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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do hormoénio de
crescimento (GH) sobre o estresse oxidativo, metabolismo energético e sobre a fibrose
miocardica em ratos submetidos experimentalmente a insuficiéncia cardiaca. Foram
utilizados 24 ratos Wistar machos, divididos em quatro grupos: controle recebendo
salina (C-P) e controle recebendo GH (C-GH), estenose adrtica mais salina (EA-P) e
estenose aortica recebendo GH (EA-GH). A dose de GH utilizada foi de 1 mg/kg
durante 14 dias.

Os animais tratados com GH tiveram aumentados os niveis de IGF-I. Os dois
grupos com EA tiveram a relacdo Peso do Coracao/Peso Corporal maior quando
comparados com os respectivos controles. O indice de fibrose miocardica foi maior no
grupo EA-P comparado aos grupos C e diminuiu no grupo EA tratado com o GH.
Ambos os grupos tratados com GH tiveram elevada atividade da enzima lactato
desidrogenase. O grupo EA-GH apresentou elevacdo da enzima marcadora do
metabolismo de acidos graxos (OHADH); ja a enzima citrato sintase foi
significantemente maior no grupo C-GH em relacao aos grupos C-P e EA-GH. Os niveis
de hidroperoxido de lipidio diminuiram nos animais do grupo EA-GH. Nao houve
alteracao da enzima catalase nos quatro grupos estudados. A atividade da superéxido
dismutase esteve maior nos grupos com EA. A principal via alterada pelo GH foi o
sistema das glutationas. O GH aumentou a atividade da GSH-Px no grupo com EA. O
grupo EA-P teve aumentada a relacio GSH-GSSG, indicando um aumento do estresse
oxidativo neste grupo. Conclui-se que o GH alterou as vias metabolicas do coracao

aumentando a oxidacao de 4cidos graxos e elevando o metabolismo anaer6bico. O GH



também causou efeitos benéficos em relacdo ao estresse oxidativo, aumentando as

defesas antioxidantes do coracao, evitando os danos provocados pelos radicais livres.

INTRODUCAO

- Coracao, insuficiéncia cardiaca e estresse oxidativo.

O musculo cardiaco contém grande quantidade de mitocondrias, possui elevada
taxa de consumo de oxigénio e é caracterizado pela elevada capacidade oxidativa (BASS
et al., 1969). O coracao pode obter energia a partir de varios substratos diferentes,
como glicose, acidos graxos, lactato, piruvato e corpos cetonicos (MALLET, 2000),
dependendo das condi¢oes metabdlicas do organismo. Preferencialmente, o miocardio
utiliza 4cidos graxos como substrato para a producdo de energia (HENNING et al,
1996). A maior utilizacdo de oxigénio pelo musculo cardiaco relaciona-se a maior
quantidade de ATP (adenosina trifosfato) produzida pela oxidacao de 4cidos graxos em
relacdo a carboidratos, bem como o fato que acidos graxos (CH;-(CH.),-COOH),
apresentam baixa concentracdo de oxigénio por molécula, em comparacdo com
carboidratos (CsH;.06). Deste modo, o musculo cardiaco necessita de cerca de 12%
mais oxigenio, quando utiliza acido graxo e nao glicose como fonte de energia, para
produzir a mesma quantidade de ATP (NELLY & MORGAN, 1974).

Nas tltimas décadas muitos estudos tém destacado a importancia de moléculas
organicas produzidas a partir do metabolismo aer6bico, chamadas espécies reativas do
oxigénio (EROs) ou radicais livres (RLs), moléculas altamente instaveis e reativas que
possuem um elétron nao-pareado no orbital mais externo (ELSBACH & WEISS, 1983).
Essa configuracao eletroquimica permite a interacao entre moléculas podendo causar
alteracoes nos componentes celulares: proteina, DNA e lipidio (BROWN-BORG et al.,
1999). A producao de EROs é uma conseqiiéncia fisioloégica do metabolismo aerdbico,
uma vez que 95% do oxigénio é consumido na cadeia transportadora de elétrons (CTE)
nas mitocondrias, produzindo uma pequena, mas significante, quantidade de EROs

(CHANCE et al., 1979; CLARK, 2002). A reducao incompleta do O, até a H.O leva a



formacao de intermediarios metabdlicos instaveis e reativos, a saber: radical (anion)

superoéxido (O."), peroxido de hidrogénio (H-0.) e radical hidroxila (OH-) (Esquema I).

- & CH " . ¢
0, _\L’ 0, A" H;0, —\L' OHb —&-» H,0

Oxigénio Superoxido Perdxido de hidrogénio Radical hidroxila Agua

Esquema I: Reducao tetravalente do oxigénio e formacio de intermediarios reativos.

Os organismos aerdbicos possuem mecanismos de defesa endogenos contra a
acao toxica da EROs, divididos basicamente em dois grupos: as enzimas de atividade
antioxidante (Esquema II) e os antioxidantes nao-enzimaticos (BROWN-BORG et al.,
1999). Os primeiros correspondem principalmente as enzimas catalase, superoxido

dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (MALLET, 2003).
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Esquema II: Sistema de defesa antioxidante

Os agentes antioxidantes nao-enzimaticos compreendem as substancias
antioxidantes totais (SAT), incluindo as vitaminas C e E (a-tocoferol) e peptideos ativos
representados pela glutationa reduzida (GSH) (FERRARI et al., 1998).

O estresse oxidativo (EO) é o desequilibrio entre as substancias antioxidantes e
pro-oxidantes (HALLIWELL et al., 1999) e esta relacionado com intimeros processos,
tanto fisiologicos, como o envelhecimento, como processos patologicos, como a

insuficiéncia cardiaca (IC).




IC é caracterizada como uma sindrome complexa na qual mudancas
fisiopatologicas e bioquimicas ocorrem como conseqiiéncia da disfuncdo ventricular
esquerda (CICOIRA et al., 2003), sendo essa a etapa final resultante de varios tipos de
cardiopatia, na qual o coragcdo é incapaz de bombear sangue suficiente para as
necessidades metabolicas do organismo. E uma condicio grave que, apesar dos avancos
na area cardiovascular, continua sendo uma das principais causas de hospitalizacao,
morbidade e mortalidade nas populacoes atuais (HO et al., 1993; PICHARDO et al.,
1999). Embora usualmente atribuida ao dano coronariano obstrutivo, a disfuncao
miocardica tem sido observada em intimeras condi¢cdes, mesmo na auséncia de
aterosclerose (LEFER et al., 2000), o que demonstra a participacao de outros fatores
para o inicio e/ou progressao da IC.

O EO pode prejudicar funcdes e estruturas essenciais do coracdo como as
membranas miocardicas (COETZEE et al, 1993), metabolismo do calcio (KANEKO et
al, 1994) e o metabolismo energético (CARVAJAL, 2003). Segundo SINGAL e
KIRSHENBAUM (1990) o aumento na producao de EROs leva a uma resposta
adaptativa cardiaca, com o aumento das defesas antioxidantes enzimaticas e
estabilizando as funcoes cardiacas, dessa forma protegendo o coracdo neste estagio
inicial. Entretanto, a continuacdo e/ou um aumento na producao de EROs leva a um
déficit nas defesas antioxidantes favorecendo a transicao entre o estagio compensado
para uma funcao cardiaca prejudicada e conseqiiente IC. Alguns estudos corroboram
com essa hipotese sugerindo a participacao das EROs no estagio de descompensacao
miocardica na IC (GUPTA et al., 1989). DHALLA et al. (1996), Keith et al. (1998) e
Pichardo et al. (1999) demonstraram que na progressao do quadro de IC, alteragGes
bioquimicas no metabolismo energético e, relacionadas ao estresse oxidativo miocardico sao
fatores que influenciam alteracoes sistémicas.

Em pacientes com IC foi encontrado um aumento significante nos niveis de
peroxido de lipidio e malondialdeido estando esses relacionados diretamente com a

gravidade da IC (KEITH et al., 1998). Dessa forma, qualquer tentativa para impedir,



diminuir ou mesmo retardar esses danos causados pelas EROs é de fundamental
relevancia.
- GH, coracao e insuficiéncia cardiaca

A IC est4 também diretamente relacionada com o status hormonal do organismo.
Desde a primeira observacao feita por Huchard (1985) mostrando alteragoes cardiacas
na acromegalia (condicao com concentragoes sanguineas suprafisioldgicas de hormonio
de crescimento), a publicacdo de Rosen e Bengtsson em 1990, relatando uma maior
mortalidade, por doencgas vasculares, em pacientes com hipopituitarismo e deficiéncia
de horménio de crescimento (DGH), varias pesquisas foram feitas para se entender a
funcao deste hormonio no sistema cardiovascular. Da mesma forma estudos recentes
epidemioldgicos apontam para uma associacao entre o hipopituitarismo em adultos e
um aumento na mortalidade por problemas cardiovasculares (BATES et al., 1996),
deixando claro assim, a importancia do hormoénio de crescimento nao apenas para o
desenvolvimento 6sseo longitudinal (THORNER & VANCE, 1988).

O hormoénio de crescimento (GH) ou somatotropina é um polipeptidio de 191
aminoacidos sintetizado e secretado pelas células da hipofise anterior (somatotrofos) e
tem sua acdo direta ou indiretamente mediada pelo IGF-I (fator de crescimento
insulina-simile), produzido principalmente no figado e que age como mediador de
muitos feitos fisiologicos do GH nos tecidos periféricos (JONES et al., 1995). Dados
experimentais e clinicos mostram que tanto o excesso (gigantismo ou acromegalia)
como a DGH podem afetar de maneiras diversas o coracao. A DGH interfere em varios
caminhos que podem aumentar os riscos para as cardiopatias (De BOER et al., 1995)
tais como: mudancas metabolicas (hiperlipidémia e aterosclerose prematura) e prejuizo
na estrutura e funcao cardiacas (diminuicao da massa ventricular e do débito cardiaco)
(AMATO et al., 1993; MEROLA et al., 1993; SACCA et al., 1997). Por outro lado a
suplementacdo com GH aumentou a massa e funcdo miocardica (MAISON &
CHANSON, 2003), bem como a capacidade de realizacio de exercicios nestes

individuos (SACCA et al., 1994).



O excesso de GH por sua vez também leva a alteracdoes importantes no tecido
cardiaco. No decorrer dos anos pacientes com acromegalia, ndo tratados, desenvolvem
uma sindrome hipercinética (aumento da contratilidade e do débito cardiacos), seguida
de hipertrofia miocardica (fibrose intersticial), disfuncao diastolica e sistélica e por fim,
IC (LOMBARDI et al., 1997; SACCA et al., 2003). Da mesma forma, modelos animais
com excesso de IGF-I, apresentam inicialmente, hipertrofia miocardica e aumento do
débito cardiaco (TIMSIT et al., 1990).

A importancia do eixo GH / IGF-I também fica demonstrada em animais com
excesso de IGF-I submetidos experimentalmente ao infarto do miocardio. Estes
apresentaram diminuicdo do processo de remodelamento e de disfun¢ao ventricular
esquerda (CITTADINI et al., 2003). Em humanos, com infarto agudo do miocardio, as
concentracoes de IGF-I correlacionaram-se positivamente com a sobrevida e funcao
miocardica dos pacientes (WEN-LIENG et al., 1999). O eixo GH / IGF-I encontra-se
alterado em portadores de IC (KONTOLEON et al.,, 2003). Reducdo no IGF-I,
decorrente da diminuicao da secrecao do GH ou da resisténcia a sua agao, foi descrita
em individuos portadores de IC isquémica ou em cardiomiopatias dilatadas (TIMSIT et
al., 1990; ANKER et al., 2001; KONTOLEON et al., 2003). A partir destes dados fica
claramente demonstrado o importante papel do IGF-I sobre o coracao, além disso,
outros efeitos metabdlicos (influéncia sobre o metabolismo da glicose, lipogénese,
efeito anti-apoptotico, entre outros) também sao atribuidos ao IGF-I (RANKE et al.,
2005).

Durante a evolucao do processo de remodelagdo cardiaca também ocorre fibrose
devido ao aumento da matriz extracelular, por deposicao de colageno e de fibronectina,
que influencia a capacidade funcional do coracdo (KATO et al.,1995; ZORNOFF et al.,
1997). EROs podem causar hipertrofia em miocitos cardiacos isolados e aumentar a
atividade das metaloproteinases na matriz extracelular (SIWICK et al. 1999, 2001),
corroborando com vérios estudos que sugerem o equilibrio redox celular como um

determinante do processo pro-fibrotico (CAVE et al., 2005). O GH também pode levar



a um aumento na fibrose miocardica em condicées como a acromegalia (CUOCOLO et
al., 1995; LIE et al., 1980). A exposicao a altas concentragoes sangiiineas de GH
provoca o aparecimento de comorbidades, como diabete melito e hipertensao arterial
sistémica, as quais podem induzir fibrose cardiaca per se (GRIMM et al., 1998). Em um
estudo, entretanto, que observou ratos com IC poés-infarto do miocardio, foi
demonstrada significativa reducdo da fibrose e aumento da sobrevida apoés a
administracdo de GH em uma fase inicial da lesao isquémica (CITTADINI et al.,2003),
e esse efeito poderia estar associado com o EO.

Uma vez que a fibrose cardiaca estd associada com um mau progndstico
encontrado nos portadores de IC e encontra-se associada a arritmias graves, disfuncao
diastodlica e progressao da IC e, posteriormente, morte, sua prevencao ou reversao

consistem em um importante alvo terapéutico (SACCA et al., 2003).

- GH e estresse oxidativo

Até o presente, poucos trabalhos experimentais examinaram a fundo a influéncia
do GH sobre a geracao de EROs, “status” antioxidante e metaboélico miocardico na IC
secundaria a sobrecarga ventricular esquerda.

Pode-se, porém verificar que o perfil hormonal também esté relacionado com o
metabolismo energético e com a producao de EROs. Estudos mostram (BROWN-BORG
et al., 2002) que os hormonios modulam as defesas antioxidantes e, portanto, estados
de hipo- ou hipersecrecao hormonal podem influenciar o EO. As alteracGes nas enzimas
antioxidantes em resposta aos hormoénios parecem ser tecido-especifica e dose-
dependente (BROWN-BORG et al., 2002).

Em modelos experimentais com ratos da linhagem dwarf (animais com DGH), a
atividade da enzima catalase estd aumentada, levando a uma maior protecdo contra
danos oxidativos (BROWN-BORG et al., 1999). Por outro lado, a atividade de outras
enzimas, como a glutationa peroxidase, envolvida também na eliminacdo de peréxidos

de hidrogénio (FLOHE et al 1984), esta diminuida no coracao desses animais.



Da mesma forma que a DGH altera a producao das EROs, a hipersecrecao desse
hormonio estd associada com uma producdo aumentada de RLs. Ratos que super
expressaram o GH tiveram niveis aumentados de radicais superoxido e peroxidacao
lipidica (ROLLO et al., 1996). A producao excessiva deste hormonio, além de diminuir
a atividade de algumas enzimas, como a catalase (BROWN-BORG et al., 2003),
também provoca diminuicdo na expectativa de vida (PENDERGRASS et al., 1993).
Além disso, essa reducao também tem sido relatada em pacientes com acromegalia

(JADRESIC et al., 1982), podendo estar associada a um efeito do EO.

HIPOTESE

Tendo em vista a interrelacao entre IC, GH e EROs, postulou-se a hipdtese que os
efeitos benéficos alcancados com o tratamento com GH, estdo relacionados direta ou
indiretamente com alteracoes no metabolismo energético cardiaco e/ou na relacao

oxidantes/antioxidantes.

OBJETIVO

Tendo em vista a importancia do estresse oxidativo e do horménio de
crescimento no aparecimento e evolucdo da insuficiéncia cardiaca (IC), o presente
trabalho teve como objetivos:

e Avaliar o estresse oxidativo, fibrose e o metabolismo energético no
tecido cardiaco de ratos portadores de insuficiéncia cardiaca secundaria
a estenose adrtica.

e Determinar o efeito da administracio do hormoénio de crescimento,
sobre o metabolismo energético, estresse oxidativo e fibrose no tecido
cardiaco de ratos portadores de insuficiéncia cardiaca secundaria a

estenose aortica.



Materiais e Métodos

Animais e protocolo experimental

O protocolo experimental desse estudo foi conduzido em conformidade com os
Principios Eticos na Experimentacio Animal seguido pelo Comité de Etica na
Experimentacao Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Foi realizado estudo in vivo e controlado. Utilizou-se um modelo animal de
cardiopatia hipertrofica, secundario a sobrecarga ventricular esquerda, induzido por
estenose aortica. Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, com peso inicial médio de
95+5g, provenientes do Biotério Central da UNESP, Botucatu. Os animais foram
transferidos para o “Laboratorio de Experimentacio Animal” da Faculdade de
Medicina, UNESP, Botucatu, onde foram mantidos em gaiolas individuais, a
temperatura de 23+2°C e com ciclo de luminosidade de 12h. Os animais foram
alimentados durante todo o periodo experimental com racao Purina Labina (Campinas,
Sao Paulo, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram divididos inicialmente em 2 grupos (n=12): o grupo (C)
submetido a toracotomia, sem inducao de estenose aortica e o grupo (EA) submetido a
estenose aortica.

A partir de 19 semanas da inducdo da estenose adrtica os animais foram
observados diariamente para a deteccao de taquipnéia. Assim que detectada, os ratos
foram submetidos ao ecocardiograma (ECO) para avaliacao da funcao cardiaca. Ratos
do grupo C foram submetidos ao ECO no mesmo periodo que os do grupo EA. Apos
avaliacao da funcao cardiaca pelo ECO e sua classificacao pela fun¢ao discriminante de
Fisher (MOREIRA et al., 2006), os animais com EA classificados como insuficiéncia
cardiaca grave, foram submetidos ou nao ao tratamento com hormonio de crescimento,
assim como os animais do grupo C, desta forma os animais foram divididos em 4

grupos:



I Grupo (C-P) — controle-placebo, recebendo solucao salina 0,9%, pela via subcutanea I
[
(so); I
" Grupo (C-GH) - controle, recebendo 1mg/Kg/dia de hrGH, sc. I
I Grupo (EA-P) — submetidos a IC secundéria a estenose adrtica, recebendo solucao I
I salina 0,9%,sc. I
I Grupo (EA-GH) - submetidos a IC secundaria a estenose adrtica, recebendo
1 mg/Kg/dia de hrGH, sc.
Foi administrado o GH humano, a semelhanca de outros estudos experimentais
em ratos e nos quais se verificou efeitos cardiacos benéficos do horménio (CITTADINI
et al., 1996; RYOKE et al.,1999; TIVESTEN et al., 2001). Foi selecionada a dose de 1
mg/kg/dia, administrado por via subcutanea. Esta dose ndo provocou aparecimento de
fibrose ou de efeitos hemodinamicos indesejaveis, em ratos normais ou infartados, e
ainda obteve-se efeitos benéficos segundo os estudos avaliados (ISGAARD et al., 1997;
GRIMM et a.l, 1998; GROESBECK et al., 1987; YANG et al., 1993). Selecionou-se o
tempo de tratamento de duas semanas, devido ao potencial risco de desenvolvimento

de anticorpos ao se administrar o GH humano, em animais, por mais de 3 semanas

(GROESBECK et al., 1987).

Inducio da cardiomiopatia hipertrofica por estenose adrtica cirargica

Para a indugdo da estenose adrtica, os animais foram submetidos a tricotomia e
toracotomia mediana, apdés anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg
intramuscular) e cloridrato de xilidino (10 mg/Kg intramuscular). A seguir, a aorta

ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de diametro interno, foi



colocado a aproximadamente trés mm de sua raiz. Durante a cirurgia, os ratos
receberam ventilacio manual a pressdo positiva (CARVALHO et al, 2003;

GONCALVES et al., 2005; MOREIRA et al., 2006).

Critério para selecao dos animais

A partir de 19 semanas da inducdo da estenose adrtica os animais foram
observados diariamente para a deteccdo de sinais de disfuncdo ventricular, como
taquipnéia. Assim que detectada, os ratos foram submetidos ao ecocardiograma. Os
resultados ecocardiograficos foram utilizados para o calculo da fun¢ao discriminante e
classificacao da funcao cardiaca, segundo Moreira et al., (2006). Dentre os animais
com EA, foram selecionados os que apresentavam disfuncdo cardiaca grave para
indicarmos, aleatoriamente, o tratamento com GH ou nado. Os animais que,
inicialmente, ndo se enquadraram nessa classificacao foram submetidos a realizacao de

novo(s) ecocardiograma (s).

Avaliacao ecocardiografica

A avaliacao ecocardiografica foi feita antes e depois do tratamento, pelo mesmo
observador, que desconhecia qual tratamento (GH ou nao) foi administrado aos
animais. Os exames ecocardiograficos foram realizados no hospital da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Departamento de Clinica Médica), UNESP, Botucatu, SP.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg),
administrado por via intraperitoneal. Apos tricotomia da regido anterior do torax, os
animais foram posicionados em dectbito lateral esquerdo e o exame foi realizado com o
equipamento modelo Sonos 2000 da Hewlett-Packard Co., equipado com transdutor
eletronico de 7,5 MHz. As medidas estruturais do coracao foram obtidas segundo
Moreira et al., (2006). Na tabela I estao as variaveis ecocardiograficas utilizadas para a

classificacao do grau de disfunc¢ao cardiaca.



Tabela 1 — Média + desvio padrao (DP) das variaveis ecocardiograficas mais
discriminantes dos grupos obtidos a partir da anélise de agrupamento.

GRUPOS
Controle Disfuncao Leve Disfuncao Grave
(n=12) (n=13) (n=9)

Variavel Média+DP Média+DP Média+DP
AE/PC 10,82+1,51 14,80+3,02 18,07+2,66
Indice MVE 1,89+0,28 2,774+0,54 3,69+0,74
VEPP 45,63+£6,67 45,26+4,42 32,85+4,11

% Enc. Endo. 51,97+4,48 69,2446,70 50,54+5,40
% Enc. Mio. 30,98+2,88 39,70+3,49 27,65+3,20

AE: didmetro do atrio esquerdo (mm); PC: peso corporal (kg); indice MVE: massa do VE/PC
(g/kg); VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; %Enc. Endo: porcentagem de
encurtamento Endocardico do Ventriculo Esquerdo; %Enc.Mio: porcentagem de encurtamento
da regiao central das paredes do VE.

Eutanasia e obtencao da amostras

Apds o segundo ecocardiograma, realizado apo6s 14 dias de tratamento com GH,
os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo, sob anestesia (injecao
intraperitoneal de pentobarbital sédico, 50 mg/kg, i.p).

O coracao foi imediatamente pesado e dissecado. Os musculos papilares foram
retirados cuidadosamente do ventriculo esquerdo e imersos em formol para o estudo
histolégico. Aproximadamente 200 mg de ventriculo esquerdo (VE) foram
armazenados em freezer -86°C, para posterior investigacdo bioquimica. Também foi

coletada amostra de sangue para avaliacao hormonal dos animais.

Avaliacao hormonal
Com o objetivo de avaliar o efeito hormonal do GH, foram dosadas as
concentracoes séricas de IGF-1, coletadas apds 12 horas da tltima injecdo com GH, nos

grupos experimentais. As dosagens foram feitas no mesmo ensaio, em duplicata,



empregando-se a metodologia de RIA (Kit comercial Mouse/rat IGF-1 RIA Referéncia:

DSL 2900 — Diagnostic Systems Laboratories Inc.).

Avaliacao de fibrose

Processamento Histologico

Apbs a retirada do miusculo papilar, estes foram fixados em formalina
tamponada a 10% por 24 h. Apos este periodo, esse material foi colocado em cassetes
plasticos identificados com os nomes dos respectivos grupos experimentais e,

posteriormente, mantidos em alcool 70% até o momento do processamento histologico.

Imunoistoquimica

Cortes histologicos de musculo papilar de 4 um de espessura foram obtidos e
corados com a técnica de coloracao picrosirius-red para quantificacio da fibrose
(BRUEL & OXLUND, 1999). Foram selecionados quatro campos para cada amostra de
musculo papilar, com a objetiva de 100X. Foram desprezados campos com fibras
transversais, com cordoalhas tendineas e porcoes de tecido que enrugaram no
momento de fixacdo do tecido na lamina. Utilizou-se o programa Leica QWin V3, que
calcula a fibrose em porcentagem: Indice de Fibrose (IF) = area de tecido colageno em
relacdo a area de tecido colageno mais area de miocito X 100.

A leitura das laminas foi realizada sem conhecimento quanto ao grupo de

tratamento, em triplicata, por diferentes pesquisadores.

Avaliacao bioquimica

As amostras do VE foram descongeladas e homogeneizadas em Potter Elvehjem,
com pistilo de teflon, com s5mL de tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0. Os
homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em centrifuga
refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinacao de proteinas totais

(LOWRY et al., 1951), analise do estresse oxidativo e de enzimas marcadoras das vias



metabolicas. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotometro
Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e em leitor de microplaca (uQuant-
MQX 200 com Kcjunior software, Bio-Tec Instruments, USA). Todos os reagentes
foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, MO, USA).

A concentracdo de glutationa oxidada (GSSG) foi determinada com 2 mM de
acido 5,5- dithiobis-(2-nitrobenzoic) (DTNB) em 50 mM KH,PO,, 5 mM acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Glutationa reduzida (GSH) foi determinada
através de método cinético em um meio de reacao contendo 0.6mM DTNB, 0.2 mM
NADPH e 2U de glutationa redutase em 5o0mM KH.PO,/5 mM EDTA. A atividade da
enzima GSH-Px (E.C. 1.11.1.9) foi determinada através da oxidacao da glutationa em
presenca de perdxido de hidrogénio e cumene hidroperéxido (NAKAMURA et al.,,
1974). A enzima glutationa redutase (GSH-Rd, E.C.1.6.4.2.) foi determinada através da
oxidacdo de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida) a 340 nm
(MILLER & BLAKELY, 1992). O meio utilizado continha 1mM tampao Tris (pH 8.0), 5
mM EDTA, 33 mM GSSG e 2 mM NADPH. A atividade da superéxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada através da alteracdo na reducao do nitroblue-tetrazolio (NBT)
por radicais superdxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiologico (EWING & JANERO, 1995). A atividade
enzimatica da catalase (E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampao fosfato pH 7,0,
utilizando-se 12,5 puL. de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 240nm. (AEBI et al.,, 1974).

As SAT foram determinadas através da capacidade de antioxidantes inibirem a
oxidacdo de acido 2,2’- azinobis (3-etilbenzetiazilcolina-sulfonico) (ABTS, Sigma)
(RICE EVANS & MILLER, 1994; MEHMETCIK et al.,, 1997). A concentracao de
hidroperéxido de lipidio (HP) foi determinada através da oxidagdo do Fe2* (sulfato
ferroso amoniacal). O Fe3* formado reage com alaranjado de xilenol formando

composto colorido. Leituras foram realizadas a 560onm (JIANG et al.,, 1991).



O metabolismo energético cardiaco foi determinado através das atividades das
enzimas lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27), [B-hidroxiacil coenzima A
desidrogenase (OHADH, E.C. 1.1.1.35) e da citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) (BASS et
al.,, 1969). A atividade da LDH foi determinada pela oxidacdo do NADH a 340nm,
tendo o piruvato como substrato (BASS et al.,, 1969). A atividade da OHADH foi
determinada no coracdo em meio contendo acetoacetil coenzima A 0,05 mM e NADH
0,1 mM (BASS et al.,, 1969). A atividade da CS foi determinada em tampao tris-HCI 50
mM, pH 8.0, contendo acetil CoA 0,1 mM, dithiobis-2-nitrobenzoato 0,1 mM (DTNB-

Sigma) e oxaloacetato 0,5 mM (BASS et al.,, 1969).

Analise estatistica

Foi realizada no Departamento de Bioestatistica do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Botucatu, SP. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. As
comparacoes entre grupos foram realizadas por anéalise de variancia (ANOVA), para
dois fatores, para experimentos inteiramente casualizados, complementada com o teste
de Tuckey pos hoc. Foi considerado o nivel de significancia de 5% (SNEDECOR e

COCHRAN, 1980).

Resultados

Os animais no inicio do experimento apresentavam pesos semelhantes nos
quatro grupos. Pode se observar na Tabela II que estenose adrtica e tratamento
com GH isolados nao induziram alteracoes significantes no peso corporal (PC)
final. Entretanto, o grupo com estenose e que recebeu tratamento com GH
apresentou PC diminuido comparado com o grupo C-GH (p < 0,05). Houve
elevacao no peso do coracao (PCo) e na relacio PCo/PC no grupo EA-P
comparado ao C-P (p < 0,001) e no grupo EA-GH comparado ao C-GH (p <

0,001) (Figura 1).



Tabela II — Peso corporal final (PC), peso do coracdo (PCo), relacaio PCo / PC,
concentracdo de proteina solavel, concentracao de IGF-I e indice de fibrose no miocéardio
de ratos controles (C-P), tratados com hormonio de crescimento (C-GH), submetidos a
estenose aortica (EA-P) e submetidos a estenose aortica tratados com hormonio de
crescimento (EA-GH)

Variaveis /

C-P C-GH EA -P EA - GH
Grupos
gc)' 525,86 61,40 564,04 + 41,46 477,63 + 66,17 510,90 + 33,39"
Zf)” 1,28 0,10 1,39 0,15 2,35+031° 257%025"
PCo/PC 2,47 40,23 2,47+0,18 5,02+ 1,10° 5,05 +0,60°
(g/kg)
Proteina 20,2+ 1,12 19,1 +£1,18 18,2 +1,04° 16,8 +1,29™
(%)
IGF-1 a a c
1852,39+£226,86 2116,16 226,48 837,12 +211,27 2108,10 689,15
(ng / ml)
Indice ;l;ofzbrose 1,88 +0.88 1,91 +0,74 10,34 + 1,29 4,44 £ 1,37 be

Valores expressos em Média + DP; p < 0,05.
(a) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-P
(b) Diferenca significante em relagio ao grupo C-GH

(c) Diferenca significante em relagao ao grupo EA-P.

A concentracao de proteina total (PT) foi reduzida nos animais do grupo
EA-P em relacao ao C-P (p < 0, 001) e no grupo EA-GH em relacao ao grupo

EA-P (p < 0,05).
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Figura 1 — Relagao Peso Coracao (g) / Peso Corporal (kg) (PCo / PC) pelo PCo (g)
de ratos controles (C-P), tratados com hormoénio de crescimento (C-GH),
submetidos a estenose aodrtica (EA-P) e submetidos a estenose aoértica tratados
com hormonio de crescimento (EA-GH). Valores expressos em Média + DP com p
< 0,05.

Letras maitisculas representam diferencas entre barras e letras mintisculas diferenga entre linhas.

(A, a) Diferenca significante em relagao ao grupo C-P

(B, b) Diferenga significante em relacao ao grupo C-GH

As concentragoes de IGF-I foram maiores nos animais tratados com GH
comparado com seus respectivos controles (Figura 2). O grupo EA-P apresentou
menor concentracao de IGF-I comparado com o grupo C-P (p < 0, 001). Houve
aumento no indice de fibrose no grupo EA-P comparado com o grupo C-P (p <
0, 001) e o tratamento com GH reduziu esse indice no grupo EA-GH comparado

ao grupo EA-P (p < 0, 001) (Figura 3).
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Figura 2 — Concentracdo de IGF-I circulante no soro de ratos controles (C-P), tratados com
hormoénio de crescimento (C-GH), submetidos a estenose aértica (EA-P) e submetidos a
estenose aortica tratados com hormonio de crescimento (EA-GH).

Valores expressos em Média + DP com p < 0,05.

Letras mintsculas representam diferenca entre barras.

(a) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-P

(c) Diferenca significante em relagao ao grupo EA-P.
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Figura 3 — Indice de fibrose (%) no miocardio de ratos controles (C-P), tratados com
hormoénio de crescimento (C-GH), submetidos a estenose aodrtica (EA-P) e submetidos a
estenose aodrtica tratados com hormoénio de crescimento (EA-GH).Valores expressos em
Média + DP com p < 0,05.

Letras minusculas representam diferenca entre barras.

(a) Diferenca significante em relagio ao grupo C-P

(b) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-GH

(c) Diferenca significante em rela¢do ao grupo EA-P.

A Tabela III mostra que a atividade da enzima OHADH foi mais elevada
apenas no grupo EA-GH comparado com seu controle (p < 0,05). Os grupos

tratados com GH apresentaram elevacido na atividade da enzima LDH



comparado com os controles que nao receberam tratamento. Ja a atividade da
enzima citrato cintase esteve aumentada no grupo C-GH, comparada aos grupos
C-P (p < 0, 005) e EA-GH (p < 0,05). A relacao LDH/CS foi maior no grupo C-
GH comparando com seu grupo controle (p < 0, 001) e a relacaio OHADH/CS
esteve aumentada no grupo EA-GH comparada com os grupos C-GH (p < 0,05)

e EA-P (p < 0,05).

Tabela III - Atividades das enzimas hidroxi-acil coenzima A desidrogenase (OHADH), lactato
desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS) e as relacées LDH /CS e OHADH / CS no miocardio
de ratos controles (C-P), tratados com hormonio de crescimento (C-GH), submetidos a estenose

aodrtica (EA-P) e submetidos a estenose aértica tratados com hormonio de crescimento (EA-GH)

Variaveis / C-P C-GH EA -P EA - GH
Grupos
OHADH 556842366 231,76 +4025 220,39 +£42,15 372,05 + 147,58°
(nmol / mg proteina)
LDH 6842+21,11  11933+2128 75302603 105,69 +27,56°
(nmol / mg proteina)
cs . 167,32 +33,32 225,53 +37,86" 146,78 £ 47,33 165,58 + 39,56b
(nmol / mg proteina)
LDH/CS 0,41 +£0,11 0,53 +0,06" 0,56 £0,24 0,65+0,16
OHADH / CS 1,18 £ 0,25 1,02 £ 0,06 1,47 £0,52 2,27 + 0,82bC

Valores expressos em Média + DP; p < 0,05.
(a) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-P
(b) Diferenca significante em rela¢io ao grupo C-GH

(c) Diferenca significante em relacao ao grupo EA-P.

Na Tabela IV estdao representadas as atividades das enzimas

antioxidantes e as concentracoes de hidroperoxido de lipidio (HP) e substancias



antioxidantes totais (SAT). Nao foram observadas diferencas significantes nas
concentracoes de SAT e na relacao HP / SAT nos grupos estudados, entretanto a
concentragao de HP foi menor no grupo EA-GH comparado com o grupo EA-P
(p < 0,001). A atividade da enzima catalase nao foi diferente entre os grupos
estudados. Ja as atividades da SOD e GSH-Px, quando comparados os grupos
EA-P e EA-GH foram mais elevadas no grupo tratado com GH (p < 0,05 e p < 0,
005, respectivamente), e mais elevadas também em relacao ao grupo C-GH (p <
0,05). A atividade da enzima SOD esteve aumentada no grupo EA-P comparado
com o C-P (p < 0,05) (Fig. 4). A atividade da GSH-Rd foi menor no grupo EA-
GH comparado com C-GH (p < 0, 005) e EA-P (p < 0,05). As relacoes das
enzimas antioxidantes catalase / HP, SOD / HP e GSH-Px / HP sao mostradas
na Figura 5. Apenas o grupo EA-GH, comparado com o grupo EA-P, apresentou
elevacao nestas relacgoes.

O sistema glutationa esta representado nas Figuras 6 e 7. A concentracao
de glutationa oxidada (GSSG) esteve mais elevada nos grupos C-GH (p < 0,05) e
EA-P (p < 0,05), comparados ao grupo C-P e diminuiu no grupo EA-GH
comparado ao seu grupo controle (p < 0,05). A concentracao da glutationa
reduzida (GSH) foi menor nos grupos com estenose, comparados aos seus
respectivos controles. Ja a relacio GSH / GSSG foi menor apenas nos grupos C-

GH e EA-P comparados ao grupo C-P (p < 0,005 e p < 0, 001, respectivamente).



Tabela IV — Concentracoes de hidroperéxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais
(SAT), relacao HP / SAT, atividade das enzimas antioxidantes catalase, super6xido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-PX), glutationa redutase (GSH-Rd) e concentragoes de
glutationa oxidada (GSSG), glutationa reduzida (GSH), relagao GHS / GSSG e relacio catalase /
HP, SOD / HP e GSH-Px / HP CS no miocérdio de ratos controles (C-P), tratados com horménio

de crescimento (C-GH), submetidos a estenose aodrtica (EA-P) e submetidos a estenose adrtica

tratados com hormonio de crescimento (EA-GH)

Variaveis / Grupos C-pP C-GH EA-P EA - GH
HP 193,77 + 54,73 162,49 + 103,19 169,47 + 44,19 99,08 + 45,23°
(nmol / mg tecido)
SAT (%) 31,24 £ 5,66 37,17 £ 16,59 30,30 £ 6,16 34,56 £9,15
HP/SAT 6,33 + 1,86 6,06 + 5,12 6,05 + 2,85 3,30 £ 2,26
Catalase 1,23 £0,13 1,32+0,18 1,27 £ 0,15 1,47 £ 0,27
(nmol/ mg proteina)
SOD 7,34 0,57 7,67 0,55 8,36 + 1,36" 10,02 + 1,70
(nmol/ mg proteina)
GSH-Px 47,70 + 17,58 39,70 + 16,62 35,40 £ 17,20 60,93 + 5,21bC
(nmol/ mg proteina)
GSH-Rd 2,57 £ 1,35 1,46 £ 0,07 2,65 + 1,35 1,13+ 0,15bC
(nmol/ mg proteina)
GSSG 0,68 + 0,14 1,32 +0,45" 0,92 +0,36" 0,86 +0,11°
(nmol / mg tecido)
GSH 12,32+ 1,13 12,70 £ 1,07 10,26 + 1,52% 10,99 + 0,41b
(nmol / mg tecido)
GSH /GSSG 19,04 + 5,05 10,46 + 3,29% 12,02 £2,97% 12,85+ 1,43
Catalase / HP 6,53 + 1,66 9,39 + 5,27 7,54 £ 2,13 12,54 +4,93°
SOD / HP 8,07 +£2,48 11,95+7,94 9,05 + 2,68 14,22 + 6,64°
GSH-Px / HP 444,51 £27497 699,85 £511,97 365,32 + 167,37 902,43+466,13°

Valores expressos em Média + DP; p < 0,05.
(a) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-P
(b) Diferenca significante em relagdo ao grupo C-GH.

(c) Diferenca significante em relacao ao grupo EA-P.
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Figura 4 — Atividade das enzimas antioxidantes (nmol / mg proteina) super6xido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PX) no miocardio de ratos controles (C-P), tratados com
hormonio de crescimento (C-GH), submetidos a estenose adrtica (EA-P) e submetidos a
estenose aortica tratados com hormoénio de crescimento (EA-GH). Valores expressos em Média
+ DP com p < 0,05.

Letras mintsculas representam diferenca entre linhas.

(a) Diferenca significante em relagéo ao grupo C-P

(b) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-GH

(c) Diferenca significante em relacdo ao grupo EA-P.
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Figura 5 — Relacoes entre catalase / hidroperoxido de lipidio (HP), superéxido
dismutase (SOD) / HP e glutationa peroxidase (GSH-Px) / HP* no miocardio de
ratos controles (C-P), tratados com hormoénio de crescimento (C-GH),
submetidos a estenose aodrtica (EA-P) e submetidos a estenose aoértica tratados
com hormonio de crescimento (EA-GH).

Valores expressos em Média + DP com p < 0,05.
Letras mintisculas representam diferenca entre barras.

(c) Diferenca significante em relagio ao grupo EA-P.

*A relagdo GSH-Px / HP esta dividida por 100.
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Figura 6 — Concentragio de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), em
nmol/mg tecido, no miocardio de ratos controles (C-P), tratados com hormonio de
crescimento (C-GH), submetidos a estenose aértica (EA-P) e submetidos a estenose aértica
tratados com hormoénio de crescimento (EA-GH). Valores expressos em Média + DP com p
< 0,05.

Letras mintsculas representam diferenca entre linhas.

(a) Diferenca significante em relagio ao grupo C-P

(b) Diferenca significante em relacdo ao grupo C-GH
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Figura 7 — Relagao entre concentracao de glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG), no miocardio de ratos controles (C-P), tratados com hormoénio de
crescimento (C-GH), submetidos a estenose aértica (EA-P) e submetidos a estenose
aortica tratados com hormonio de crescimento (EA-GH). Valores expressos em
Média + DP com p < 0,05.

Letras mintsculas representam diferenca entre barras.

(a) Diferenca significante em relacao ao grupo C-P

Discussao

Desde o primeiro trabalho feito por Huchard, em 1985, mostrando a relagao entre
o sistema cardiovascular e o GH, varios pesquisadores vém estudando a agdo desse
hormonio em problemas cardiacos. Embora j4 esteja clara a interacdo GH e coragao, os
resultados para o tratamento de cardiopatias com hormonio de crescimento sao
conflitantes (PEREZ-BERBEL et al., 2007). Alguns trabalhos apontam para uma
melhora da funcao cardiaca (YANG et al., 1993; FAZZIO et al., 1996; CITTADINI et al.,
1997; TIVESTEN et al,, 2000) enquanto outros trabalhos nao encontraram efeitos
benéficos no coracao apos o tratamento com GH (OSTERZIEL et al., 1998; ACEVEDO
et al., 2003). Deve-se, entretanto, notar que o maior problema em relagdo a IC esta
durante realizacao de exercicios fisicos (WILSON et al., 1984; WEBER et al., 1982), o

que foge dos objetivos deste estudo.



Embora haja grande niimero de trabalhos mostrando a importancia do GH para o
coracdo e muitos ainda indiquem um efeito terapéutico na IC, pouco se sabe sobre a
influéncia desse hormoénio na atividade de enzimas marcadoras do metabolismo
energético do coragdo com IC, secunddria a estenose adrtica. Desta forma este trabalho
objetivou verificar os efeitos metabdlicos e relacionados com o EO no tratamento com a
dose de 1mg/kg de GH em ratos com IC secundaria a estenose aortica.

O tratamento com GH isolado ndo aumentou o ganho de PC, semelhante a outros
trabalhos (TAJIMA et al.,, 1999; CITTADINI et al. 2003). Embora o GH seja um
hormoénio anabdlico, a dose utilizada neste trabalho é considerada baixa. Trabalhos
com doses mais altas encontraram aumento significante no PC (HONGO et al., 2001,
BRUEL et al., 1999; GRIMM et al., 1998; CITTADINI et al., 1996). Os animais do grupo
EA-P tiveram uma reducao do seu PC final embora nao tenha sido estatisticamente
significante. Isso se deu pelo alto desvio padrao desta variavel. Todos os animais com
EA foram agrupados de acordo com as variaveis ecocardiograficas, em EA grave
(MOREIRA et al. 2006), entretanto, eram bastante heterogéneos em relacao a idade,
explicando assim, o elevado desvio padrao. Quando analisados os animais do grupo
EA-GH é possivel notar o efeito da EA na reducao do peso corporal.

O tratamento com GH nao elevou o PCo bem como a relagio PCo/PC nos animais
controle e com EA, em acordo com outros autores (YANG et al., 1993; TANAKA et al.,
1998; TAJIMA et al. 1999), mostrando que o GH, nesta dose, nao causou hipertrofia
cardiaca sendo, portanto, uma dose segura. Ji4 os grupos com EA apresentaram
aumento no PCo e na relacdo PCo/PC, evidenciando uma possivel resposta hipertrofica
cardiaca (ISGAARD et al. 1997; TANAKA et al., 1998) causada pela estenose, e que nao
foi agravada pelo tratamento com GH.

A manutencao no ganho de peso e no PCo nos animais que receberam GH foi
associada a dose de GH utilizada neste trabalho. Cittadini et al., (1996) utilizando uma
dose maior de GH mostraram uma resposta hipertrofica cardiaca. Embora a dose

utilizada tenha sido inferior a outros trabalhos pode-se confirmar a agdo do GH através



da producdo aumentada de IGF-I, nos animais que receberam o tratamento. A
concentracao diminuida de IGF-I nos animais com IC supde uma possivel resisténcia a
acao do GH na IC, em acordo com outros trabalhos (ISGGARD et al., 1997). Uma vez
que o IGF-I é um efetor importante das acoes do GH, essa reducao explica, ao menos
em parte, as alteracoes no grupo EA-P.

Caquexia, que muitas vezes acompanha a IC (ABEL et al., 1976), é um estado no
qual ocorre alto grau de catabolismo, com deplecao das reservas protéicas e perda de
peso (ANKER et al, 1997). Embora os resultados nao permitam afirmar esse
desequilibrio entre anabolismo e catabolismo, esse fato poderia explicar a reducao da
porcentagem de proteina no grupo EA-P (SPINALE et al., 1995; EBLE et al., 1997).
Essa reducao também ocorreu no grupo EA-GH, mostrando novamente a influéncia da
EA no balanco metabdlico do coracdo. Surpreendentemente, o GH ndo conseguiu
aumentar a concentracao de proteina miocardica uma vez que ja estd bem estabelecida
sua propriedade anabodlica (HJALMARSON et al., 1969; TANAKA et al., 1998). Isso se
deve a dose utilizada, embora nao seja possivel descartar a idéia de que o coracdo dos
animais, por estarem em IC por um tempo prolongado, nao responda da mesma forma
ao tratamento com GH. RYOKE et al., (1999) mostraram que diferentes estagios de IC
respondem de forma distinta ao tratamento com GH. Cabe também ressaltar que as
proteinas quantificadas neste estudo sdo as proteinas soltiveis e nao proteinas
estruturais que seriam influenciadas pelo efeito anabélico do GH.

A fibrose miocardica é considerada um determinante biologico associado com um
mau prognostico na IC (BRUTSACRT et al., 1989; CITTADINI et al. 2003). Aumento
na concentracdo de colageno no coracdo foi demonstrado em varios modelos de
hipertrofia cardiaca (LIMOTO et al. 1988; MEDUGORAC et al., 1980; BRUEL et al.
1999). Concordando com outros estudos (CITTADINI et al. 2003; GRIMM et al., 1998)
houve um aumento do indice de fibrose (IF) no grupo EA-P comparado com seu
controle e esse indice reduziu significantemente no grupo EA-GH. BRUEL et al., (1995)

mostraram que o GH influencia o metabolismo de colageno no tecido cardiaco. Em



alguns trabalhos o GH elevou o peso do coracdo sem levar a um aumento significante
na fibrose miocardica (CITTADINI et al., 1996, STROMER et al,, 1996). Algumas
hipo6teses poderiam explicar a reducao do IF no grupo tratado com GH: 1) o efeito
antiapoptoético do GH e/ou IGF-1. Embora a apoptose nao cause diretamente fibrose, o
espaco deixado pela morte celular pode ser preenchido com fluido intersticial seguido
de fibrose (CITTADINI et al., 2003); 2) GH e/ou IGF-I podem reduzir a sintese ou
aumentar a quebra de colageno e fibronectina (GRIMM et al., 1998); 3) o tratamento
com GH leva a uma hipertrofia dos cardiomi6citos nas areas nao-infartadas,
diminuindo assim o estresse de parede diastolico (OLIVETTI et al., 1991). Dessa forma,
o0 GH ou o IGF-I agiria de uma forma preventiva sobre o processo fibrotico (BERANCK,
1999).

Embora a estenose “per se” ndo tenha alterado as enzimas marcadoras do
metabolismo cardiaco analisadas neste estudo, o tratamento com GH elevou as
atividades enzimaticas semelhantemente ao grupo C-GH.

O grupo C-GH apresentou elevacao nas atividades da enzima LDH e CS,
marcadoras do metabolismo anaero6bico e aerdbico, respectivamente. Segundo Stainsby
& Brooks (1990) altas concentracoes de lactato formadas no citosol, em sitios distantes
das mitocOndrias, sao levados a sitios proximos dessas organelas por diferenca de
concentracdo. Esse excesso de lactato é oxidado a piruvato, mantendo constante a
relacio NADH/ NAD+ para a manutencdo das reacdes celulares mitocondriais (via
lancadeira do aspartato / malato), explicando assim o aumento da atividade da enzima
LDH. O piruvato formado entra nas mitocondrias através de carreadores de membrana
especificos (PYR e MCT1) e é entao oxidado para entrar no ciclo de Krebs, elevando

assim a atividade da enzima citrato sintase (Esquema III).
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Uma hipoétese alternativa é o desvio intracelular do lactato proposto por Gladden

(2001) (Esquema IV), na qual o lactato produzido no citosol, pela atividade de uma

isoenzima da LDH, entra na mitocondria diretamente e entdao é oxidado novamente a

piruvato, entrando assim no ciclo de Krebs, gerando os equivalentes redutores para as

reacoes produtoras de energia. Ambas as hipoteses explicam o aumento das atividades

da CS e LDH induzidas pelo GH.

O grupo EA e que recebeu o GH apresentou elevacao nas atividades da LDH e f3-

OH e reducdo na atividade da enzima marcadora do metabolismo aeré6bico, CS.

Dentre as agOes exercidas pelo GH esta a lipolise (JORGENSEN et al., 1993,

KOUSTA et al., 2000). Com a liberacao de acidos graxos para a corrente sanguinea

ocorre aumento da oxidacao de acidos graxos, elevando a atividade da enzima [3-OH no

grupo EA-GH, bem como a relagio OHADH/ CS.
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Sabe-se que a oxidacao de AGs leva a uma maior producao de citrato e esse é um
inibidor alostérico da enzima fosfofrutokinase (PFK-1), desta forma reduzindo a
velocidade da via glicolitica, portanto menos piruvato estaria sendo formado via
glicolise. Aumento na disponibilidade de lipidios também eleva a atividade da enzima
piruvato desidrogenase (PDH) quinase, que por sua vez fosforila o complexo PDH,
tornando-o inativo (CARVAJAL e MORENO-SANCHEZ, 2002); desta maneira o
piruvato formado na via glicolitica é desviado para a reducao até lactato, explicando o
aumento da atividade da LDH a partir do aumento da oxidacao de lipidios.

A reducao da atividade da enzima CS no grupo EA-GH pode ter sido causada pela
baixa concentracao de oxigénio que chega até o coracao com IC. A producao de energia
na cadeia transportadora de elétrons é bastante sensivel a altera¢oes nas concentragoes
de O., desta forma condicoes de hipoxia diminuiriam a atividade da CS, reduzindo
assim a producao de energia via metabolismo aerébico. Uma vez que o GH é um
hormonio com atividade anabdlica, isto é, promove reacoes que necessitam de energia,
e essa energia requer suprimento de O. adequado, a reducdo na atividade da CS

ocorreu apenas no grupo que recebeu o GH e nao no grupo EA-P. Trabalhos recentes



tém apontado para os efeitos energéticos benéficos da producao de lactato e piruvato
no coracao (GLADDEN, 2004; MALLET et al., 2005), desta forma o GH, corroborando
com estes trabalhos, levaria a efeitos benéficos em relacdo ao metabolismo energético
cardiaco.

Embora os efeitos metabdlicos causados pelo aumento da oxidacdo de acidos
graxos nao tenha prejudicado a producdo de energia miocardica, uma das
conseqiliéncias do aumento da [-oxidacao é a formacao indireta de triacilglicerol. Em
condicoes de isquemia ha uma diminuicao da atividade da enzima CS, desta forma
menos acetil-CoA ¢é oxidado no ciclo do citrato. O excesso deste intermediério oriundo
tanto da via glicolitica, como da B-oxidacao é devolvido ao citosol, formando malonil-
CoA, que por sua vez inibe a atividade da enzima carnitina-acil-transferase 1 (CAT-1),
responsavel pela entrada de acil-CoA formado a partir dos AGs. Desta forma ha um
mecanismo de feedback negativo que eleva a formacao de triacilglicerol miocardico,
sendo um substrato altamente susceptivel ao ataque pelos RLs (Esquema V). Neste
trabalho nao foram quantificadas as concentracoes de triacilglicerol miocardico.

O GH, neste estudo, apresentou efeitos benéficos em relacdo aos parametros
oxidativos do coracao com estenose aortica.

O GH no grupo C nao elevou a concentracio dos marcadores do estresse
oxidativo, HP, SAT e relacao HP/SAT, o que mostra que nesta dose o GH nao causou
efeitos deletérios no miocardio. A tnica alteracao causada pelo GH foi a diminuicao da

relacdo GSH/GSSG, causada unicamente pelo o aumento do GSSG.
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Embora o grupo EA-P também nao tenha apresentado elevacao do HP, SAT e
HP/SAT, neste grupo ocorreu reducao na relacio GSH/GSSG, tanto pelo aumento da
GSSG como pela diminuicao da GSH. A relagao diminuida GSH/GSSG (DE LA CRUZ et
al., 1999), associada com a elevacao da enzima antioxidante SOD, indica um dano
maior causado pelos RLs, devido a IC. Embora tenha ocorrido aumento no EO no
grupo EA-P, em acordo com outros trabalhos (BELCH et al., 1991; McMURRAY et al.
1993; KEITH et al., 1998), a manutencao nos niveis de HP pode ser decorrente da
protecao causada pelo aumento adaptativo (SINGAL & KIRSHENBAUM, 1990) da
atividade da enzima SOD. Esta enzima promove a dismutacao do O.- até H,O., evitando
os danos causados por esse RL. J& a producao de H.O, é neutralizada pelo sistema das
glutationas, tanto enzimaticamente como diretamente. A glutationa reduzida é um
tripeptideo tiolico (y-glutamilcisteinilglicina) com agdo antioxidante através da doacao

de hidrogénio, convertendo-se em GSSG, desta forma reduzindo a acdo das EROs.



Neste estudo, no grupo EA-P nao houve alteracao das enzimas GSH-PX e GSH-Rd,
mostrando que o H.O. foi neutralizado pela acao direta da GSH.

O grupo com EA que recebeu o tratamento com GH teve reducdo nos niveis de
HP, apontando para o efeito protetor do GH. Essa reducao esta associada com o
aumento das relacoes SOD/HP, catalase/HP e GSH-Px/HP, mostrando o efeito redutor
de EO do GH. Segundo Oteiza et al. (1997) a relacdo entre os sistemas
antioxidantes/oxidante deve ser considerada como sendo mais representativa que o
valor absoluto das atividades enzimaticas, embora neste estudo as atividades absolutas
das enzimas superéxido dismutase e glutationa peroxidase também tenham aumentado
no grupo tratado e com EA. A atividade aumentada da SOD no grupo EA-GH
comparada com o grupo EA-P pode estar relacionada com o aumento da producao de
O, causado pelo GH (ROLLO et al., 1996), desta forma, o coracdo necessitaria de uma
maior protecado para evitar os efeitos nocivos deste RL.

No grupo EA-GH, a atividade elevada da SOD levou a maior producao de H.O.,
entretanto este foi neutralizado pela atividade da enzima GSH-Px, comprovado pela
diminuicdo na concentracdo de GSH. J4 a diminuic¢do na concentracdo de GSSG, bem
como reducdo na atividade da GSH-Rd, enzima que converte a forma oxidada da
glutationa a forma reduzida, podem estar associadas com uma diminuicao da via do 6-
fosfogliconato (ou desvio da hexose-fosfato). Sabe-se que essa via é de importancia
relevante na producao de compostos redutores, como o NADPH, que por sua vez sao
doadores de elétrons para a reducdao da GSSG a GSH (Esquema VI), reacao catalisada
pela GSH-Rd, explicando desta forma, a diminuicdo da atividade enzimatica, que
mesmo assim, conseguiu reduzir GSSG a GSH de forma eficiente, evitando o EO.

Ainda em relacao a manutencao na concentracao de HP no grupo com estenose,
uma das hipoteses para explicar tal fato esta relacionada com o efeito antioxidante do
piruvato (MALLET et al., 2005), o qual é capaz de formar CO. e H,O a partir do H.O,,

produzindo assim acetato.
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Esquema VI — Interagdo entre o desvio das pentoses e o sistema das glutationas.

Os resultados obtidos indicaram, portanto, que os antioxidantes ndo enziméticos
contribuiram consideravelmente para impedir a elevacdo no HP miocardico no grupo

EA-P.

CONSIDERACOES FINAIS.

O hormonio de crescimento desperta bastante interesse como uma terapéutica
complementar para algumas doencas cardiovasculares.

Embora haja resultados conflitantes sob a eficicia e a forma de acdo do GH no
tratamento da IC, varias explicagoes foram propostas para a melhora da funcao
cardiaca apos o tratamento com GH. Fazio et al.,, (1996) e Genth-Zotz et al., (1999)
mostraram melhora da funcdo ventricular esquerda. Dentre alguns possiveis
mecanismos de acdo deste hormonio, podem ser citados a capacidade de: diminuir a
resisténcia vascular periférica, aumentar a capacidade geradora de forca dos
miofilamentos cardiacos aumentando a fun¢do contratil, preservar a integridade dos
canais sarcoplasmaticos de Ca2*, evitar a fibrose miocardica das &reas saudaveis do
coracdo, diminuir a apoptose celular e aumentar a sintese protéica cardiaca levando a
uma hipertrofia ventricular benéfica (FERRARI et al., 1990; STROMER et al. 1996;
NISHIYAMA et al., 1998; UEYAMA et al., 1998; GRIMM et al., 1998; TAJIMA et al.,
1999; HOUCK et al., 1999; CECONI et al., 2003).

Este estudo mostrou que o GH também é capaz de modular enzimas importantes

relacionadas com o metabolismo cardiaco, bem como alterar as atividades de algumas



enzimas antioxidantes, uma vez que ja esta bem estabelecido o papel crucial do EO no
desenvolvimento e na progressao de varias doencas cardiacas, e também a importancia
da manutencdo de vias metabdlicas integras para o correto funcionamento do coracao,
este trabalho aponta para outros possiveis caminhos, como a reducao na producao de
radicais livres, pelos quais o GH poderia levar a uma melhora da funcao ventricular

esquerda e, como conseqiiéncia, do prognoéstico da IC.
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