdo Arterial Média e Freqiiéncia
Cardiaca, os animais foram submetidos a cirurgia de implantacdo das canulas arteriais e
venosas femorais. As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de tubos de
polietileno PE-50 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD) de
aproximadamente 10,0-14,0 cm de comprimento (canula venosa e arterial) soldadas a tubos
de polietileno PE-10 (Becton Dickinson and Company, 7 Loveton Circle Sparks, MD), de
aproximadamente de 1,0-2,5 cm de comprimento (cinula venosa) e 1,5-4,0 cm (cénula
arterial). As dimensdes das canulas foram ajustadas de acordo com a massa corpdrea do
animal controle ou desnutrido. Antes do implante, o interior das canulas foi lavado e
preenchido com veiculo PBS pH 7,2 (esterilizado e despirogenizado). A extremidade PE-50
de cada canula foi obstruida com pino de metal niquelado e esterilizado. Sob anestesia via
intra-peritoneal com tribromoetanol 2,5% na dose 10,0 mL/kg de peso corporal, essas
canulas foram introduzidas na artéria e veia femorais para posterior registro da pressio
arterial e inje¢des intravenosas de drogas, respectivamente.

Os animais foram submetidos a uma incisdo ventral da pata traseira direita onde a
artéria, veia femoral e o nervo cidtico foram dissecados e expostos. A artéria e veia femoral
foram descoladas do nervo cidtico e cateterizadas com PE-10. As extremidades PE-50
foram transpassadas sub-cutaneamente na regido lateral com o auxilio de um trocanter para
a cintura escapular e exteriorizadas no dorso, préximo ao pescog¢o, permitindo registros de
PA e FC em animais acordados com livre movimentagdo. Realizou-se a sutura da regido
ventral da pata traseira e da regido dorsal de exteriorizacdo das canulas. Em cada canula
foram injetados 0,Iml de salina heparinizada (heparina sédica — Cristdlia, Produtos
Quimicos Farmacéuticos LTDA, SP, Brasil - diluida 1:40) a fim de se evitar a formacao de
codgulos.

Apd6s a cirurgia os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno
individuais, mantidas em condi¢des de temperatura, luminosidade e niveis de ruido

controlados até o momento dos experimentos. Durante este periodo receberam racdo
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comercial e dgua purificada ad [libitum. Depois de um periodo de recuperacdo de
aproximadamente 24 horas, foram realizados os registros de pressao arterial e freqiiéncia

cardiaca, nesses animais.

3.5.2 - Parametros Cardiovasculares Basais

3.5.2.1 - Registro da Pressdo Arterial e Fregiiéncia Cardiaca

Os registros de Pressdo Arterial (PA) e Freqiiéncia Cardiaca (FC) foram realizados
em animais acordados apds o periodo de 24 horas posterior ao implante das cinulas. Antes
de iniciar o registro, os animais foram acondicionados em gaiola de acrilico com acesso a
agua e racdo ad libitum. Foram infundidos 0,1 mL de salina heparinizada (1:40) na canula
implantada na artéria femoral com o intuito de impedir a formagdo de codgulos durante o
experimento. A canula arterial foi conectada a um swivel hidrdulico (construido em nosso
Laboratério) e este a um transdutor de pressio MLT0699 (ADInstruments, Austrdlia) ligado
a um amplificador de sinais blindado ETH 400 (CB Sciences, Inc.). Este amplificador era
conectado a um conversor analdgico digital PowerLab/400 (ADInstruments, Austrdlia) e o
conversor ao computador por intermédio de uma placa SCISI onde o software Chart for
Windows® (Figura 02), armazenava os registros a partir dos dados enviados pelo conversor
analégico digital numa freqiiéncia amostral de 200 Hz. Foi feita a aquisicdo dos dados
referentes a pressdo arterial pulsétil (PAP) a partir dos quais foram derivados, on line, os
canais de FC e PAM (Figura 03).

Os animais passaram por um periodo de estabilizacdo dos pardmetros

cardiovasculares, 30 a 60 minutos, e a partir dai foram iniciados os experimentos.
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Figura 3 - Representagdo esquemdtica do sistema utilizado para aquisi¢do de dados: (A) transdutor de
pressdo; (B) amplificador analogico; (C) conversor analogico digital. Os ensaios foram realizados com
animais ndo-anestesiados e com livre movimentagdo.

Figura 4 - Registro de PAP, FC e PAM basais de um animal controle (software AcqKnowledge for
Windows ®)
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3.5.2.2 - Protocolo Experimental para Estimulacdo do Quimiorreflexo antes da

Desnervacdo Carotidea

Os primeiros 40 minutos do periodo de estabilizacdo foram registrados parametros
basais de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca. Para estimulacdo dos quimiorreceptores
antes da desnervacdo carotidea, foram utilizadas injecdes em bolus de solugdo de cianeto de
potéssio (KCN, Sigma Chemical St. Louis, MO) nas concentragdes de 5; 10; 15; 20 e 40
pg/kg; i.v. e uma dose de veiculo de PBS pH 7,2.

O cianeto de potdssio € descrito na literatura como um composto altamente eficaz
para estimular os quimiorreceptores periféricos (KCN) (Biscoe e Duchen, 1990; Gonzdles e
cols., 1992; Franchini e Krieger, 1993), interferindo na utilizacdo tecidual de oxigénio,
promovendo a inibicdo da enzima citocromo-oxidase, envolvida na cadeia respiratdria
Como conseqiiéncia, ocorre um déficit energético celular, associado a indisponibilidade de
0,, promovendo uma hipdxia citotéxica, levando a estimulacdo das células quimiossensiveis
do corpitisculo carotideo. Tem sido postulado que o cianeto, semelhante a reducio de p0,,
estimula as células do corptisculo carotideo, pois promove uma redugdo dos niveis de ATP
(Trifosfato de Adenosina) nessas células (Gonzales e cols., 1994).

As células do tipo I ou glomus, presentes no corpusculo carotideo, constituem as
células quimiorreceptoras, que, uma vez estimuladas, promovem a liberacdo de um
neurotransmissor, proporcional a intensidade do estimulo, seja por reducdo da p0,, ou por
substancias quimicas, como o cianeto, estimulando as terminagdes nervosas do seio
carotideo. Sua taxa de liberacdo ocorre em paralelo a atividade elétrica do nervo do seio
carotideo (Gonzales e cols., 1992).

As doses de KCN foram administradas aleatoriamente, associadas a um flush de

0,1mL de salina, e, respeitando intervalo minimo de 5 minutos entre cada dose.
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Figura S - Protocolo experimental antes da Desnervagdo Carotidea

3.5.2.3 - Protocolo Experimental da Ligadura Bilateral da Artéria que irriga o

Corpiisculo Carotideo

Esta técnica de ligadura bilateral da artéria que irriga o corptsculo carotideo foi
descrita inicialmente em estudos de Franchini e Krieger (1992). As células
quimiorreceptoras localizadas nos corptisculos carotideos que recebem constante irrigacdo
sanguinea através de pequenos ramos arteriais que se comunicam com a cardtida externa

(Figura 6).

Cardtida interna

»

» Nervo sinusal

Cardétida
externa

Artéria do corpusculo

carotideo
Corptisculo

carotideo

Figura 6 - Esquema ilustrativo da bifurcagdo carotidea. A seta a direita indica a localizagcdo da artéria
do corpiisculo carotideo, CB= Carotid Body (modificado de Franchini e Krieger, 1992).

19



A interrupcdo do fluxo sanguineo para as células quimiossensiveis, através do
rompimento da ligadura desse pequeno ramo arterial, que promove morte celular por
hipéxia, e conseqiientemente as mesmas deixam de detectar as alteragdes de p0,, pC0,, pH
sanguineo, simulando o efeito de uma desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores
carotideos.

A cirurgia de ligadura das artérias do corptisculo carotideo foi realizada um dia
antes dos experimentos, em animais anestesiados com tribromoetanol 2,5%. Foi realizada
uma incis@o longitudinal na linha média do pescogo, expondo os musculos que cobrem a
regido da traquéia. Logo apds esses musculos foram cuidadosamente divulsionados a fim de
permitir o acesso a bifurcagdo carotidea. Na bifurcagdo carotidea identificou-se
bilateralmente a artéria que irriga o corpisculo carotideo. Com a utilizacdo de pingas
cirdrgicas apropriadas, a artéria do corpusculo foi cuidadosamente isolada, realizou-se uma
hemostasia, e em seguida o rompimento dessa artéria, impedindo a irrigacio sanguinea para
o corpusculo carotideo, produzindo desnervagdo por isquemia. Uma vez que o nervo do seio
carotideo foi mantido intacto, a utilizag@o desta técnica nio caracteriza uma desnervacio
dos quimiorreceptores carotideos, mas a degeneracdo dessas células, mantendo intactos os
barorreceptores carotideos. Esse procedimento cirdrgico foi realizado bilateralmente e a
eficdcia da ligadura bilateral foi avaliada posteriormente através de injec¢des i.v. de KCN.
Em nossos experimentos, ap0s a cirurgia de desnervacio seletiva dos quimiorreceptores

carotideos, houve perda de muitos animais do nosso modelo experimental.

3.5.2.4 - Protocolo Experimental para Estimulacdo do Quimiorreflexo apos a

Desnervacdo Carotidea

Ap6s um periodo de 24h da desnervacdo carotidea, repetiu-se 0 mesmo protocolo
experimental de antes da desnervacdo figura 05. Antes de iniciar os experimentos, OS
animais um periodo de estabilizagdo de 20 a 40 minutos. Para estimulagdo dos
quimiorreceptores antes da desnervacdo carotidea, foram utilizadas inje¢des em bolus de
solucdo de cianeto de potdssio (KCN, Sigma Chemical St. Louis, MO) nas doses de 5; 10;
15; 20 e 40 pg/Kg, i.v. e uma dose placebo de PBS pH 7,2, de maneira aleatéria. Essa
solugdo foi injetada através da cinula venosa, previamente implantada na veia femoral do

animal.
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Figura 7 - Protocolo experimental apos a desnervagdo carotidea.

3.5.2.5 - Protocolo Experimental para Estimulacdo do Barorreflexo apos a

Desnervacdo Carotidea

Para estimulacdo do Barorreflexo foram utilizadas injecdes endovenosas em bolus
de L-fenilefrina nas doses de 100pg/Kg e nitroprussiato de sédio na dose 0,5 pg/Kg/rato,
ambas através de uma rampa de infusdo 1,5 mL/h, endovenosa. Para os pardmetros
basais de PAM e FC foram analisados 5 minutos de registro apds o periodo de

estabilizacao.

3.6 - Andlise do Reflexo Quimiorreceptor

A andlise do Reflexo Quimiorreceptor foi realizada calculando-se a variacao
mdaxima dos parAmetros Pressdo Arterial Média (PAM) e Freqiiéncia Cardiaca (FC) antes e
apo6s a administragdo da droga. Consistiu em medir-se a variacdo de PAM e FC decorrentes
da administracdo de KCN tomando-se a diferenga entre o maior ponto imediatamente
posterior a injecdo da droga e o menor ponto referente ao efeito mdximo da droga
desconsiderando-se efeitos posteriores.

As andlises das variacdes foram realizadas no software Chart for Windows®. Os
parametros PAM e FC foram recalculados off line pico a pico sistélico e foi aplicado um
smothing com janela de 201 pontos para filtragem dos dados.

Estes dados foram transformados em uma curva dose-resposta e a comparacao entre
os grupos foi feita dose a dose avaliando-se as respostas médias referentes a cada grupo
utilizando-se o teste t de Student e considerando-se como diferentes significativamente

apenas aqueles pares de médias cujo valor de P<0,05.
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3.7 - Curva Dose-Resposta ao KCN

Para determinar a dose de KCN a ser utilizada em nossos ensaios, estabelecemos
uma curva dose-resposta para tal droga. Os animais foram submetidos a cirurgia de
implanta¢do das canulas na artéria e veia femorais 24 horas antes dos ensaios com KCN.
No dia seguinte os animais foram acondicionados em gaiola de acrilico, com acesso a dgua
e racdo ad libidum. Foram feitos registros simultianeos de PAP, FC e PAM. Apds um
periodo de adaptacdo dos animais as novas condi¢des ambientais, foram injetadas através da
canula venosa as diferentes doses de KCN (5; 10; 15; 20 e 40 pg/kg; i.v. e uma dose
placebo de PBS pH 7,2.), de maneira aleatdria. Realizou-se ap6s uma curva dose-resposta
ao KCN para as respostas cardiovasculares (hipertensdao e bradicardia). Esse protocolo
experimental foi repetido nos diferentes modelos experimentais, animal controle e

desnutrido, pds a ligadura bilateral da artéria do corptsculo carotideo, com objetivo de

verificar se o efeito do KCN era especifico sobre os quimiorreceptores carotideos.

3.8 - Anadlise Estatistica

A andlise estatistica foi avaliada no software Sigma Stat for Windows (versao 2.03,
1995). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e aos
resultados foi aplicada o teste t-student. O teste t-student foi utilizado para comparacdo de

dois grupos. As diferencgas estatisticas foram aceitas como sendo significativas para P<0,05.
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4 - Resultados

4.1 - Efeito da desnutrigdo sobre o peso corporal dos animais controle e desnutrido

Observamos e nossos resultados que os pesos corporais dos animais submetidos
a dieta hipoprotéica apresentaram uma reducio de 67%. Percebe-se, por comparagdes
visuais entre os dois grupos em estudo durante as cirurgias e até mesmo durante os
experimentos, que os ratos desnutridos apresentaram, menor estatura, menos tecido

adiposo e também queda de pélos, como representado na figura 8.

Figura 8 — Painel A (Animal Controle); Painel B (Animal Desnutrido).
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4.1 - Efeito da desnutrigdo sobre o peso corporal dos animais controle e desnutrido

Ao final do periodo de restricio protéica, os animais desnutridos (n=18)
apresentaram peso entre 68+1 gramas. Por outro lado, os animais do grupo controle
(n=18) apresentaram peso entre 204+3 gramas. Estes resultados estdo representados na

figura 9.

Peso Corporal (g)

50 -

o Controle (n=18) M Desnutrido (n=18)

Figura 9 - Peso corporal dos ratos ao final da desnutrigdo.
* P<0,05 (teste t de Student)
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4.2 - Pardmetros Bioquimicos

4.2.1 - Efeitos da desnutricdo e da desnervagcdo quimiorreflexa sobre alguns

pardmetros bioquimicos

A desnutricdo afetou os parametros bioquimicos analisados (glicose, proteinas

totais e albumina). J4 a desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores carotideos ndo

alterou os pardmetros bioquimicos (glicose, proteinas totais e albumina plasmatica) dos

animais dos grupos controle (n= 4) e desnutrido (n=4), como demonstrado na tabela 3.

Tabela 2 — Media * erro padrdo dos pardmetros bioquimicos

Parametros Grupo controle | Grupo controle | Grupo desnutrido | Grupo desnutrido
Bioquimicos antes da apos a antes da apos a desnervacgao
1 desnervacio desnervaciao desnervacio
Glicose (mg/dL) 119.2 £15.1 115,7 £10.1 95.0 £ 7,10* 88.0 £3,90
*
Proteina Total (g/dL) 7,1 £0,02 7.0 £0.36 6.0 +£0,90 5.7+£0.04
*
Albumina Plasmética 4.0+£047 4.0 £0.37 2.6 +£0.03 2.4 +£0.03
(g/dL)

* P<0,05 (teste t de Student)

4.3 - Efeito da desnutricio sobre a PAM e FC basais dos grupos controle e
desnutrido, antes da ligadura bilateral seletiva da artéria do corpisculo carotideo

Os niveis de PAM e FC foram avaliados por um periodo de 10 minutos, antes do

inicio dos experimentos, em animais do grupo controle (n=18) e desnutrido (n=18).

Esses resultados estdo representados na figura 10.

O grupo desnutrido apresentou um aumento significativo dos niveis basais de

PAM (13943 mmHg) e FC (442+13 bpm) em relagdo ao grupo controle (115+2 mmHg

e 401+8 bpm).
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Figura 10 - Valores basais de PAM (painel A) e FC (painel B).
* P<0,05 (teste t de Student)
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4.3.1 - Respostas cardiovasculares promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo
decorrentes de injecoes endovenosas de cianeto de potdssio (KCN), antes da
desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores carotideos

A figura 11 representa alteracdes pressoras e bradicdrdicas dose-dependente em
ratos nado-anestesiados, grupo controle (n= 18) e desnutrido (n= 18), em resposta as
diferentes doses de KCN. Observa-se que os valores médios referentes as respostas
bradicardicas, induzidos pelas diferentes concentragdes de KCN (5, 10, 15, 20, 40
ug/kg), apresentaram-se aumentadas em todas as concentragdes nos animais do grupo
desnutrido quando comparados aos seus controles. J4 as respostas pressoras,

apresentaram-se aumentadas nas concentracdes de 5, 10 e 15 pg/kg.
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Figura 81 — Variacdes de PAM (painel A) e FC (painel B) em resposta a injecdo de KCN
(ug/Kg, i.v.), em ratos acordados com os quimiorreceptores carotideos intactos.
* P<0,05 (teste t de Student)
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4.3.2 — Pressao Arterial Média (PAM) e Fregqiiéncia Cardiaca (FC) em ratos
controles e desnutridos apos a ligadura bilateral da artéria do corpiisculo carotideo

Ap6s a ligadura bilateral da artéria que irriga o corpusculo carotideo, os niveis
basais de PAM e FC foram avaliados, no grupo controle (n=8) e desnutrido (n=8). Estes
resultados estdo representados na figura 12.

O grupo desnutrido apresentou um aumento significativo dos niveis basais de
PAM antes 135+2 mmHg versus apds 156+4 mmHg a desnervagdo quimiorreflexa.
Também fora percebido, no animal desnutrido, um aumento significativo nos niveis
basais de FC antes 448+16 bpm versus apds 531+19 bpm ap6s a desnervagdo seletiva
dos quimiorreceptores carotideos. O grupo controle ndao apresentou diferenca nos
valores de PAM (11613 versus 104+7 mmHg) e FC (417+£12 versus 450+11 bpm), antes

e apos a desnervacdo quimiorreflexa.
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Figura 92— Valores basais de PAM (painel A) e FC (painel B), 24h apos a desnervacdo seletiva
dos quimiorreceptores carotideos. * P<0,05 (teste t de Student)
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4.3.3 - Respostas cardiovasculares promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo
decorrentes de injecoes endovenosas de KCN apés a desnervagdo carotidea.

Ap6s a ligadura bilateral da artéria que irriga o corpusculo carotideo, observa-se
que as respostas cardiovasculares induzidas pelas diferentes concentragdes de KCN
foram completamente abolidas, tanto nos animais do grupo controle (n= 8) quanto no
grupo desnutrido (n= 8). Ndo observamos respostas pressora nem bradicdrdica,
referente a nenhuma das concentragdes de KCN (5, 10, 15, 20, 40 ng/Kg), entre os dois
grupos em estudo (figura 13).
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Figura 13 — Variagoes de PAM (painel A) e FC (painel B), em resposta a injecao de KCN (ug/Kg,
i.v.) em ratos acordados, 24h apos a ligadura bilateral da artéria do corpiisculo
carotideo. * P<0,05 (teste t de Student).
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4.3.4 — Respostas cardiovasculares promovida pela ativacdo dos quimiorreceptores
decorrentes de injecioes endovenosas de KCN

A figura 14 representa um tragado tipico mostrando os efeitos cardiovasculares
induzidos pela injecio de KCN (40 ug/kg, i.v.) em um animal desnutrido, com os
quimiorreceptores carotideos intactos (painel A) e com os quimiorreceptores carotideos
ausentes (painel B). No painel A, observa-se que o KCN (40 pg/kg, i.v.) promoveu
respostas cardiovasculares caracterizadas por um aumento de pressdo arterial e
bradicardia. J4 no painel B, podemos observar que além da abolicdo das respostas
pressora e bradicardica, houve também um aumento significativo dos valores basais da

pressao arterial pulsatil e freqii€ncia cardiaca apds a remocao dos quimiorreceptores.
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Figura 104 — Alteracoes na PAM (mmHg), FC (bpm) e PAP (nmHg) em resposta a injecd@o de KCN na
dose de 40 ug/Kg, i.v., em um rato desnutrido, ndo anestesiado, antes (painel A) e apdos
(painel B) a ligadura bilateral da artéria do corpisculo carotideo (software Chart for
Windows®).
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4.3.5 — Resposta cardiovascular promovida pela ativacdo dos barorreceptores
decorrentes de injecoes endovenosas de nitroprussiato de sodio

Para estimulacio do barorreflexo (apdés a desnervacdo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos) foram utilizadas injecdes endovenosas de L-fenilefrina na
concentracdo de 100 pg/kg e nitroprussiato de sédio na concentracdo 0,5 pug/kg, através
de uma rampa de infusdo 1,5 mL/h.

A figura 15 representa um tragado tipico mostrando os efeitos cardiovasculares

(hipotensdo e taquicardia) induzidos pelo nitroprussiato de sédio, em um animal

desnutrido.
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Figura 115 - Alteracées na PAM (mmHg), FC (bpm) e PAP (mnmHg) em resposta a injecd@o de
nitroprussiato de sodio (0,5 ug/Kg, i.v.), através de uma rampa de infusdo 1,5 mL/h.
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5 — Discussdo

Nossos resultados sugerem que a desnutri¢do hipoprotéica produziu importantes
alteracdes na atividade quimiorreflexa e ainda, de maneira surpreendente a desnervacéo
quimiorreflexa promoveu aumento da pressdo arterial e freqii€ncia cardiaca basais nos
ratos submetidos ao nosso modelo de desnutri¢do protéica. Tanto as hipertensdes quanto
as bradicardias, decorrentes da ativacdo dos quimiorreceptores carotideos, apds injecoes
endovenosas de cianeto de potdssio, promoveram uma maior resposta, tanto pressora
quanto bradicdrdia dessas respostas cardiovasculares nos ratos desnutridos. Esses
resultados expressam importantes variagcdes quimiorreflexas no controle da regulacdo
cardiovascular. Nosso procedimento experimental envolve, principalmente, os
corptisculos carotideos e, portanto, sua presenca e/ou auséncia muito provavelmente

determinaram as alteracdes cardiovasculares que seqiiencialmente discutiremos.

Nas ultimas décadas, as questdes nutricionais relativas a caréncia de nutrientes
tem se tornado objeto de estudo em vdrios laboratérios de pesquisa. Tanto os paises
considerados de 1% mundo, quanto outros em desenvolvimento, tem sofrido as
conseqiiéncias causadas pela desnutricdo. Devido a este insulto nutricional ter uma
magnitude social bastante significativa, varias sdo as linhas de pesquisa que tentam
estudar os fendmenos fisiopatoldgicos causados pela desnutricdo, com o objetivo de
melhor compreendé-los e desvendéd-los. Estes estudos tém revelado dados
epidemioldgicos e experimentais de grande importincia para o contexto da saude
publica (Sawaia, 2003). Diversos trabalhos vém demonstrando que a desnutricio em
humanos conduz as repercussdes fisiopatolégicas na prevaléncia e incidéncia de
algumas doencas cronico-degenerativas tais como, hipertensdo (Barker e cols., 1990),
doencas coronarianas (Barker e cols., 1993), diabetes tipo II (Phillips e cols., 1994) e
doencas renais (Hoy e cols., 1999). Apesar destes estudos sobre os efeitos deletérios
causados pela desnutricio derivar, com maior freqiiéncia, de observacdes

epidemioldgicas do que de averiguagdes experimentais.

Estudos em animais tém permitido um maior entendimento, sobre as
alteracdes fisiopatoldgicas causadas pela desnutri¢do. (Hoffman e cols., 2000; Sawaya e
cols., 2003). Diversos sdo os protocolos experimentais empregados para induzir a
desnutricio em animais, principalmente no rato. A desnutricdo pode ocorrer antes,

durante e ap6s a amamentacdo. Alguns estudos referem-se a reducdo de proteinas das
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fémeas gravidas (Pedrosa M.T.e Moraes-Santos T., 1987), outros, aumentando o
tamanho da ninhada, provocando competi¢do pelo leite materno (Belmar, 1996). Em
nossos experimentos, optamos por induzir a desnutri¢do reduzindo o teor protéico dos
ratos apds o desmame. Neste protocolo, o teor de proteina (caseina) oferecido ao grupo
experimental, foi reduzido de 15% para 6%, representando uma reducdo do teor
protéico de 60%, na quantidade oferecida. E importante destacar que as duas dietas
oferecidas aos animais apresentam a mesma quantidade de quilocalorias (Kcal) por
grama de dieta (422 Kcal/100g) sendo, portanto, isocaléricas. Esta metodologia de
desnutricdo pds-desmame, utilizada em nossos experimentos, e em trabalhos anteriores
do nosso Laboratério (Tropia e cols., 2001), assemelha-se a outras metodologias da
literatura (Agarwal e cols., 1981; Benabe e cols., 1993; Yokogoshi e cols., 1992).
Pretendemos, em um futuro préximo, avaliar essas mesmas alteragcdes em animais em
um estado de desnutricdo mais precoce, para compararmos Os grupos € tentarmos
elucidar os efeitos que a desnutricio pode causar sobre o funcionamento de alguns
sistemas e pardmetros cardiovasculares, nesses animais.

Em nossos resultados observamos que os pesos corporais dos animais
submetidos a dieta hipoprotéica apresentaram uma reducdo de 67%, sendo
estatisticamente diferente quando comparados aos seus respectivos controles (68+1
versus 20443 g), como estdo representados na figura 07, tabela III e 1V do anexo.
Percebe-se, por comparagdes visuais entre os dois grupos em estudo durante as cirurgias
e até mesmo durante os experimentos, que os ratos desnutridos apresentaram, menor
estatura, menos tecido adiposo e também queda de pé€los. Estes resultados mostram que
a restri¢@o protéica afetou o crescimento e o peso destes animais. Lucas (1998) sugere
que a redugdo do peso corporal, ao final da desnutricdo, é considerada um indicador
bésico de comprovagio da desnutricio. E evidente que a desnutricio hipoproteica nos
primeiros dias de vida do animal pode afetar a proliferacao celular de forma permanente
e também o tamanho desses ratos, pois pode ocorrer um prejuizo no desenvolvimento
corporal através da deplecdo de massa muscular e diminui¢do de peso (Carraza, 1991;
Benabe J.E.e Martinez-Maldonado M., 1993). Trabalhos realizados em ratos mostram
esta associacdo entre desnutricdo e baixo peso corporal (Zucoloto e cols., 1975; Kim e
cols., 1994; Oliveira e cols., 2004). Vdrios estudos mostram que desnutricio pode
interromper o processo de divis@o celular, em uma resposta adaptativa do organismo a
este insulto alimentar (Widdowon, 1963; Srivastava e cols., 1974). De fato, o organismo

promove essas adaptacdes para se ajustar as condi¢des nutricionais adversas e
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sobreviver (Carraza, 1991; Martinez-Maldonado e Benabe, 1993). E sabido que a
proteina é requerida para o crescimento de novos tecidos, bem como para a manutencao
e maturacdo dos mesmos, pois ela fornece todos os aminoicidos requeridos para a
formagdo de tecidos corporais, enzimas e hormonios. A auséncia de ganho de peso
mostra que o baixo conteddo protéico da dieta, provavelmente, ndo disponibiliza
proteinas para formacdo e crescimento.

Conforme relatamos anteriormente, nossos resultados determinaram uma
importante diminui¢do no crescimento, corroborando dados da literatura em relacdo ao
baixo peso em animais desnutridos. Interessantes resultados sdo encontrados e relatados
também em criancas (Hoffman e cols., 2000; Sawaya e cols., 2003), onde os autores
mostram que existem alteracdes metabdlicas em tecidos e sistemas que participam da
homeostase do organismo, em criangas expostas a desnutri¢do, afetando a conservacdo
de energia. Criangas com baixa estatura apresentam prejuizo na oxidacdo de gordura, o
que leva ao aumento da prevaléncia de obesidade na vida adulto (Hoffman e cols., 2000;
Sawaya e cols., 2003). No Brasil e em paises em desenvolvimento, estudos mostram
que locais com alta prevaléncia de adultos obesos coincidem com as altas prevaléncias

de desnutricdo (Sawaya e cols., 1995; Sawaya e cols., 2003).

Em nossos experimentos, avaliamos alguns pardmetros bioquimicos: proteinas
totais, albumina plasmadtica e glicose. Estes pardmetros bioquimicos também sdo
considerados como marcadores de desnutricio. Como nosso protocolo experimental
abrange os corpusculos carotideos, realizamos as dosagens sanguineas destes
parametros bioquimicos antes e apds a desnervagdao seletiva dos quimiorreceptores
carotideos. Corroborando dados do nosso laboratério (Amaral e cols., 2005), os
resultados apresentados na fabela II, mostram que os ratos desnutridos apresentaram
niveis de proteinas totais e albumina plasmatica reduzidos, em relacdo aos respectivos
ratos controles (Escriva e cols., 1991; Young e cols., 1985). Acredita-se que a
diminui¢do da albumina seja, principalmente, resultado do déficit de aminodcidos no
plasma, sendo esses resultados similares aos encontrados em outros trabalhos da
literatura (Escriva e cols., 1991; Young e cols., 1985). Apds a ligadura bilateral da
artéria do corpusculo carotideo, ndo percebemos alteragdes nos pardmetros bioquimicos

(proteinas totais e albumina) em nenhum dos grupos em estudo (tabela II).

E sustentada a hipétese de que os corpiisculos carotideos detectam alteragdes nos

niveis de glicose sangiiinea, pois respondem a alteracdes de glicemia (Obeso, Almarez,
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Gonzalez, 1986; Alvarez e cols., 1988; Koyama e cols., 2000). Em 2002, Pardal e
colaboradores sugeriram que as células glomais do corpisculo carotideo, que
normalmente respondem a situagdes de hipoxia, através da ativag@o simpdtica, também
detectam e traduzem variacdes fisioldgicas de glicose, estimulando fibras sensoriais
aferentes pela mesma via simpdtica. Esses autores acreditam que as células glomais do
corptisculo carotideo possuem alguma participag¢do na glicopenia, sendo que o efeito da
deteccdo das concentragdes de glicose pelas células glomais seria dependente da
concentragio da mesma (Pardal e cols., 2002). E interessante destacar que os
corptisculos carotideos possuem alta taxa metabdlica (4 a 5 vezes mais vascularizados
que o cérebro), e qualquer déficit pode ser detectado por essas células. Também vale
destacar a localizagdo anatOmica estratégica dos corpusculos carotideos e dai, sua
especial participagdo na homeostase, principalmente do cérebro, pois 0s neurdnios sdo
vulnerdveis tanto a falta de glicose, como de oxigé€nio. Logo, acredita-se que os
quimiorreceptores carotideos tenham um importante papel como sensores de O,, tanto
na hipdéxia quanto na glicorregulacdo (Pardal e cols., 2002). Devido a esta hipdtese,
foram analisados niveis glicémicos dos grupos em estudo, antes e apds a desnervagio

seletiva dos quimiorreceptores carotideos.

Quanto as niveis de glicose observados, antes da desnervacdo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos, os resultados corroboraram dados ja descritos em nosso
laboratério (Amaral e cols., 2005), sendo que os animais do grupo desnutrido
apresentaram uma diminui¢@o nos niveis de glicose em relacido ao grupo controle. Esses
valores glicEmicos observados estdo dentro da faixa de normalidade para ratos, segundo
(Olfert E.D. e Cross, 1993). Esta hipoglicemia observada parece estar relacionada aos
efeitos da desnutri¢do, pois varios trabalhos em humanos e em animais t€ém sugerido
que a desnutricdo causa uma alteracdo na homeostase da glicose (Young e cols., 1985;
Agote e Goya, 2001). Outros autores, Alleyne e cols. (1972), estudaram niveis
glicémicos em criangas desnutridas e observaram uma diminui¢do desses niveis, que
pode ser explicado tanto pela absorcio inadequada de glicose, como pela deficiéncia no
processo de glicogendlise. Na desnutricio também se percebe aumento da
neoglicogénese, fator positivo na manutencdo da glicemia sistémica. Este aumento
poderia estar relacionado ao cortisol elevado, associado & diminuicdo dos niveis de
insulina (Alleyne e cols, 1972). Niveis baixos de insulina em jejum s@o observados em

criangas desnutridas (Robison e cols., 1980) e em ratos (Heard e cols., 1977). A baixa
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utilizacdo periférica de glicose poderia relacionar-se com a tentativa de poupa-la, para
melhor utiliza¢do desta para o SNC. Também foi observado que os ratos desnutridos
sdo mais sensiveis a acdo da insulina e apresentam maior captacido e utilizacdo de
glicose pelos miusculos diafragma, gastrocnémico e coragdo (Agote e Goya, 2001;

Escriva e cols., 1991; Young e cols., 1985).

Sugerimos que os niveis de glicose sangiiinea, apesar de terem apresentado uma
ligeira diminui¢do, permaneceram inalterados devido ao fato de que, a cirurgia de
desnervacgdo seletiva da artéria que irriga o corpuisculo carotideo (Franchini e Krieger,
1992) interrompe o fluxo sangiiineo para esta drea, produzindo desnervacdo por
isquemia das células quimiossensiveis. Essa técnica cirdrgica ndo caracteriza uma
desnervacdo dos corplisculos carotideos, mas a degeneracdo dessas células
quimiorreceptoras por hipéxia. Logo, na cirurgia inativamos apenas parte das células do
corptisculo carotideo, talvez esse seja o motivo de ndo termos achado alteracdes nos
niveis glicémicos analisados. As dosagens de glicose apds a desnervagdo seletiva dos
quimiorreceptores ndo apresentaram diferenca entre os grupos em estudo, comparando
as dosagens antes e apds a cirurgia de desnervacio dos quimiorreceptores. Em nossos
experimentos esperavamos que houvesse variagdo nos niveis de glicose analisados,
tendo em vista a hipétese de participagdo dos quimiorreceptores na glicorregulacio,

neste aspecto, tal fato nio foi observado.

Considera-se que a desnutricio em fases iniciais da vida pode produzir
alteracdes na homeostase dos sistemas do organismo, levando a uma série de
modificagdes fisioldgicas, incluindo distirbios cardiovasculares, diabetes e hipertensao.
Diversas evidéncias experimentais suportam a idéia de que a deficiéncia de proteinas
interfere na atividade do sistema nervoso neurovegetativo, possibilitando altera¢des na
atividade simpdtica e, por conseguinte, na pressdo arterial (Young e cols., 1985;
Hawkins e cols., 2000). Estudos realizados em ratos submetidos a uma dieta
hipoprotéica verificaram, nesses animais, um aumento da atividade simpdtica, com
aceleracdo do processo de “turnover” de norepinefrina, mostrando que a composicdo da
dieta poderia contribuir para alteracdes na atividade do Sistema Nervoso Simpatico

(Young e cols., 1985).

Dados do nosso laboratério sugerem que apds a administracdo de prazosin (1
mg/kg, i.v.) ocorreu uma maior queda de pressdo arterial seguida de uma maior

taquicardia no grupo de animais desnutridos em relacdo aos seus respectivos controles
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(Tropia e cols., 2001). Estes dados nos permitem sugerir uma hiperatividade simpatica
vasomotora. No entanto, nesse mesmo trabalho, os autores ndo observaram um aumento
significativo da PA. Em trabalhos posteriores, utilizando metodologias mais precisas de
registro e andlise da PA, por um tempo mais prolongado, foi demonstrado um aumento
significativo dos niveis basais de pressdo arterial média e freqii€ncia cardiaca nesses
animais. Também se observou uma maior variabilidade tanto da pressdao arterial e
freqii€ncia cardiaca, sugerindo um possivel aumento da atividade simpdtica, pelo menos
no que diz respeito a esta regulacio cardiaca (Oliveira e cols. 2004). Em nosso trabalho,
os niveis basais de PAM e FC do grupo desnutrido, apresentaram-se elevados em
relacdo ao grupo controle. Numa sugestiva demonstragdo de aumento da atividade
simpdtica cardiaca, em nosso modelo nutricional, observamos também uma diminuicio
no indice autondmico cardiaco (IAC), indicando que a modulagdo simpdtica sobre os
niveis basais de FC parece prevalecer sobre a vagal, sugerindo um predominio da
atividade simpdtica em ratos desnutridos, na regulagdao de FC (Martins e cols., 2003). O
aumento da atividade simpética ou a diminuicdo da atividade parassimpdtica sdo
capazes de promover quedas nos valores de FC intrinseca. Dessa maneira, a reducdo do
IAC pode ocorrer devido a um aumento da atividade simpdtica sobre a FC, reducdo da
atividade vagal ou a somatdria das duas situacdes. Dados ainda ndo publicados do nosso
laboratério indicam um aumento do efeito simpatico, reducdo do efeito vagal sobre a
modulagdo da FC nesse modelo experimental (dissertacdo de mestrado, Loss e cols.
2006). Nossos resultados apontam para um aumento da atividade simpética em ratos
submetidos a uma dieta hipoprotéica, tendo como conseqiiéncia direta, alteracdes na PA
e FC, em relacdo aos ratos do grupo controle. Dessa maneira, esse conjunto de
resultados nos permite sugerir, que a desnutricio protéica induzida apds a
amamentagdo, por um periodo de 35 dias, é capaz de proporcionar importantes

alteracdes em mecanismos de controle cardiovascular.

Estudos recentes vém demonstrando cada vez mais o importante papel dos
quimiorreceptores periféricos nos mecanismos neurais envolvidos no controle da
pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca (Spyer, 1990; Guyenet e Koshiya, 1992;
Marshall, 1994; Felder e Mifflin, 1994). Os aferentes autondmicos envolvidos nas
respostas cardiovasculares induzidas pela ativacdo dos quimiorreceptores carotideos,
Franchini e Krieger (1993) e Haibara e cols. (1995), demonstraram que as respostas de

aumento da hipertensdo e bradicardia induzidas pelo KCN sao decorrentes da ativacdo
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dos componentes autondmicos simpdticos e parassimpdticos, respectivamente. Esses
autores demonstraram que o bloqueio adrenérgico com prazosin (antagonista seletivo
dos adrenorreceptores o) reduziu significativamente a resposta pressora, enquanto que
o bloqueio colinérgico com atropina aboliu a bradicardia induzida pelo KCN. Haibara e
cols. (1995) observaram que a resposta pressora induzida por KCN, apds tratamento
com prazosin reduziu em 71%, demonstrando desta maneira, que esta resposta €

principalmente resultado da ativag¢do simpato-excitatéria do componente vascular.

Em 1995, Haibara e cols. demonstraram que o pré-tratamento dos animais com
metil-atropina aboliu a resposta bradicardica induzida pelo KCN. Esses autores
perceberam, uma inversdo dessa resposta, ocorrendo taquicardia ao invés de
bradicardia, sugerindo que a ativagdo dos quimiorreceptores carotideos com KCN, em
animais ndo anestesiados, promove ativagdo simultanea das vias eferentes cardiacas
parassimpdtica e simpdtica, com o componente cardio-vagal prevalecendo sobre o
componente simpatico cardiaco. Os bloqueios autondmicos seletivos mostram que as
respostas pressoras e bradicardicas sdo ativadas de forma independentes, uma vez que o
pré-tratamento com prazosin atenuou a resposta pressora sem alterar a resposta

bradicardica.

Nossos resultados demonstraram que a inje¢do endovenosa de KCN em ratos
ndo anestesiados tanto do grupo controle quanto do desnutrido, promoveu hipertensao,
bradicardia e taquipnéia. Esses efeitos cardiovasculares podem ser considerados
exclusivos decorrentes da estimulagdo dos quimiorreceptores carotideos, pois a cirurgia
da ligadura bilateral da artéria que irriga o corpusculo carotideo aboliu completamente
as respostas cardiovasculares induzidas pelo KCN. Esses resultados estdo de acordo
com aqueles previamente observados por Franchini e Krieger (1992, 1993). Estudos
realizados por Sapru e Krieger (1977), perceberam que os corpusculos adrticos sdo
considerados pouco funcionais ou ausentes em ratos, sugerindo que oS
quimiorreceptores carotideos s@o funcionalmente mais importantes que os adrticos.

Um outro aspecto a ser considerado, refere-se aos anestésicos e seus efeitos
sobre a neurotransmissdo das aferéncias cardiovasculares, destacando o0s
quimiorreceptores. Nossos experimentos foram realizados em animais acordados devido
a grande influéncia que os anestésicos exercem sobre a regulacdo autondmica (Guyenet,
2006; Haibara e cols. 1995), demonstraram que os animais anestesiados com uretana ou

cloralose apresentaram uma reducdo da resposta pressora induzida pelo KCN, e
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particularmente os animais anestesiados com cloralose, apresentaram uma resposta
hipotensora. Esses autores perceberam também que a resposta hipotensora observada
ndo foi de origem quimiorreflexa, uma vez que a ligadura da artéria do corpusculo
carotideo nao modificou essa resposta (Sévoz e cols., 1997). Haibara e cols. (2002),
demonstraram também que as alteragdes de FC induzidas pelo KCN foram praticamente
abolidas pela a¢do dos anestésicos, indicando que os diferentes anestésicos prejudicam
ou atenuam as respostas quimiorreflexas de forma importante. Estudos anteriores
(Franchini e cols., 1993), realizados em ratos, mostraram que os efeitos pressores,
bradicdrdicos, aumento da resisténcia periférica e da atividade simpdtica induzidos pelo
KCN, foram reduzidos nos animais anestesiados com cloralose, pentobarbitol sédico ou
halotano. Com esses resultados fica evidente que o uso dos diferentes anestésicos
podem alterar as respostas finais do quimiorreflexo, sendo importante o estudo desse
mecanismo reflexo cardiovascular em animais ndo-anestesiados.

Um fato interessante a ser registrado é que em nossos experimentos, as
hipertensdes decorrentes da ativacdo dos quimiorreceptores carotideos apds injecdes
endovenosas de cianeto de potdssio demonstraram que a restricdo protéica causou uma
potenciacio das respostas hipertensoras em trés doses de KCN. Observamos ainda que
as respostas bradicdrdicas decorrentes da ativagdo deste mecanismo reflexo, apds
injecdes endovenosas de KCN se mostraram potencializadas em todas as concentragdes
da droga, nos animais desnutridos em relacdo aos seus respectivos controles. Esses
resultados expressam importantes variagdes reflexas antes da cirurgia da ligadura
bilateral da artéria do corpusculo carotideo, e percebe-se que os ratos submetidos a dieta
hipoprotéica, as respostas pressoras e bradicirdicas se apresentaram de maneira
exacerbada as diferentes doses de KCN. Estes dados nos permitem sugerir que os ratos
desnutridos apresentam maior responsividade na resposta quimiorreflexa quando
comparada aos seus controles, e também nos permitem sugerir que a desnutricdo

hipoprotéica produziu alteracdes na atividade quimiorreflexa desses animais.

Ap6s a cirurgia de desnervacdo, percebemos que as respostas induzidas pelo
KCN (hipertensdo e bradicardia), foram completamente abolidas, indicando que a
desnervagio quimiorreflexa fora eficiente. E importante destacar que os barorreceptores
arteriais dos ratos desnutridos permaneceram com o seu funcionamento inalterado, uma

vez que a injecdo endovenosa de substincias vasoativas, que promoveram respostas
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reflexas cardiovasculares como: hipertensdo e bradicardia (fenilefrina), hipotensio e

taquicardia (nitroprussiato de s6dio).

Em relagdo a freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial basais, apds a cirurgia de
desnervacdo, os ratos do grupo controle ndo apresentaram alteragdes nesses valores
cardiovasculares, embora tenhamos observado uma certa tendéncia de queda nos niveis
basais de PAM e aumento de FC, corroborando dados de Franchini e Krieger (1992).
De maneira surpreendente, observamos que os niveis basais de PAM e FC do grupo
desnutrido aumentaram de maneira significativa, quando comparamos este mesmo
grupo, antes e apds a desnervagdo seletiva dos quimiorreceptores carotideos. Neste
aspecto, nos parece surpreendente o aumento dos niveis basais de PAM e FC, haja vista
que a cirurgia de desnervacdo quimiorreceptora carotidea tenha sido o fator causal.
Mesmo assim, a compreensdo dos fendomenos fisioldgicos decorrentes da desnervacdo
quimiorreflexa, dos ratos desnutridos, ndo nos parece de ficil elucidacdo, ja que a
retirada dos quimiorreceptores arteriais promoveram um aumento dos valores basais de
PAM e FC. E de se imaginar que a participacio dos bracos simpatico e parassimpético
nos ratos desnutridos, dados ja relatados em nosso laboratdrio, estejam de alguma
maneira exarcebados, principalmente no que se refere ao aumento da atividade
simpatica. Neste sentido a retirada dos quimiorreceptores arteriais, parece que de
alguma maneira, esteja promovendo uma participagdo tonica inibitéria, o que demonstra
mais uma vez, que o insulto nutricional seja um fator desencadeador de importantes

alteracdes neuro-vegetativas.

44



6- Sumario e Conclusoes

Neste estudo observamos:

1 - A desnutricdo protéica causou uma dréastica redugdo no peso corporal dos ratos
desnutridos. Esta reducdo de peso associado as alteragdes observadas nos pardmetros
bioquimicos sugere que a dieta hipoprotéica (6% contra 15% de caseina) foi eficiente em

induzir a desnutri¢do nesses animais.

2 — A desnutri¢gdo causou diminui¢do nos valores bioquimicos séricos: proteinas totais,
albumina e glicose, os quais foram analisados antes da desnervagdo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos. Apds a cirurgia de desnervagio dos quimiorreceptores

carotideos ndo observamos diferencas nesses pardmetros analisados.

3 - Os niveis basais de PAM e FC dos ratos desnutridos apresentaram-se significativamente
elevados em relacdo aos animais controles. Estes resultados expressam que a desnutri¢ido
protéica promoveu alteragdes nesses parametros cardiovasculares analisados em nosso

estudo.

4 — Nos ratos desnutridos, antes da cirurgia de desnervacdo dos quimiorreceptores
carotideos, as hipertensdes decorrentes da ativacdo dos quimiorreceptores carotideos, apds
injecdes endovenosas de cianeto de potéssio, (KCN), se mostraram potencializadas em

relacdo ao grupo controle.

S - As respostas bradicardicas induzidas pelo KCN, antes da cirurgia de desnervagdo, se

mostraram potencializadas em todas as concentra¢des da droga, nos ratos desnutridos.
6 — Apés a cirurgia bilateral de desnervacdo seletiva dos quimiorreceptores carotideos
percebemos que as respostas induzidas pelo KCN (hipertensdo e bradicardia), foram

completamente abolidas, indicando que a desnervacdo quimiorreflexa fora eficiente.

7 - Apds a desnervagdo bilateral seletiva dos quimiorreceptores carotideos, injecdes

endovenosas de fenilefrina e/ou injecdes de nitroprussiato de sédio, promoveram respostas
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hipertensoras e bradicardicas e/ou hipotensoras e taquicardicas, indicando a integridade do

reflexo barorreceptor.

8 — Quanto aos niveis basais de PAM e FC, ap6s a cirurgia de desnervacdo, percebemos que,
os ratos do grupo controle ndo apresentaram alteracdes nesses pardmetros cardiovasculares,
embora observando uma certa tendéncia de queda nos niveis basais de PAM e aumento de
FC, corroborando dados de Franchini e Krieger (1992). De maneira surpreendente,
observamos que os niveis basais de PAM e FC, do grupo desnutrido, aumentaram de
maneira significativa quando comparamos este mesmo grupo, antes e apds a desnervacao

seletiva bilateral dos quimiorreceptores carotideos.

Nossos resultados indicam um aumento na responsividade do quimiorreflexo, além
disso, a desnervacdo quimiorreceptora carotidea promoveu um aumento da PAM e FC
basais, sugerindo uma participagdo tonica inibitéria na regula¢do cardiovascular neste

modelo de desnutrico.
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9 - Anexos

Tabela 3 - Peso corporal, valores basais e variacées de FC e PAM do grupo controle (figura 07, 08)

GRUPO PESO (g) FC Basal PAM Basal | AFC salina | APAM salin:
Controle 01 214 431 106 0 1
Controle 02 208 430 96 2 1
Controle 03 225 330 106 2 1
Controle 04 208 363 126 3 2
Controle 05 182 398 124 2 2
Controle 06 204 445 121 -3 -1
Controle 07 196 379 123 5 0
Controle 08 198 436 129 2
Controle 09 200 408 111 -3 -3
Controle 10 216 450 114 2 -1
Controle 11 212 393 109 -5 2
Controle 12 202 331 114 1 -3
Controle 13 214 404 122 4 3
Controle 14 211 409 122 1 1
Controle 15 210 401 120 1
Controle 16 180 380 114 -3
Controle 17 196 427 109 -2 2
Controle 18 202 395 109 1 1
MEDIAEP 204+3 4018 11542 0+1 0+0

Tabela 4 - Peso corporal, valores basais de FC e PAM e varia¢des de FC e PAM em decorréncia da
administragcdo de PBS do grupo desnutrido (figura 07 e 08 dos resultados)

GRUPO PESO (g) FC Basal (bpm) PAM Basal (nmHg) | AFCsalina | APAM salina
Desnutrido 01 80 281 154 -5 0
Desnutrido 02 69 460 123 1 1
Desnutrido 03 64 506 147 2 -1
Desnutrido 04 71 490 148 5 -2
Desnutrido 05 70 444 152 -1 -1
Desnutrido 06 64 479 154 -1 -2
Desnutrido 07 70 454 124 4 2
Desnutrido 08 65 381 145 -5 1
Desnutrido 09 67 486 131 -5 1
Desnutrido 10 72 411 136 -1 0
Desnutrido 11 74 437 155 0 1
Desnutrido 12 68 461 125 -2 1
Desnutrido 13 70 436 122 4 -1
Desnutrido 14 55 415 142 2 -3
Desnutrido 15 76 392 134 -4
Desnutrido 16 64 503 132 3 4
Desnutrido 17 70 519 134 5 -1
Desnutrido 18 62 409 135 -5 3

MEDIA+EP 68+1 442+13 13943 0+1 0+0
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Tabela 5 - Valores basais de FC, PAM e variagdes de FC e PAM em decorréncia da administragcdo de
KCN nas concentragdes para o grupo controle (figura 08 e 09)

ANIMAIS ANTES DA DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA

VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)
FC Sug/ | 10pg/ | 15 pg/ 20 pg/ 40pg/ | PAM | Spg/ | 10pg/ | 15pg/ | 20 pg/ | 40 pg

GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg Basal Kg Kg Kg Kg Kg
Controle 01 431 28 -56 29 -39 -35 106 6 3 8 16 48
Controle 02 430 -4 -6 -52 -80 92 96 2 10 5 17 20
Controle 03 330 7 -13 23 27 -64 106 7 5 8 12 15
Controle 04 363 -5 20 -30 27 26 126 9 10 9 10 20
Controle 05 398 34 -33 -76 -76 -190 124 12 15 14 13 18
Controle 06 445 -12 -12 -12 -87 -158 121 5 3 9 12 32
Controle 07 379 2 -13 -18 -30 -34 123 6 8 12 17 34
Controle 08 436 -12 41 -15 8 -35 129 9 6 14 34 32
Controle 09 408 -19 -17 -18 -85 -102 111 6 6 9 27 40
Controle 10 450 -1 -48 -58 75 96 114 8 14 34 40 40
Controle 11 393 -8 22 -12 -14 -34 109 8 6 5 32 30
Controle 12 331 -6 -11 72 -148 202 114 2 7 28 24 48
Controle 13 404 -4 -18 24 -136 -176 122 7 5 21 20 25
Controle 14 409 3 9 -16 -12 77 112 2 6 12 23 27
Controle 15 401 -4 -6 -17 -12 -50 120 3 4 10 21 33
Controle 16 380 2 -14 24 -110 -110 114 6 10 13 31 38
Controle 17 427 2 -10 23 -53 -89 109 5 8 26 30 40
Controle 18 395 3 -4 22 -48 78 109 7 9 9 30 20
MEDIA+EP | 4018 | -8+2 | -20x4 | -30£5 | -59+10 | -92+13 | 115£2 | 6x1 8+1 [1422 | 2322 [31x2

Tabela 6 - Valores de FC e PAM e variagcées de FC e PAM em decorréncia da administragdo de KCN
nas concentragoes 5, 10, 15, 20, 40 ug/kg, para o grupo desnutrido (figura 08 e 09)

ANIMAIS ANTES DA DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA

VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)

FC Spg/ | 10 pg/ | 15pg/ | 20 pg/ 40 pg/ PAM Supg/ | 10 pg/ | 15 pg/ | 20 pg/ | 40 pg

GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg Basal Kg Kg Kg Kg Kg
Desnutrido 01 281 29 -34 -62 -182 2211 154 4 12 15 23 50
Desnutrido 02 460 -80 -73 -78 -131 -159 123 4 11 21 27 40
Desnutrido 03 506 -46 -121 -151 -168 -222 147 10 18 19 23 25
Desnutrido 04 490 -12 -18 -39 -74 -109 148 2 8 12 17 24
Desnutrido 05 444 -35 -43 -55 -121 -210 152 7 15 17 18 37
Desnutrido 06 479 -47 -80 -89 -150 -209 154 10 26 21 32 31
Desnutrido 07 454 -11 -22 -24 -47 -67 124 5 15 18 33 46
Desnutrido 08 381 -108 -123 -166 -172 -181 145 8 14 16 22 24
Desnutrido 09 476 29 -39 -55 -78 -78 131 11 13 20 27 28
Desnutrido 10 401 -28 -49 -52 -50 =77 146 12 16 15 27 29
Desnutrido 11 437 -111 -135 -138 -149 -195 155 10 10 15 21 23
Desnutrido 12 461 -14 -52 -58 -69 -103 125 3 15 29 30 32
Desnutrido 13 436 -73 -85 -101 -109 -121 122 10 17 22 27 42
Desnutrido 14 415 -34 -70 -71 -78 -111 142 11 15 26 24 26
Desnutrido 15 392 -59 -142 -164 -213 -236 134 12 13 21 32 30
Desnutrido 16 503 -39 -73 -82 -133 -147 132 8 36 47 36 46
Desnutrido 17 506 -13 -55 -76 -103 -131 134 10 19 20 31 33
Desnutrido 18 409 -33 -42 -82 -102 -125 139 15 16 16 25 25

MEDIA+EP 442+13 | -45+7 | <7029 | -86x10 | -118+11 | -150+13 | 139+3 | 1042 | 16+1 | 21+2 | 2641 | 33+2




Tabela 7 - Valores basais de FC e PAM e variagbes de FC e PAM em decorréncia da administragdo de
KCN nas concentragées 5, 10, 15, 20, 40 ug/kg, para o grupo controle antes da ligadura
bilateral da artéria do corpiisculo carotideo (figura 10 ell)

ANIMAIS ANTES DA DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA

VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)
FC | Sug/ [10pg/ [15ug/ | 20pg/ | 40 ug/ | PAM | Spug/ [ 10 pg/ [ 15 pg/ | 20 g/ [ 40 ng/

GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg Basal | Kg Kg Kg Kg Kg
Controle 01 431 -28 -56 -29 -39 -35 106 6 3 8 16 48
Controle 07 379 -2 -13 -18 -30 -34 123 6 8 12 17 34
Controle 08 436 -12 -41 -15 -8 -35 122 9 6 14 34 32
Controle 10 450 -1 -48 -58 -75 -96 114 8 14 34 40 40
Controle 13 404 -4 -18 -24 -136 -176 122 7 5 21 20 25
Controle 14 409 -3 -9 -16 -12 =77 112 2 6 12 23 27
Controle 17 427 -2 -10 -23 -53 -89 109 5 8 26 30 40
Controle 18 395 3 -4 -22 -48 =78 109 7 9 9 30 20
MEDIAEP | 4168 | -20+8 | -9+7 | -26+5 | -50+14 |-78+17 | 115+2 | 6+1 7+1 173 | 2643 | 333

Tabela 8 - Valores basais de FC e PAM e variagdes de FC e PAM em decorréncia da administragdo de
KCN nas concentragées 5, 10, 15, 20, 40 ug/kg, para o grupo desnutrido antes a ligadura
bilateral da artéria do corpiisculo carotideo (figura 10 e 11)

ANIMAIS ANTES DA DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA

VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)
FC | 5pg [10pg/ [15ug/ | 20pug/ | 40pg/ | PAM | 5pg/ | 10 ug/ [ 15 pg/ | 20 pg/ | 40 g/
GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg Basal | Kg Kg Kg Kg Kg
Desnutrido 09 | 476 29 -39 -55 78 -78 131 11 13 20 27 28
Desnutrido 10 | 401 28 -49 -52 -50 77 146 12 16 15 27 29
Desnutrido 12 | 461 -14 -52 -58 69 -103 125 3 15 29 30 32
Desnutrido 13 | 436 73 -85 | -101 | -109 -121 132 10 17 22 27 42
Desnutrido 15 | 392 59 | -142 | -164 | 213 236 134 8 13 21 32 30
Desnutrido 16 | 503 -39 73 -82 -133 -147 132 8 36 47 36 46
Desnutrido 17 | 506 -13 -55 76 -103 -131 134 10 19 20 31 33
Desnutrido 18 | 409 33 -42 -82 -102 -125 139 15 16 16 25 25
MEDIA+EP | 448416 | -3627 | -67+12| -8413| -10718) -127+18 | 13422 | 91 | 183 | 2434 | 291 | 33+3
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Tabela 9 - Valores basais de FC e PAM e variagbes de FC e PAM em decorréncia da administragdo de
KCN nas concentragées 5, 10, 15, 20, 40 ug/kg, para o grupo controle apds a ligadura
bilateral da artéria do corpiisculo carotideo (figura 10 ell)

ANIMAIS APOS A DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA
VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)

FC Spg/ | 10 pg/ | 15 pg/ | 20 pg/ | 40 pg/ | PAM | Spg/ | 10 pg/ | 15 png/ | 20 pg/ | 40 pg/
GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg | Basal | Kg Kg Kg Kg |Kg

Controle 01 424 -3 0 -1 -1 -1 64 1 2 0 -2 -1
Controle 07 500 1 -1 1 1 -2 94 2 0 -1 -1 1
Controle 08 470 1 1 -1 0 -1 120 -1 1 2 1 -2
Controle 10 425 1 -1 -2 -1 -1 122 -1 2 -1 0 1
Controle 13 462 0 0 0 -2 2 112 -1 2 -1 2 -1
Controle 14 450 1 0 0 -1 -1 115 -3 -3 1 2
Controle 17 400 -1 2 1 4 5 109 4 2 1 2
Controle 18 470 -1 2 1 -1 0 92 -2 -1 0 1
MEDIAEP |450+11 | 01 0+0 0+0 0+1 0+1 | 1047 | 0+1 0+1 0+0 0+1 0+0

Tabela 10 - Valores basais de FC e PAM e variacoes de FC e PAM em decorréncia da administragdo de
KCN nas concentragaoes 5, 10, 15, 20, 40 ug/kg, para o grupo desnutrido apds a ligadura
bilateral da artéria do corpiisculo carotideo (figura 10 e 11)

ANIMAIS APOS A DESNERVACAO QUIMIORREFLEXA

VARIACAO FC (bpm) VARIACAO PAM (mmHg)
FC Sug/ | 10 pg/ | 15 pg/ | 20 pg/ | 40 pg/ | PAM | Spg/ | 10 pg/ | 15 pg/ | 20 pg/ | 40 pg

GRUPO Basal Kg Kg Kg Kg Kg | Basal | Kg Kg Kg Kg Kg
Desnutrido 09 578 -4 -2 1 2 -1 161 1 0 0 -3 1
Desnutrido 10 612 2 2 1 -1 2 148 -1 1 -3 -2 -2
Desnutrido 12 537 2 0 2 -1 1 147 1 0 0 0 -2
Desnutrido 13 524 0 0 -1 -1 171 2 1 1 1 -1
Desnutrido 15 520 -2 -4 -1 4 0 157 1 -1 -1 -1 0
Desnutrido 16 436 3 3 -2 -2 2 163 2 -2 -1 1 1
Desnutrido 17 485 -1 1 -1 -2 1 135 0 2 1
Desnutrido 18 557 1 0 1 0 165 2 0 2 3 2

MEDIA+EP | 53119 | 0x1 0+1 0+1 0+1 0+0 | 1564 | 0+1 0+0 0+1 01 0+1
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Tabela 11- Valores Médios dos Pardmetros Bioquimicos de Ratos (B. M. Mitruka e H.M. Rawnsley )
(1977)

VAL. DE REF. PARAMETROS BIOQUIMICOS (RATOS)

PARAM. BIOQUIMICOS VAL. REFERENCIA

Glicose (mg/dL) 75 (50-135 mg/dL.)

Uréia Nitrog. sg (mg/dL) 14,5 (5-29 mg/dL)
Colesterol (mg/dL) 27 (10-54 mg/dL)
Proteinas Totais (g/dL) 7,6 (4,7-8,2 g/dL)
Albumina (g/dL) 3,7 (2,7-5,1 g/dL)
TGO (L.V./L) 63 (46-81 L.V./L)
TGP (L.V../L) 24 (18-30 L.V../L)
Fosfatase Alcalina (L.V../L) 87 (57-128 L..V../L)
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