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INTRODUCAO

A BIOQUIMICA DO ENVELHECIMENTO E OBESIDADE

O presente trabalho teve como objetivos, avaliar o efeito do envelhecimento e
da obesidade, induzida por dieta, em parametros bioquimicos, morfométricos e
enzimaticos em ratos, bem como determinar os efeitos do hormoénio de
crescimento (GH) nos mesmos.

Para atender aos objetivos propostos o estudo foi divido em trés capitulos. O
primeiro capitulo teve como objetivo comparar perfis bioquimicos,
morfométricos e calorimétricos entre animais jovens, controles e obesos, com
animais velhos, controles e obesos, evidenciando desta maneira os efeitos do
envelhecimento e da obesidade induzida por dieta.

No segundo capitulo foram avaliados os efeitos do GH em ratos Wistar
considerados jovens. Este trabalho foi publicado na revista Hormone and
Metabolic Research (v.42; pag 496-501, 2010)(conceito Capes — A2).

No terceiro capitulo do estudo, foram determinados os efeitos do GH em
animais considerados velhos. Este trabalho foi enviado para publicacdo na
revista Hormone and Metabolic Research (conceito Capes — A2) e esta sob

revisdo para aceite.
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CAPITULDO 1

EFEITOS DO ENVELHECIMENTO, EM RATOS
WISTAR CONTROLES E OBESOS, EM PARAMETROS
CALORIMETRICOS, PERFIL LIPIDICO, ESTRESSE
OXIDATIVO, GLICEMIA E METABOLISMO
ENERGETICO CARDIACO.



INTRODUCAO.

O envelhecimento deve ser entendido como um processo biolégico natural e
inevitavel, que ocorre em todos 0s organismos vivos. Na espécie humana ainda muito
se discute o “quando” uma pessoa é considerada idosa. Segundo a OMS, 60 ou 65
anos, ou mais, é a idade adotada, na maioria dos paises desenvolvidos, para a pessoa
ser considerada como idosa (GORMAN, 1999). Embora um consenso ainda esteja
longe de ser admitido, € evidente que a populacdo humana vem experimentando um
aumento consideravel de individuos com idade avancada. O gréafico abaixo mostra
dados relativos ao aumento de pessoas com mais de 60 anos no decorrer das décadas.
A estimativa é que para 0s anos seguintes, esse aumento se torne ainda mais

perceptivel.

Figura 1 — Estrutura relativa, por sexo e idade — Brasil — 1940/2050



Mais importante do que pessoas viverem mais € pessoas viveram mais e melhor.
Para tanto muito esforco tem sido feito no que se refere a prevencgao e/ou tratamento
de problemas de satde que acompanham o avancar da idade.

Ha vérias teorias que propdem explicar o envelhecimento, que de uma forma geral
podem ser agrupadas em “teorias de programacao” (teoria do relégio biolégico, teoria
do numero limitado de proliferacdo celular) e “teorias de erros” (teoria das
patologias, teoria dos radicais livres, teoria das taxas metabdlicas) ou mesmo uma
combinacgdo das duas (MEDVEDEV 1990; SEMSEI 2000; WEINERT & TIMIRAS
2003; VINA et al., 2007). O papel do metabolismo no envelhecimento é explicado
pela teoria das taxas metabdlicas, que sugere que animais com uma elevada taxa
metabodlica, apresentam menor expectativa de vida. A teoria, mundialmente
discutida, dos radicais livres leva em conta a taxa metabdlica e o envelhecimento
(DESAI et al.,2010). Sabe-se que as mudancas na composi¢ao corporal sdo devido as
alteracdes no balanco energético, com o balancgo positivo levando ao ganho de peso e
com o balango negativo, levando a perda de peso. Durante o envelhecimento tende a
ocorrer uma diminuicdo no gasto energético, o que poderia contar para o
desenvolvimento da obesidade (ST-ONGE, 2010). A geracdo de compostos quimicos
reativos, que advém de processos fisioldgicos e que se acumulam com o tempo, perfaz
o ponto de ligacéo entre o envelhecimento e as espécies reativas do oxigénio (EROs).

EROs ou radicais livres (RL) sdo moléculas altamente reativas por apresentarem
um namero impar de elétrons no seu orbital. Esses compostos podem reagir com
varios componentes celulares, como proteinas, lipidios, DNA e outras biomoléculas,
alterando suas estruturas e fungdes. Os organismos contam com sistemas de defesa
contra a acdo nociva desses RLs. Sistemas enzimaticos, superoxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e redutase (GSH-Rd), e ndo enzimaticos,

glutationa, ascorbato, melatonina, bilirrubina, tocoferol e carotendides,



contrabalanceiam os danos causados pelos RLs (GILCA et al., 2007). O desequilibrio
entre substancias pro-oxidantes e antioxidantes, com elevacéo dos sistemas oxidantes
€ chamado estresse oxidativo (EO) (DESAI; WU, 2008). A interrelacdo entre EO e
metabolismo é que grande parte da geracdo de RLs ocorre fisiologicamente em
processos fundamentais para 0 organismo, tais como, na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial, reacdo de Fenton ndo mitocondrial, sintese de éxido nitrico,
citocromo P450 microssomal, [-oxidacdo, “burst” respiratério das células
fagocitérias, entre outros (GILCA et al., 2007). Desta maneira torna-se praticamente
impossivel dissociar a geracdo de RLs com o desenvolvimento natural de um ser vivo.

Dentre o0s problemas de salde que acometem o0s idosos, problemas
cardiovasculares sdo disparados os mais frequentes, sendo a insuficiéncia cardiaca
(IC) o estagio final comum que eleva o niumero de Obitos e comorbidades nesta
populacdo (JUGDUTT et al., 2010).

O musculo cardiaco contém grande quantidade de mitocéndrias, possui elevada
taxa de consumo de oxigénio e é caracterizado pela elevada capacidade oxidativa
(BASS et al., 1969), sendo portanto suscetivel a sofrer varios tipos de injuria que

poderdo levar a IC (Figura 1).
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Figura 2. Evolucdo da insuficiéncia cardiaca que acompanha o envelhecimento.
Insuficiéncia cardiaca (IC) é considerada uma doenga progressiva que contribui para o

aumento da mortalidade e comorbidades em individuos idosos. VE — ventricular esquerda.

Adaptado de Jugdutt, 2010.

Dentre os fatores de risco para doencas cardiovasculares, tanto a idade como a

obesidade sdo importantes contribuintes para a progressao da doenca (Tabela 1).



Tabela 1 — Fatores de risco para o desenvolvimento de problemas cardiovasculares mais

comuns. * Fatores importantes para a progressao da IC.

Fatores de Risco

Idade *
Fatores Genéticos
Dieta
Tabagismo
Sedentarismo
Stress*
Dislipidemia
Diabetes Tipo 2*
Obesidade*
Sindrome Metabdlica

Hipertensao*

Adaptado de Jugdutt, 2010.

A obesidade pode ser definida como um dano multifatorial que se desenvolve
através da associacdo entre fatores genéticos e ambientais. Entretanto, o rapido
aumento na sua incidéncia tem sugerido que o estilo de vida constitui o principal
fator para a ocorréncia da obesidade. Estimativas da organizacdo mundial da saude
sdo de que para o ano de 2015, aproximadamente 2.3 bilhdes de pessoas apresentem
sobrepeso e haja mais de 700 milhdes de obesos no mundo (WHO, 1998). Embora o
fator genético seja um importante parametro a ser levado em conta, esti cada vez
mais claro que, os habitos alimentares, bem como a diminuic¢éo das atividades fisicas,
sejam fatores relevantes a serem considerados (ASTRUP et al,1994; LISSNER,1995).
Em ratos jovens, quando a energia ingerida excede as necessidades bésicas do

organismo, a taxa metabdlica tende a aumentar de forma a regular o gasto energético,



liberando energia excedente na forma de calor (IOSSA et, 1995, 1997), entretanto,
tanto em humanos quanto em roedores, este controle se perde levando a um aumento
da gordura corporal e a obesidade no avancar da idade (BARZILAI; ROSSETI, 1995;
IOSSA et al, 2003). Esse descontrole metabdlico fica claro quando se observa que
mesmo animais velhos recebendo dieta com baixa quantidade de &cidos graxos,
tendem a obesidade (BARZILAI; ROSSETTI 1995). Estudos apontam para uma
relagdo entre maior risco cardiovascular e aumento da gordura corporal (total,
subcutanea ou visceral) (REXRODE et al, 1998; BAIK et al, 2000; ATTALLAH et al,
2006).

O tipo de dieta ocidental, rica em agucar e gordura, vem contribuindo muito para o
aumento da obesidade ao redor do mundo. O aumento de lipidios circulantes eleva os
riscos para problemas associados a obesidade, tais como, diabetes tipo 2,
hipertensdo, sindrome metabodlica, entre outros. Desta forma fica evidente a
associacdo entre envelhecimento e obesidade, na qual ambos o0s processos
compartilham caracteristicas semelhantes e que muitas vezes se sobrepéem. O
objetivo deste trabalho foi, portanto, determinar parametros calorimétricos,
morfomeétricos e relacionados com o metabolismo energético cardiaco em animais
considerados jovens e velhos, obesos e controles, e desta forma elucidar possiveis

consequéncias da obesidade e envelhecimento nos fatores de risco cardiovasculares.



METODOLOGIA

e ANIMAISEDIETA
O procedimento experimental foi aprovado pelo comité de FEtica na

Experimentac¢édo Animal, Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu.

Foram utilizados 64 ratos machos Wistar, sendo 32 ratos adultos jovens de 75 dias
de idade e 32 ratos com idade avancada de 510 dias de idade (CASTILLO et al.,
2005). Os animais eram provenientes do Biotério Central da UNESP “Campus de
Botucatu” e foram transferidos para o “Laboratério de Bioquimica na
Experimentacdo Animal”, do Departamento de Quimica e Bioquimica, 1B, UNESP,
Botucatu, onde permaneceram durante todo o periodo experimental. Os animais

foram mantidos em gaiolas de plastico individuais recebendo dieta padréo

e GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais de cada faixa etaria foram divididos em 2 grupos (n=8).

GRUPO COM RATOS JOVENS

JC — animais considerados jovens, mantidos com ragdo padréo e agua ad libitum.

JH- animais considerados jovens, mantidos com racdo contendo elevada
concentracdo de sacarose e colesterol e solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de

beber ad libitum.

O grupo JC, considerado controle, recebeu racao padrédo (Biobase, 9301, SIF n® SC
— 25035, Brasil) e agua ad libitum durante todo o experimento. Os animais do grupo
JH, foram mantidos com racdo contendo elevada concentracdo de sacarose e

colesterol e receberam solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber, para
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induzir obesidade. Esta dieta foi mantida até o fim do experimento. O periodo total

de experimento foi de 75 dias.

GRUPO COM RATOS DE IDADE AVANCADA

VC — animais considerados velhos, mantidos com racéo padréao e agua ad libitum.

VH- animais considerados velhos, mantidos com racdo contendo elevada
concentracdo de sacarose e colesterol e solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de

beber ad libitum.

O grupo velho (V) VC, considerado controle, recebeu racédo padrao (Biobase, 9301,
SIF n® SC — 25035, Brasil) e 4gua ad libitum durante todo o experimento. Os animais
do grupo VH, foram mantidos com racéo contendo elevada concentracdo de sacarose
e colesterol e receberam solugdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber, para
induzir obesidade. Esta dieta foi mantida até o fim do experimento. O periodo total

de experimento foi de 75 dias.

e PARAMETROS NUTRICIONAIS

A ingestdo alimentar foi controlada diariamente, no mesmo horério (9:00 as 11:00
horas). Foi oferecida uma quantidade conhecida de racdo. ApGs o periodo de 24 horas
0 restante foi pesado, permitindo a determinacdo do consumo alimentar de cada
animal de cada grupo. O consumo de agua e de solucBes de sacarose ingeridas por
animal, foi determinado a cada 3 dias, podendo-se quantificar a agua e solucdes de

sacarose por dia, por animal. O peso corporal foi determinado semanalmente.

Com base na energia ingerida e o peso corporal foi calculada a eficiéncia alimentar (EA)

(%) = (ganho de peso/energia ingerida) x 100 (NOVELLI et al., 2002; DINIZ et al., 2005) .
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e PREPARO DAS RACOES

Para inducdo de obesidade foi preparada racdo com elevada concentracdo de
colesterol e sacarose. Esta foi obtida pela trituracéo do farelo da ra¢éo padréo (Biobase,
9301, SIF n°® SC — 25035, Brasil) até formacado de farelo homogéneo. A seguir, foram
adicionados para cada 1000g do farelo da racédo 12,339 de colesterol cristalino, 1,23g de
acido colico (COSTA, et. al., 1993), 131,01g de sacarose e 84,77mL de 6leo de soja
(REEVES, 1997; QUILES et al., 2003). A mistura foi homogeneizada com 230mL de
agua quente (inferior a 60°C), e colocada em maquina especifica para formacao de
"pellets”. Estes foram secos em estufa com ar circulante por um periodo de 24h, em
temperatura inferior a 70°C. Ap0s secos, a racdo foi deixada a temperatura ambiente
para esfriar durante 24h, e conservada em camara fria a 6°C. A validade da racéo
preparada era de 3 meses. A dieta rica em colesterol e sacarose utilizada apresentava
3,64 Kcal/g de energia metabolizavel, sendo 0,61Kcal/g proveniente de proteinas,
1,06Kcal/g de lipidios e 1,73Kcal/g de carboidratos, comparada com a dieta padrédo que
apresentava 3,00Kcal/g sendo 0,79Kcal/g proveniente de proteinas, 0,39Kcal/g de

lipidios e 1,57Kcal/g de carboidratos.

e CALORIMETRIA: METABOLISMO BASAL E UTILIZACAO DE
SUBSTRATO ENERGETICO
Apos 70 dias de periodo experimental, foi realizada a calorimetria indireta nos
animais em condicdo de jejum de 12h, para que no momento da determinagdo o
glicogénio muscular e hepético tenha sido depletado (COMMERFORD et al., 2000).
Foi utilizada cAmara metabolica para sistema respiratorio animal (CWE, Inc, St. Paul,
USA), com medidas obtidas através de programa especifico (software MMX, CWE,

Inc., USA). ApGs adaptacdo dos animais a camara metabdlica durante 7 dias, 10
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minutos/dia, cada animal foi colocado na cAmara metabdlica permanecendo durante
10 minutos em repouso com fluxo de ar constante.

Foram determinados o metabolismo basal, o consumo de Oz (VO_) e a producéo
de CO, (VCOy,). A oxidagdo de carboidratos e de lipidios foi calculada tendo como
base o quociente respiratorio (QR = VCO2/VO;) (STROHL et al., 1997), bem como os
volumes de oxigénio consumido (LABAYEN et al., 1999): Oxidac¢&o de carboidrato =
VO, x (RQ — 0.707)/0.293 x 0.746; Oxidacéao de lipidio = VO2 x (1 — RQ)/0.293 x
0.746. Onde VO2 é medido em I/min, 1,00 é o QR para a oxidacdo total de
carboidrato, 0,707 é o QR para a oxidacgao total de lipidios, 0,293 é a diferenca entre
1,000 e 0,707, 0.746 é o numero de litros de oxigénio consumido por g de glicose

oxidada.

e DETERMINACAO DA GLICEMIA E DO TESTE ORAL DE TOLERANCIA A
GLICOSE

A glicemia foi determinada apos 60 dias de tratamento com os animais em jejum

(12h), atraves do glicosimetro Boehringer Mannheim, Eli Lilly, SP, Brasil. Ao final do

experimento, apos 75 dias de periodo experimental, foi realizado o teste oral de

toleréncia a glicose (TOTG). Para tanto foram determinadas a glicemia de jejum (12-

14 horas), e de 30, 60 e 120 minutos ap6s administracdo de solu¢do aquosa de glicose

20% (29/Kg) pela via oral (intra-géastrica).

e AVALIACAO HORMONAL
Com o objetivo de avaliar o status hormonal, relacionado ao eixo GH/IGF-I, apds
75 dias de periodo experimental, foram dosadas as concentracdes sericas de IGF-1, a

partir do sangue coletado pela veia caudal, nos grupos experimentais. As dosagens
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foram feitas no mesmo ensaio, empregando-se a metodologia de ELISA (rat/mouse

IGF-1 ELISA), IDS AC18F1 — Immunodiagnostic Systems Ltd).

e OBTENCAO DAS AMOSTRAS, DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Apobs 75 de experimento e apds o TOTG, os animais foram anestesiados (pentobarbital
sédico 3%, 0,ImL, i.p.) para realizacdo das analises morfométricas, que incluiram a
circunferéncia abdominal, bem como o comprimento corporal total (exceto cauda). Foi
calculado o indice de massa corporal (IMC) (g/cm?2) = peso corporal/comprimento
corporal? e o indice de Lee (g/cm) = raiz cubica do peso corporal/ comprimento corporal
(BERNARDIS, 1970).

Os animais foram a seguir, eutanaziados por decapitacdo. Foram quantificados os
depdsitos de gordura visceral, epididimal e retroperitoneal, fornecendo assim o indice
de adiposidade (1A):

IA (%) = Gordura Total/Peso Corporal x 100 (WOODS et al., 2003).

e LIPIDEMIAE LIPOPROTEINAS

Triacilglicerois foram determinados enzimaticamente na presenca de lipase
lipoproteica, glicerolquinase, glicerol fosfato oxidase, ATP e peroxido de hidrogénio
(MOURA, 1982). A LDL-colesterol foi obtida segundo célculo de Friedewald et al.
(1972). O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colestrol oxidase
(MOURA, 1982) com hidrolise enzimatica prévia dos ésteres, mediante uma lipase.
As lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) séo precipitadas
seletivamente pelo &cido fosfotungstico. No sobrenadante ficam as HDL

determinadas pelo colesterol ligado a elas (LOPES VIRELLA et al., 1977).
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e ANALISES MIOCARDICAS

O coracdo foi imediatamente retirado, lavado em solucdo salina gelada (NaCl
0.9%) e o ventriculo esquerdo (VE) retirado, sendo separadas amostras de 200mg de
cada VE, as quais foram armazenadas em freezer a —86°C, para utilizacdo posterior.

A determinacdo do glicogénio miocardico foi realizada ap6s homogeneizacao de
amostras de 200mg do VE, em tampéo fosfato de sédio 0,1M pH7,4 (200mg/5mL)
em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000
rpm e o sobrenadante utilizado para determinacéo da glicose livre. Apds tratamento
com 3.5 U de amiloglicosidase, foi determinada a concentracéo de glicose liberada. A
concentracao de glicogénio foi obtida subtraindo-se as concentracdes de glicose livre
das respectivas concentragdes de glicose liberadas (Roehrig & Allred, 1974). Também
foi determinada a concentracdo de triacilglicerol no tecido cardiaco (BLIGH; DYER,

1959).

e ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO METABOLISMO
ENERGETICO

Para determinacdo de marcadores do estresse oxidativo (EO) amostras de 200mg
do VE foram homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5mL de
tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a
10.000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a —4°C, sendo o0s
sobrenadantes utilizados para as determinacfes de proteinas totais (LOWRY et al.,
1951), marcadores do estresse oxidativo (Jiang et al., 1991) e enzimas reguladoras das
vias metabolicas.

A analise do estresse oxidativo foi realizada através da quantificacdo da
lipoperoxidacéo, determinada através do método do hidroperdxido de lipidio, o qual
mede uma das fases da oxidacdo de acidos graxos (AVIRAM; EIAS, 1993; PARFITT et
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al., 1994). O hidroperéxido foi determinado através da oxidacdo do ferro (Fe2*,
sulfato ferroso amoniacal). O Fe3+ formado reage com alaranjado de xilenol formando
composto colorido a 560nm (Jiang et al., 1991). A porcentagem de SAT foi calculada
através da inibicdo de formacdo de hidroperéxido de lipidio (MEHMETCIK et al.,
1997).

O metabolismo energético foi analisado atraves das enzimas reguladoras das vias
metabdlicas (Figura 3), fosfofruto quinase (PFK, E.C.2.7.1.11.) e lactato desidrogenase
(LDH, E.C. 1.1.1.27.) associadas a glicdlise e ao metabolismo anaerdbico
respectivamente; complexo piruvato desidrogenase (Pi-DH), importante reguladora
do metabolismo miocéardico e citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7.), reguladora do fluxo
de metabdlitos atraves do Ciclo de Krebs e marcadora do metabolismo aerdbico.

A PFK foi determinada na presenca de aldolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, triose-fosfato isomerase, ATP (adenosina trifosfato) e frutose-6-
fosfato, sendo quantificada pela oxidacdo do NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido) (BASS et al., 1969).

A atividade da LDH foi quantificada pela velocidade de oxidacdo do NADH,
medida a 340 nm, tendo como substrato o piruvato (BASS et al., 1969).

A CS foi quantificada em tampéao tris-HCI 50 mM, pH 8.0, contendo acetil-CoA 0,1
mM, dithiobis-2-nitrobenzoato 0,1 mM (DTNB) e oxaloacetato 0,5 mM (Bass et al.,
1969).

A velocidade de conversdo do piruvato em acetil CoA catalisada pelo complexo
enzimatico Pi-DH foi determinada pela reducdo do NAD na presenca de tiamina
pirofosfato, cooenzima A (CoA) e piruvato, em tampéo fosfato de potassio (HINMAN;
BLASS, 1981).

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com controle de temperatura
(UV/visivel Ultrospec 5,000 com Swift Il software, Cambridge, England, UK) e em
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leitor de microplaca (pQuant-MQX 200 Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) com controle através do software Kcjunior (Bio-Tech Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma (St. Louis,
USA).
e FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Para comparacdo entre as médias foi utilizada a andlise de variancia para dois
fatores, dieta e idade, (Two-Way - ANOVA). Para os valores significantes, o teste de
Tukey-post hoc foi utilizado para comparacdo entre grupos. O nivel de significAncia

adotado foi de 5%.

Glicose livre Glicogénio
Glicose-6-P > Glicose-1-P
I
PFK I
\ LDH pr
Piruvato <— » Lactato
P H

Acetil CoA o == == == == == == Acido Graxo

T

Lipidio Total

» CS /‘ ’\

Dieta Tecido

Figura 3. Esguema mostrando as principais enzimas reguladoras do metabolismo

energético cardiaco.
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e RESULTADOS.

A Figura 4 representa a evolugao do peso corporal nos quatro grupos em questéo.
Animais com 510 dias (velhos) apresentaram peso inicial maior que seus respectivos
controles jovens. Por volta da sexta semana de experimento, animais jovens que
receberam dieta hipercalérica tiveram peso maior comparado com o grupo JC,
entretanto essa diferenga néo foi vista ao final do periodo experimental. Os grupos
JC, JH e VH tiveram peso final maior que o inicial. O grupo VH teve peso final mais
elevado que o do grupo VC.

Animais do grupo JH tiveram, em relacdo ao grupo JC, maior circunferéncia
abdominal, IMC e indice de Lee. O mesmo ocorreu com o grupo VH comparado com
o grupo VC. O grupo VC apresentou maior comprimento total que o seu controle
jovem. Animais que receberam dieta hipercalorica, independente da idade,
consumiram menos racdo e animais com idade avancada consumiram menos ragao
hipercaldrica que os animais jovens (Tabela 2).

Na Tabela 3 estdo representadas as concentracdes séricas de IGF-I, glicemia e
triacilglicerol (TG). Animais que receberam dieta hipercalérica mostraram elevadas
concentracdes de IGF-1, comparadas com 0s animais que receberam dieta controle. A
glicemia foi maior apenas no grupo VH, comparado com os grupos JH e VC. As
concentracdes de TG aumentaram apdés 75 dias de consumo de dieta hipercaldrica. O
grupo VH, apés esse periodo apresentou maior concentracédo de TG que o grupo JH.

Os dados referentes a calorimetria indireta estdo mostrados na Tabela 4. Animais
do grupo JH tiveram diminuidas as relacGes taxa metabdlica de repouso/peso
corporal (TMR/PC), VO/superficie corporal (SC) e a oxidacdo de carboidratos,
comparados ao grupo JC. Animais com idade avancada do grupo C tiveram maiores
valores, comparados ao grupo JC, na VO2/SC e oxidacao de lipidios e redugdo da
TMR/PC. Ja o grupo VH apresentou diminuicdo da TMR/PC e aumento da VO2/SC,
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comparado com o grupo JH. A oxidacéo de lipidios e a relagdo VCO./PC foi menor no
grupo VH comparado ao grupo VC.

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) esté apresentado na Figura 5. O grupo
JC teve aumento da glicemia apds a carga de glicose e esses valores se aproximaram
do normal apds 120 minutos. O mesmo comportamento ocorreu no grupo JH.
Entretanto apos 120 minutos, no grupo JH, a glicemia foi maior que a observada no
estado basal e maior que a observada no grupo JC. Os dois grupos com idade
avancada tiveram, apo0s a carga de glicose, um aumento significativamente maior que
0S grupos jovens, e a glicemia nesses animais permaneceu elevada mesmo apés 0s
120 minutos pés-prandial.

Na Figura 6 estdo mostradas as concentracfes de triacilglicerol, colesterol total
bem como suas fraces, LDL, VLDL e LDL. O grupo VH apresentou elevacdo da
concentracéao de TG, em relacdo a dos grupos JH e VC. A concentracédo de colesterol
total foi mais elevada no grupo JH comparado ao JC, assim como no grupo VH
comparado aos grupos JC e VH. As fragdes HDL, VLDL e LDL do grupo VH foram
superiores as encontradas no grupo JH e, 0s animais jovens que receberam dieta
hipercaldrica tiveram aumento da fracdo LDL comparados aos jovens que receberam
dieta padréo.

Os dados referentes aos depdsitos de gordura estdo mostrados na Figura 7. O
grupo JH teve maior acumulo de gordura visceral, epididimal, retroperitoneal e total
comparado ao seu controle. De maneira semelhante, o grupo VH apresentou
aumento nos depositos de gordura, comparado com o seu controle.

A concentracdo de HP, SAT bem como o indice aterogénico estdo mostrados na
Figura 8. Animais do grupo JH tiveram maiores valores para o HP e IA, comparado
ao seu grupo controle. Ja o grupo VC, comparado ao grupo JC, apresentou menor
concentracdo de HP e SAT. O grupo com idade avancada e que recebeu DH, teve
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maiores concentragdes de HP, porcentagem de SAT e IA, comparado ao grupo VC, e
menor porcentagem de IA, comparado ao grupo JH.

Na figura 9 estdo representadas as quantidades de glicogénio cardiaco. O grupo
JH, que apresentou reducdo dos estoques de glicogénio e o grupo VH apresentou
elevacéo do mesmo, quando comparados aos seus grupos controles.

Na Tabela 5 estdo os resultados das atividades das enzimas relacionadas com o
metabolismo energético cardiaco. O consumo de dieta H no grupo J diminuiu a
atividade da PKF e aumentou a da Pi-DH. Quando comparados os grupo JC e VC, o
altimo apresentou diminuigdo da concentracdo de proteina, da atividade das enzimas
PFK, Pi-DH e aumento da citrato sintase e lactato desidrogenase. Quando
comparados 0s grupos com idade avancada entre si, animais do grupo VH tiveram
menor quantidade de proteina, atividade da PKF e Pi-DH, bem como aumento da
citrato sintase e lactato desidrogenase. O grupo VH também apresentou maior

atividade da Pi-DH, comparado ao grupo VC.
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e FIGURASE TABELAS.
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Figura 4. Evolucdo do peso corporal nos grupos Jovem Controle (JC), Jovem
Hipercalorico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalérico (VH). Letras: a —
difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH; ¢ —
difere significantemente do grupo VC; # Diferenca entre peso inicial e final.
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Tabela 2. Parametros nutricionais e morfométricos nos grupos Jovem Controle (JC),
Jovem Hipercalérico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalorico (VH).

GRUPOS
PARAMETROS ic JH VC VH
Consumo de a b bc
. . 25,6218,14 8,75+2,18 36,62+1,92 14,50+5,20™
ragdo (g/dia)
Consumo Liquido ab b
i 60,62+7,76 60,00£10,69 46,5+5,78% 55,6218,63
(ml/dia)
Comprimento A
25,56+0,90 25,56+0,90 27,42+0,97 26,42+0,97
Total (cm)
Circunferéncia a c
. 18,0+1,10 19,62+1,88 17,28+0,48 20,42+0,78
abdominal (cm)
IMC (g/cm?) 0,70+0,04 0,83+0,07° 0,64+0,02 0,80+0,08°¢
indice de Lee , .
6,0410,40 7,2310,68 5,8610,32 7,13%0,85
(g/cm)

IMC: Indice de massa corporal. Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere

significantemente do grupo JH; ¢ — difere significantemente do grupo VC.
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Tabela 3. Concentracdo de hormoénio de crescimento insulina-simile (IGF-1),
glicemia, triacilglicerol (TG) nos grupos Jovem Controle (JC), Jovem Hipercal6rico

(JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalorico (VH).

GRUPOS
PARAMETROS JC JH vC VH
IGF -1 (ng/ml) 988,9890,25 1448,27+222,32%  983,35+81,75  1358,28+220,23¢
Glicemia (mg/dl) 68,5+8,91 71,25+7,40 75,5+5,20 96,71+4,38 "¢
TG (mg/dl)
98,8+15,15" 175,16+22,58° 103,71+7,06 297,71+87,7°¢
75 dias

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH; c

— difere significantemente do grupo VC.
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Tabela 4. Parametros calorimétricos em animais dos grupos Jovem Controle (JC),
Jovem Hipercaldérico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalorico (VH).

GRUPOS
Parametros JC JH \'/o VH
QR 0,70%0,22 0,68+0,12 0,59+0,15 0,58+0,07
TMR/PC a a b
2,10£0,56 1,74+0,26 1,18+0,23 1,15+0,14
(kcal/h/g)
VO,/PC
0,46%0,14 0,38+0,07 0,52+0,12 0,43+0,06
(mi/h/g)
VCO,/PC b
0,29+0,03 0,25+0,001 0,29+0,01 0,24+0,001
(ml/h/g)
VO,/SC (ml/h/g) 2,91+1,02 2,53+0,51° 3,34+0,79° 2,90+0,39°
Oxidagdo CHO Nao Nao Nao
. 1,07+0,61 . a . a i
(mg/min.) detectavel detectavel detectavel
Oxidagao Lipidio a c
4,47+2,55 3,05+1,81 5,05+2,70 4,56+1,40

(mg/min.)

QR: Quociente respiratério; TMR: Taxa metabdlica em repouso; PC: peso corporal; SC: superficie

corporal; CHO: carboidrato. Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b - difere

significantemente do grupo JH; c — difere significantemente do grupo VC.
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Figura 5. Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG) nos grupos Jovem Controle (JC),
Jovem Hipercalérico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalorico (VH).

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH;
Simbolos: # - difere significantemente do periodo Basal; * - difere significantemente do
periodo 30"; & - difere significantemente do periodo 60'.
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gura 6. Lipidemia nos animais dos grupos: Jovem Controle (JC), Jovem
Hipercalorico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalérico (VH). TG —
triacilglicerol; CT — Colesterol total; HDL — Lipoproteina de alta densidade; VLDL —
Lipoproteina de muito baixa densidade; LDL — Lipoproteina de baixa densidade.

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH; c
— difere significantemente do grupo VC.
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Figura 7. Quantidade de gordura total, visceral, retroperitoneal e epididimal nos
animais dos grupos Jovem Controle (JC), Jovem Hipercalérico (JH), Velho Controle

(VC) e Velho Hipercaldrico (VH).

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH; ¢

— difere significantemente do grupo VC.

27



nmol/g tecido
Yn
Colesterol total/ HDL
w

0
JC JH VC VH JC JH VC VH

100

©

80 ¢

60 %

40

%

20

JC JH VC VH

Figura 8. A - Concentracgao de hidroperéxido de lipidio miocardico (HP).

B — Indice aterogénico. C — Porcentagem de substancias antioxidantes totais (SAT),
nos grupos Jovem Controle (JC), Jovem Hipercalo6rico (JH), Velho Controle (VC) e
Velho Hipercalorico (VH).

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH;
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Figura 9. Concentracéo de glicogénio miocardico (mg/g de tecido) nos grupos Jovem
Controle (JC), Jovem Hipercalérico (JH), Velho Controle (VC) e Velho Hipercalérico
(VH).

Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere significantemente do grupo JH;
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Tabela 5. Atividade das enzimas metabdlicas miocardicas e proteina miocardica nos
grupos Jovem Controle (JC), Jovem Hipercalorico (JH), Velho Controle (VC) e Velho

Hipercalorico (VH).

PARAMETROS

GRUPOS

JC

JH

VC

VH

Proteina (%)

CS

(nmol/mg proteina)

LDH

(nmol/mg proteina)

PFK

(nmol/mg proteina)

Pi-DH

(nmol/mg proteina)

19,66+0,57

163,76+25,23

646,27+41,69

1,67+0,19

1,07+0,08

20,25+1,02

171,13+21,62

715,70+66,31

1,46+0,13°

1,41+0,21°

16,94+2,62°

408,18+44,00°

1406,5+166,26 °

0,13+0,02°

0,38+0,18°

15,50+1,00°

446,10+57,05"

1441,8+345,36°

0,16+0,02°

0,98+0,30°°¢

CS — Citrato Sintase, LDH — Lactato desidrogenase, PFK — fosfofrutoquinase e Pi-DH —
piruvato desidrogenase. Letras: a — difere significantemente do grupo JC; b — difere
significantemente do grupo JH; ¢ — difere significantemente do grupo VC.
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e DISCUSSAO

Tanto a obesidade quanto o envelhecimento sdo fatos indiscutiveis da vida
moderna. Por um lado, politicas de saude publica mais bem planejadas, melhorias
nos atendimentos das redes de hospitais bem como fatores sociais que possibilitam
um melhor estilo de vida, vém contribuindo para o aumento da expectativa de vida,
tanto em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento. Por outro lado, a
exigéncia cada vez maior de jornadas de trabalho, bem como a alta competicdo
existente no mundo moderno, vem contribuindo para o consumo de dietas (rapidas)
desbalanceadas, ricas em acucares e gorduras, elevando desta maneira, 0 nUmero de
pessoas com sobre-peso e/ou obesidade ao redor do mundo.

Este trabalho visou determinar parédmetros calorimétricos, morfomeétricos e
relacionados com o metabolismo energético cardiaco em animais considerados jovens
e velhos, obesos e controles, e desta forma elucidar possiveis conseqiéncias da
obesidade e envelhecimento nos fatores de risco cardiovasculares.

Animais do grupo JC, ao final do experimento, apresentaram PC superior ao PC
inicial, o que ndo ocorreu nos animais do grupo VC. Este fato indicou que em animais
jovens fatores metabdlicos como a taxa metabdlica de repouso (TMR) pode contribuir
para o controle do ganho de peso. O quociente respiratério (QR) tende a diminuir
com o avangar da idade (R1ZZO et al, 2005). Embora alguns trabalhos apontem para
alteracbes metabdlicas que acompanham o envelhecimento, sem necessariamente,
alteracdo no peso corporal (PC) (ST-ONGE, 2005) neste estudo, animais velhos,
apresentaram maior peso corporal que os animais jovens (Fig. 4). Este fato pode estar
associado a menor TMR encontrada nos animais com 510 dias (Tabela 4). A TMR
traduz a quantidade de energia necessaria para a manutencdo de Orgdos vitais e a
reducdo dessa taxa indica que menos energia € gasta e com isso mais energia
permanece disponivel para ser armazenada. Alguns trabalhos corroboram esse
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achado, demonstrando reducdo da TMR com o avancar da idade (IOSSA et, 1999;
KREMS et al, 2005; FRISARD et al, 2007).

A andlise dos animais que receberam dieta hipercaldrica (DH) permitiu evidenciar
0 aumento do PC final em ambos os grupos, J e V (Fig.4). O ganho de peso pode ser
visto ndo apenas como conseqiiéncia de um balango energético positivo, mas também
como 0 mecanismo por meio do qual a energia proveniente dos substratos
energéticos é metabolizada e estocada. (WILSON-FRITCH et al., 2004). De fato, a
conversao de carboidratos em lipidios € um processo anabdlico que s ocorre apés
reposicdo dos estoques teciduais de glicogénio, indicando que mais energia €
necessaria para o ganho de peso a partir de carboidratos que a partir de lipidios
(ASTRUP; RABEN, 2000, JEQUIER, 2002). Portanto, diferencas nos componentes
da dieta desempenham importante papel na regulacdo do peso corporal e na
patogénese da obesidade, desde que utilizam diferentes vias metabdlicas para
liberacdo de energia (WEYER, 2000; DINIZ et al.,, 2008). Animais do grupo VH
tiveram PC final superiores aos animais do grupo JH, o que se explica pela menor
TMR do primeiro grupo.

A menor ingestdo de racdo pelos animais que receberam DH em relacdo aos que
receberam dieta controle foi associada ao elevado teor energético da DH (~3.64
kcal/g) comparado a dieta controle (~3.0 kcal/g). De maneira geral, quando a energia
ingerida excede o gasto energético, o excesso de energia é depositado como gordura,
caracterizando a obesidade. E conhecido o fato que individuos mais velhos tém
reducdo da sua composicdo hidrica, tanto intra como extracelular. O consumo
reduzido de liquido nos animais do grupo V aponta para um fator comportamental,
mais do que fisioldgico que acomete individuos mais velhos (IOSSA et al, 1999).

Animais que receberam DH, independentemente da idade, tiveram maior
circunferéncia abdominal, IMC e indice de Lee, quando comparados aos seus
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controles com a mesma idade (Tabela 2). Estes aumentos estdo diretamente
relacionados com o0 aumento da gordura corporal, bem como dos depdsitos de
gordura especificos, encontrados nos animais que receberam DH (Fig.6). Aumento do
estoque de gordura, principalmente da gordura visceral, eleva os riscos para doencas
cardiovasculares (DC) (LUOMA, 2010). Neste trabalho ndo foram evidenciadas
diferencas significantes em relacdo ao acumulo de gordura e a idade, podendo sugerir
que o consumo de DH antecipara os efeitos do envelhecimento sobre o ganho de
gordura corporal (lossa et al, 2003). Solomon et al (2008) demonstraram uma
diminuicdo da oxidacao de lipidios em humanos obesos. Esse fato foi observado nos
animais dos grupos VH, indicando que a menor oxidagdo lipidica pode ter
contribuido para o aumento dos depdsitos de gordura e conseqiente aumento do
risco para DC. A associacdo entre o metabolismo dos dois principais combustiveis
celulares, carboidratos e lipidios, € explicada pelo ciclo de Randle, o qual demonstra a
estreita regulacdo dessas duas vias catabolicas. A “preferéncia” pela oxidacdo de
lipidios foi decorrente do acréscimo de colesterol e sacarose na DH. A modificagdo na
selecdo de nutrientes para oxidacdo é controlada pelo consumo de carboidratos,
desde que quando a oxidagao de carboidratos é elevada, ocorre reducdo na oxidacédo
lipidica, pois a atividade da enzima triacilglicerol lipase do tecido adiposo € inibida
pela acdo da insulina (DELANY; WEST, 2000; VOET et al.,, 2000). O que foi
mostrado pela primeira vez é que mesmo animais recebendo dieta controle, mas com
a idade avancada, apresentam alteracdes metabdlicas que mimetizam o consumo de
DH.

Neste estudo analisamos tanto a glicemia em jejum, a resposta glicémica apés
sobrecarga de glicose bem como a concentracdo de IGF-1, uma vez que este se

relaciona diretamente com o metabolismo glicolitico (Fig.8).
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Figura 8. Interrelacdo IGF-1 com vias metabolicas.
Sinal +: Estimulacgéo. Sinal -: Inibicé&o.

A quantificacdo da glicemia em jejum, feita apds 60 dias, de periodo experimental,
mostrou que os animais dos grupos JC,JH e VC ndo apresentaram alteracdes na
glicemia. Entretanto, como esperado, animias do grupo VH, tiveram valores elevados
para a glicemia, o que pode ser atribuido ao alto teor glicidico ofertado na DH. Os trés
grupos, JH, VC e VH apresentaram valores glicémicos superiores aos seus grupos
controles ap6s 30’ no TOTG (Fig.7), indicando alteracdo no metabolismo da glicose.
Ao final dos 120’ a glicemia do grupo JC voltou ao estado basal, 0 que nao foi visto
nos outros 3 grupos. Pode-se verificar com esses dados, que tanto os animais jovens
alimentados com uma dieta rica em sacarose, bem como animais com idade
avancada, apresentaram um estado de hiperglicemia, asssociada a resisténcia
insulinica e/ou intoleréncia a glicose (BROWN et al, 2002; WOODS et al, 2003).
Embora a glicemia em jejum tenha mostrado valores ndo alterados, o TOTG simula
um estado pés-prandial, no qual a producéo, liberacdo e resposta a insulina se faz
necessaria, indicando que tanto a DH como o envelhecimento prejudicaram a funcgao
pancredtica e/ou interfiram em mecanismos relacionados com a captacédo de glicose

sanguinea.
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Alguns hormoénios sdo importantes reguladores do peso corporal e gasto
energético e suas concentracdes estdo relacionadas com o envelhecimento, entre
eles: insulina, leptina, triiodotironina livre (T3) e GH/IGF-1 (LEIBEL et al, 2002;
KUMAR et al,1999; SEIVA et al, 2010). Sabe-se que o IGF-1 (horménio de
crescimento insulina-simile) pode levar ou mesmo agravar estados pré-diabéticos
(MOLLER; JORGENSEN, 2009). A concentracdo aumentada de IGF-1 (Tabela 3),
nos animais que receberam DH, explica, a0 menos em parte, essa alteracao glicémica
nos animais J e V. Curiosamente, ratos dos grupos H apresentaram maiores
concentracdes de IGF-1 quando comparados a seus controles. Sabe-se hoje que o
tecido adiposo secreta uma miriade de substancias relacionadas a inflamagédo, bem
como horménios regulatorios. Dentre esses hormonios estd o IGF-1. Tendo em vista 0
aumento de tecido adiposo nos animais dos grupos H, fica evidente a participacdo
dos adipécitos como tipos celulares secretores de IGF-1. Na obesidade pode haver
diminuicdo da secrecdo de GH, ou diminuicdo da resposta a testes provocativos na
liberacdo de GH (COPELAND et al., 1990; HAIJMA et al., 2005). Um aumento
acentuado da concentracdo de IGF-I poderia, por um mecanismo de retro-
alimentacdo negativa, inibir a secrecdo de GH (Fig. 8), apontando para uma possivel
diminuicgdo, indireta, de GH nos ratos obesos. Embora exista consenso que ocorre
diminuicdo na producédo e/ou secrecdo do horménio de crescimento (GH) durante o
envelhecimento, ndo foi observada reducdo do IGF-I, comparando os grupo Je V, e
uma diminuicéo na secre¢do de GH pode ser responsavel por esse achado.

A teoria dos radicais livres, proposta em 1956 por Denham Harman, e aceita até os
dias de hoje como a base quimica para processos que levam ao envelhecimento, leva
em conta a acdo dos RLs sobre componentes estruturais da célula (proteinas, DNA e
lipidios). A fim de verificar o estresse oxidativo (EO) miocardico, foi quantificada a
concentracdo de hidroperoxido de lipidio (HP) e a concentracdo de substancias
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antioxidantes totais (SAT) nos grupos experimentais. Nossos dados deixam claro que
0 consumo de uma dieta rica em sacarose e colesterol eleva os danos causados pelos
RLs no coracdo, independente da idade (Fig. 8). O HP é resultante de um processo,
genericamente, chamado de lipoperoxidacdo. Neste processo, auto catalitico, RLs
reagem com moléculas de acidos graxos, retirando atomos de H e desta forma
produzindo moléculas instaveis quimicamente e que consequentemente perdem sua
funcdo e/ou estrutura (NOVELLI, 2005). A figura 9 mostra as fases da

lipoperoxidacao.
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Figura 9. Representacdo das fases da lipoperoxidacéao.
LOOH — Hidroperdxdio de lipidio. Adaptado de Nutricao e Vida Saudavel, 2005.
Desta forma, a oferta aumentada de uma dieta rica em acidos graxos e sacarose

elevou os niveis de lipidio circulante nos animais recebendo DH (Fig. 8B),
favorecendo a captacado de lipidios pelo tecido cardiaco e a agdo dos RLs sobre esses
compostos, o que refletiu no aumento da concentracdo de HP. lossa et al (2003)
demonstraram que dieta rica em acidos graxos prejudica a capacidade respiratoria
mitocondrial no musculo esquelético e figado. A ocorréncia deste fato no muasculo
cardiaco pode induzir aumento na geragdo de RLs a partir da cadeia de transporte de

elétrons (SEIVA et al., 2008). A reducdo no HP no grupo VC comparado ao JC

36



indicou que a idade ndo é um fator crucial para o aumento do dano oxidativo no
musculo cardiaco, embora a porcentagem de SAT tenha diminuido nesse grupo. As
SAT compreendem compostos antioxidantes, enzimaticos ou nao-enzimaticos,
lipofilicos ou aquosos (NOVELLI, 2005) e a diminuicdo na porcentagem de SAT
relacionada a idade, esta de acordo com a literatura que mostra reducéo das defesas
do organismo com o avancar da idade (BROWN-BORG, 2007). O desequilibrio nos
sistemas oxidante/antioxidante foi claramente evidenciado nos animais do grupo VH,
desde que houve aumento na concentracdo do HP miocardico, a despeito da elevacédo
na SAT nestes animais.

Curiosamente, a concentracao de triacilglicerol (TG), bem como de colesterol total
e suas fracdes ndo foi alterada pela idade (Fig. 5). Pessoas com idade avancada
apresentam reducdo dos marcadores sorolégicos (perfil lipidico) que elevam o risco
para doenca arterosclerotica (LUOMA, 2010). Niveis reduzidos de colesterol-LDL,
bem como aumento do colesterol-HDL e da relacdo HDL/colesterol total foram
encontrados em individuos centenarios, comparadas com pessoas setuagenarias
(MALAGUARNERA et al,1998; SUZUKI et al, 2001). Logicamente, varios fatores
devem influenciar o metabolismo lipidico, como a composi¢do corporea, fatores
ambientais, atividade fisica, tipo de dieta e medicamentos. Nosso estudo deixou claro
gue o consumo alimentar € um importante fator a ser considerado. Animais do grupo
JH tiveram aumentadas as concentracdes de colesterol total, indice aterogénico e
colesterol-LDL (Fig. 5), indicando que mesmo em ratos jovens o consumo de DH
implica em elevacéo de fatores de risco para doencas cardiovasculares.

Também foi possivel evidenciar o efeito conjunto do envelhecimento e consumo de
DH. Desde que a dieta rica em sacarose é considerada lipogénica, longos periodos de
ingestao de dietas ricas em carboidrato induzem a conversdo de glicose em acidos
graxos e triacilglicerol no tecido hepatico. O triacilglicerol hepético é transportado na
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circulacdo pelas particulas de colesterol VLDL, explicando assim a elevacdo de TG,
colesterol total e VLDL nos animais do grupo VH.

Comparando os grupos JH e VH, nossos dados apontam para efeitos benéficos
encontrados em animais com idade avancada, como a reduc¢édo do colesterol total, do
colesterol LDL e do IA, bem como aumento do colesterol HDL. O organismo conta
com mecanismos naturais para protecdo dos efeitos adversos induzidos pelo consumo
de dietas ricas em lipidios (LUOMA, 2010). Dieta rica em colesterol aumenta a
expressao das enzimas hepaticas do citocromo P450, que induzindo o catabolismo da
gordura até oxidos de esterol, diminui os efeitos toxicos do colesterol (LUOMA,
2008). Esse tipo de dieta também pode provocar a ativacdo dos receptores X no
tecido hepatico, reduzindo o processo aterosclerotico, uma vez que aumentam a
expressao de genes relacionados ao metabolismo do colesterol (LEHRKE et al,2005).
Independente dos mecanismos envolvidos fica claro que o fator “dieta” €
fundamental para o aumento dos fatores de risco para doencas cardiacas,
independente da idade. De fato, foi possivel observar que animais dos grupos VH e
JH apresentaram efeitos adversos na lipidemia, comparados aos dos grupos VC e JC
respectivamente.

Animais considerados velhos, mas ndo os considerados jovens, parecem contar
com mecanismos protetores que minimizam os danos causados pelo consumo da DH.
Cabe ressaltar aqui que os animais velhos, neste estudo iniciaram o tratamento com
DH a partir dos 510 dias de vida e que, portanto os efeitos em longo prazo da dieta
em questdo nao foram avaliados.

Em relacdo ao metabolismo energético cardiaco nota-se uma diminuicdo da
porcentagem protéica nos animais com idade avancada. Essa diminuicdo pode estar
associada a perda de massa muscular que acompanha o envelhecimento (DAVY et al,

2001). O metabolismo miocardico foi estudado através das atividades de enzimas-
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chave do metabolismo cardiaco, entre elas a citrato sintase (CS), responsavel pela
entrada de metabdlitos no ciclo do citrato, lactato desidrogenase (LDH) e
fosfofrutoquinase (PFK), marcadoras do metabolismo glicolitico, ambas indicadoras
do fluxo de metabdlitos na via da glicolise, bem como da piruvato desidrogenase (Pi-
DH), que catalisa a conversdo do piruvato proveniente da glicélise em acetil-CoA,
substrato para o ciclo do citrato (Figura 3). As atividades da CS e LDH sofreram
influéncia apenas do envelhecimento, uma vez que ndo houve alteracdo entre os
grupos JC e JH, bem como VC e VH (Tabela 5). A CS é responsavel por importar
acetil-coA, oriundo tanto do catabolismo da glicose como de &cidos graxos, para a
geracao de equivalentes redutores (NADH e FADH) durante o ciclo do citrato.

O grupo JH teve aumentada a atividade da enzima Pi-DH, devido a maior oferta de
sacarose da dieta. O aumento da atividade desse complexo enzimatico gera mais
acetil-coA para entrada no ciclo do citrato. Este por sua vez € um potente inibidor
alostérico da enzima PFK, o que explica a reducédo da atividade desta enzima. Tanto a
DH como a idade, afetaram o glicogénio miocéardico (Fig. 9). A diminuicdo da enzima
PFK corrobora esse achado e representa uma resposta adaptativa ao excesso de
lipidios ofertados na DH (NEMETH et al, 1992). O aumento dos estoques de
glicogénio pode ser explicado pelo excesso de energia proveniente do consumo de DH
e/ou pela maior disponibilidade de insulina nos animais dos grupos H, uma vez que
esse hormonio estimula a glicogénio-sintase, responsavel pela sintese de glicogénio.
Glicogénio miocérdico é importante fator no dano cardiaco, constituindo potencial
fonte energética em condicdes de hipoxia (DINIZ et al., 2002). A diminuicdo da via
glicolitica pode estar associada também ao aumento de glicogénio no miocardio que
pode estimular o complexo Pi-DH, via proprio piruvato, que € um potente inibidor da
proteina quinase responsavel por inativar o complexo Pi-DH (LOPASCHUCK et al.,

20009).
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Em relacédo a idade, nota-se que o coragdo dos animais velhos apresentou reducao
na utilizacdo da glicose como substrato energético, fato associado a reducédo das
enzimas PFK e Pi-DH. Nestas condicdes, a elevacdo na atividade da CS esté associada
ao excesso de acetil-CoA oriundo do metabolismo de &cidos graxos. O citrato formado
inibiu a atividade da PFK e por consequéncia reduziu a formacéo de intermediérios
glicoliticos, diminuindo assim a atividade do complexo Pi-DH. A interconversao entre
piruvato/lactato e lactato/piruvato, realizada pela enzima LDH, é mantida dentro de
um equilibrio estequiomeétrico proximo a um. Aumentos na concentracéo de lactato,
que ocorrem durante o envelhecimento, deslocam essa reacdo para a esquerda,
gerando mais piruvato. Esse producdo de piruvato, através de uma reacdo
anapleurodtica, servird como um repositor de oxaloacetato no ciclo do citrato,
corroborando o aumento na atividade da CS. Uma das possiveis causas do aumento
da concentracdo de lactato nos animais do grupo V é a diminuicdo do aporte
sanguineo miocardico (anaerobiose). Essa reducdo do catabolismo da glicose explica
0 aumento do glicogénio miocardico encontrado nos animais VC, ja que a glicose néo
utilizada é armazenada na forma de glicogénio. Esses achados permitiram evidenciar
gue o musculo cardiaco em animais jovens, foi capaz de fazer ajustes metabdlicos em
resposta aos fatores dietéticos, o que ndo foi visto nos animais com idade avangada.

Conclui-se, portanto que tanto o consumo de DH como o envelhecimento
prejudicaram, de forma ndo sinérgica, o metabolismo geral e cardiaco de ratos. As
alteracdes calorimétricas, como diminuicdo da TMR/PC e aumento do QR, foram
associadas ao aumento do IMC e indice de Lee, bem como a modificacbes nos
estoques de gordura corporal. O envelhecimento e o consumo de dieta hipercaldrica
alteraram consideravelmente a lipidemia e a glicemia, assim como os estoques de
glicogénio e a geracdo de energia miocardica. A redugdo das taxas metabdlicas de

repouso no envelhecimento, bem como a resposta glicémica prejudicada podem ser
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utilizadas como possiveis indicadores para o desenvolvimento de obesidade durante o
envelhecimento e conseqlentemente, aumento do risco para doencas
cardiovasculares. Ficam aqui sugeridos estudos que visem estratégias que minimizem
e/ou evitem a hiperglicemia, bem como restabelecam o gasto energético durante o
envelhecimento e desta forma contribuam para a manutengdo da qualidade de vida

em pessoas idosas.
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CAPITULDO 2

GASTO ENERGETICO, PERFIL LIPIDICO, ESTRESSE
OXIDATIVO E METABOLISMO ENERGETICO
CARDIACO APOS O TRATAMENTO COM HORMONIO
DE CRESCIMENTO EM RATOS JOVENS E OBESOS.
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RESUMO.

Apesar dos avancos cientificos e dos esfor¢os feitos no combate a obesidade, esta
continua sendo um sério problema de satde (WOODS et al, 2003). Obesidade pode
ser caracterizada como um estado no qual ha aumento do depdsito de gordura.
Estimativas da organizacdo mundial da salude sdo de que para o ano de 2015,
aproximadamente 2.3 bilhGes de pessoas apresentem sobrepeso e haja mais de 700
milhdes de obesos no mundo (WHO, 2008). Embora o fator genético seja um
importante parametro a ser considerado, estd cada vez mais claro que, os habitos
alimentares, bem como a diminuicédo das atividades fisicas, sejam fatores relevantes a
serem considerados (ASTRUP et al., 1994; LISSNER, 1995).

O consumo de dietas hipercaldricas (DH) é considerado uma das principais causas
da obesidade (THOMAS et al., 1995). Estudos apontam para uma relagdo entre maior
risco cardiovascular e aumento da gordura corporal (total, subcutanea ou visceral)
(REXRODE et al. 1998; BAIK et al., 2000; ATTALLAH et al., 2006).

Estudos recentes em nosso laboratério (DINIZ et al., 2006; EBAID et al., 2006;
NOVELLLI et al., 2007) indicaram que elevada ingestdo de sacarose induziu obesidade
em ratos, com aumento significativo no indice de massa corporal (IMC) e elevacdo
significante na adiposidade abdominal. Uma vez que dietas ricas em carboidratos
refinados estdo cada vez mais presentes para o consumo diario das populacdes,
associado ao elevado conteudo de gordura das dietas. Fica clara, portanto a
importancia do habito alimentar no desenvolvimento da obesidade e de
comorbidades advindas desse habito. Os mecanismos que acompanham o
desenvolvimento da obesidade podem ser evidenciados através de animais de
laboratério, tratados com dietas com elevado valor calérico (LEVIN et al., 2003;

WOODS et al. 2003; NASCIMENTO et al, 2008).
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A relacdo entre morfometria e obesidade esta bem estabelecida em humanos
(ATTALLAH et al., 2006) e o acumulo de triacilglicerois na regido abdominal e a
elevacdo no indice de massa corporal sdo reconhecidamente, componentes criticos da
obesidade, sendo utilizados como indicativo de alteracBes metabdlicas. Entretanto,
ainda ndo h&4 um consenso sobre como o acumulo de gordura leva a alteracfes
importantes na homeostase do individuo.

O hormonio de crescimento (GH) ou somatotropina é um polipeptidio de 191
aminodcidos sintetizado e secretado pelas células da hipéfise 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 fisiolégicos do GH nos tecidos periféricos (JONES et al., 1995). Dados
experimentais e clinicos mostram que tanto o excesso (gigantismo ou acromegalia)
como a deficiéncia de GH (DGH) podem afetar de maneiras diversas o sistema
cardiovascular. A DGH interfere em varios caminhos que podem aumentar 0s riscos
para as cardiopatias (De BOER et al., 1995) tais como, mudancas metabdlicas
(hiperlipidémia e aterosclerose prematura) e prejuizo na estrutura e funcao cardiacas
(diminuicdo da massa ventricular e do débito cardiaco) (AMATO et al., 1993;
MEROLA et al., 1993; SACCA et al., 1997). Por outro lado a suplementacido com GH
reduziu os riscos para doencas cardiovasculares (MAISON; CHANSON, 2003).

O GH atua sobre varios processos metabdlicos que levam ao crescimento,
incluindo o metabolismo de lipidios e de carboidratos. Por outro lado, o controle na
producdo e secrecdo do GH esta sob importante influéncia de uma rede de sinais
periféricos complexos de natureza metabolica, tais quais concentrages de acidos
graxos, aminoécidos, carboidratos, entre outros (OZATA et al., 2003).

Embora existam varias terapias visando eliminar ou amenizar 0s riscos que
acompanham a obesidade, ainda ndo ha uma forma terapéutica Unica e consensual
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para tal, desta forma o objetivo deste estudo foi verificar se 0 GH pode ser atil como
uma terapia adjunta para reduzir os danos cardiovasculares e bioquimicos causados
pela obesidade induzida por dieta, em animais considerados jovens.

Para esse estudo 32 ratos Wistar machos, com 75 dias de vida, foram divididos
inicialmente em dois grupos (n=16). O grupo C, considerado controle, recebeu ragdo
padrdo (Purina Labina, Sdo Paulo, Brasil) e agua ad libitum durante todo o
experimento. Os animais do grupo hipercalérico (H) receberam racdo contendo
elevada concentracdo de sacarose e colesterol e solucdo aquosa de sacarose 30% na
agua de beber. O objetivo desta dieta foi induzir alteracdes metabdlicas semelhantes
aquelas encontradas na obesidade. Esta dieta foi mantida até o final do experimento.

Apos 45 dias, os animais do grupo C e H foram divididos em dois subgrupos:

C+GH (n=8) - mantidos com racédo padrao e recebendo GH na dose de 2mg/kg,
sc, cinco dias da semana (PEREZ-ROMERO et al.,1999; CASTILLO et al., 2005);

C+PL (n=8) - mantidos com racgao padrao, recebendo solucédo salina (NaCl, 0,9%),
sc, cinco dias da semana;

H+GH (n=8) - mantidos com racéo contendo elevada concentracéo de sacarose e
colesterol, solugdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber e recebendo GH na dose
de 2mg/kg, sc, cinco dias da semana,;

H+PL (n=8) - mantidos com racdo contendo elevada concentracédo de sacarose e
colesterol, solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber e recebendo solucédo
salina (NaCl, 0,9%), sc, cinco dias da semana.

A duracdo do tratamento com o GH foi de 30 dias, totalizando 75 dias de

experimento. A figura abaixo mostra o delineamento experimental do estudo.
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| I (118 TOTG |

T f
Periodo Pré-GH Periodo do tratamento com GH,

C+PL - Controle + Placebo, C1GH = Controle 1GH, H+PL = Hipercaldrico +placebo, H+GH =
Hipercalorico + GH, DC = Determinagoces Calorimetricas, TOTG = Teste Oral de Tolerancia a Glicose.

Apbs os 75 dias de periodo experimental, animais do grupo H+PL foram
considerados obesos, apresentando maior peso corporal final, IMC (indice de massa
corporal), indice de Lee e indice aterogénico, comparados aos animais do grupo
C+PL. A obesidade também levou a um aumento da concentracdo de hidroperéxido
de lipidio miocardico e da atividade da enzima lactado desidrogenase, bem como a
diminuicdo da taxa metabdlica de repouso e da relagdo consumo de O2/peso corporal.
O tratamento com GH, nos animais do grupo H, aumentou a taxa metabdlica de
repouso e reduziu o indice aterogénico e as concentracdes de hidroperoxido de lipidio
cardiaco, um importante marcador do estresse oxidativo miocardico. Em animais
jovens e controles, o GH nédo alterou parametros morfométricos, perfil lipidico e
estresse oxidativo, sendo, portanto uma dose segura ou incapaz de causar danos em
ratos tratados com dieta controle. Este tratamento também elevou a taxa metabolica
de repouso, no estado alimentado, bem como a atividade da enzima piruvato
desidrogenase cardiaca, uma importante enzima chave que regula a entrada de
intermediarios no ciclo do citrato, gerando energia para o metabolismo cardiaco
(BASS et al, 1969).

A partir dos resultados encontrados pode-se verificar que o0 GH melhorou o perfil
lipidico, diminuiu o estresse oxidativo miocardico e aumentou o0 gasto energético em

animais jovens e considerados obesos. Em animais controle o GH, elevando a
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atividade da piruvato desidrogenase, apresentou importante efeito modulador do
metabolismo de glicidios, otimizando a utilizacéo de glicose para a geracéo de energia
disponivel para o tecido cardiaco.

Os resultados descritos neste capitulo foram publicados na Revista Hormone and
Metabolic Research, v.42; pag 496-501, 2010, com a participacdo e co-autoria de

Berbert CMS, Souza, GA, Rocha KKH, Ebaid, GMX, Burneiko, RCM e Novelli, ELB.
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Abstract

v

Obesity is rampant in modern society and
growth hormone (GH) could be useful as adjunct
therapy to reduce the obesity-induced car-
diovascular damage. To investigate GH effects
on obesity, initially 32 male Wistar rats were
divided into two groups (n=16): control (C)
was fed standard-chow and water and hyper-
caloric (H) was fed hypercaloric chow and 30%
sucrose in its drinking water. After 45 days, both
C and H groups were divided into two subgroups
(n=8): C+PL was fed standard-chow, water and
received saline subcutaneously; C+GH was fed
standard-chow, water, and received 2 mg/kg/day
GH subcutaneously; H+PL was fed hyperca-
loric diet, 30% sucrose in its drinking water, and
received saline subcutaneously; and H+GH was
fed hypercaloric diet, 30% sucrose in its drink-
ing water, and received GH subcutaneously.
After 75 days of total experimental period, H+PL
rats were considered obese, having higher body
weight, body mass index, Lee-index, and ather-
ogenic index (AI) compared to C+PL. Obesity
was accompanied by enhanced myocardial lipid

Seiva', C. M. S. Berbert?, G. A. Souza', K. K. H. Rocha?, G. M. X. Ebaid’, R. C. M. Burneiko?,

hydroperoxide (LH) and lactate dehydrogenase
(LDH), as well of depressed energy expenditure
(RMR) and oxygen consumption(VO,)/body
weight. H+GH rats had higher fasting RMR, as
well as lower Al and myocardial LH than H+PL.
Comparing C+GH with C+PL, despite no effects
on morphometric parameters, lipid profile, myo-
cardial LH, and LDH activity, GH enhanced fed
RMR and myocardial pyruvate dehydrogenase.
In conclusion, the present study brought new
insights into the GH effects on obesity related
cardiovascular damage demonstrating, for the
first time, that GH regulated cardiac metabolic
pathways, enhanced energy expenditure and
improved the lipid profile in obesity condition.
Growth hormone in standard fed condition also
offered promising therapeutic value enhancing
pyruvate-dehydrogenase activity and glucose
oxidation in cardiac tissue, thus optimizing myo-
cardial energy metabolism.

Introduction

v

Obesity is a growing public health problem asso-
ciated with increasing morbidity and mortality.
Sucrose rich diet has been blamed as causally
related to the incidence of obesity in populations
[1], and is an important modulator of the obes-
ity-induced cardiovascular consequences [2].
There is consensus that obesity directly or indi-
rectly increases considerably the risks for cardio-
vascular diseases [3] by changing the cardiac
function [4]. Although the mechanisms that are
triggered are not yet well established, myocardial
lipotoxicity [5], enhanced fatty acid uptake and
oxidation [6], reduced carbohydrate oxidation

Seiva FRF et al. Growth Hormone and Obesity... Horm Metab Res 2010; 42: 496-501

[2], insulin resistance, and/or impaired glucose
tolerance [7] have been associated with cardiac
pathologies. However, these factors can act
simultaneously, or in an isolated way and not all
of these conditions are observed in obesity situa-
tion.

Obesity can also be accompanied by some endo-
crine and metabolic abnormalities, such as
decreased serum growth hormone (GH) levels
[8]. Several experimental and clinical studies
have demonstrated controversial results after GH
administration in obesity conditions [8,9]. Some
works indicate little or no beneficial effects [10],
but there are studies suggesting that GH therapy
leads to metabolic improvement, such as



decreased visceral adiposity and beneficial changes on lipid pro-
file [9-11]. Visceral fat deposition is considered one important
predictor for coronary artery disease and heart failure [12], but
whether GH could reduce the fat deposition, or to improve the
lipid profile is not completely clear.

It is well known that GH can act as anabolic or diabetogenic hor-
mone and that many pathways can regulate and be regulated by
GH/insulin axis [8,13]. However, whether GH effects are associ-
ated with changes in energy intake, energy expenditure or a
combination of both factors is still unclear. Cardiac muscle uti-
lizes a variety of substrate to produce energy and the heart can
shift from one substrate to another depending on food intake
and hormonal regulation. However, the effects of GH on cardiac
energy metabolism in obesity are not clearly understood.
Although studies on obesity have been reported in a scattered
fashion, the association of sucrose-rich diet-induced obesity and
GH administration has drawn little attention until recently.
Thus, the aim of this study was to analyze the effects GH on
energy expenditure, lipid profile, myocardial oxidative stress,
and energy metabolism in cardiac tissue of control and obese
young rats. Animal models are useful for increasing the under-
standing of the effects of diet and the development of obesity
related abnormalities, particularly on cardiac tissue [2,14,15].
Therefore, we used a rat model to study the GH effects on an
unresolved issue in the field of obesity and health by the treat-
ment of obesity-related cardiac disease.

Materials and Methods

v

Obesity induction and experimental treatment

All experiments and procedures were performed in accordance
with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals pub-
lished by the US National Institute of Health and were approved
by the Ethics Committee of the Botucatu School of Medicine,
UNESP, Botucatu, SP, Brazil. Thirty-two male Wistar rats, 75 days
of age, were individually housed in polypropylene cages in an
environmentally-controlled clean air room with a temperature
of 22+3°(C, a 12-h light-dark cycle, and a relative humidity of
60+5%.

Initially the animals were randomly divided into two groups.
The control group (C, n=16) received water ad libitum and
standard rodent chow (3074 SIF, Purina Ltda., Campinas, SP, Bra-
zil) containing (by weight) 19.90 % protein, 30.03 % carbohydrate,
3.80% fat, 13.36 % fiber, and 3.00kcal/g of metabolizable energy.
The hypercaloric group (H, n=16) was fed a hypercaloric chow
and 30% sucrose in drinking water ad libitum.

To induce obesity the hypercaloric chow was obtained mixing
203.7 g sucrose and 88.26 g of soybean oil to 1000g of a previ-
ously triturated standard chow. The dietary ingredients were
homogenized in 60 °C warm distilled water and the homogenate
was used to prepare the pellets. The proportions of dietary pro-
tein, carbohydrate, and fat were determined by direct analysis
[16]. The hypercaloric chow contained (by weight) 18.00% pro-
tein, 47.59% carbohydrate (20.37% sucrose), 11.41% fat, 5.43%
fiber, and 3.64 kcal/g of metabolizable energy. Food intake and
drinking solutions consumption were evaluated daily at the
same time (9-10h), as the difference between food and drinking
solution given and the leftover. The body weights were deter-
mined once a week.

In order to more appropriately study the effects of GH on obes-
ity, after 45 days of dietary treatments, both C and H groups
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were then randomly divided into two subgroups (n=8/group):
(C+PL) control, fed standard chow, water, and saline infusion
subcutaneously (NaCl 0.9%); (C+GH) fed standard chow, water,
and received 2 mg/kg/day rhGH; (H+PL) continued to eat hyper-
caloric diet, 30% sucrose in its drinking water, and received
saline; (H+GH) continued to eat hypercaloric diet, 30% sucrose
in its drinking water, and received GH. The dose of 2 mg/kg/day
GH (Hormotrop® 4UI, Lab. Bergamo, S3o Paulo, Brazil) was daily
injected, subcutaneously [17], during 30 days, totaling 75 days of
experimental period. The GH dose and treatment period were
chosen based on studies showing effects of GH on morphomet-
ric parameters in obese rats [18,19]. Food intake, caloric value of
chows and caloric value of sucrose solution (4 kcal/g), were used
to obtain total energy intake (EI, kcal/day). The body mass index
(BMI) (g/cm?)=body weight/total length?, and Lee index
(g/cm)=3vVbody weight/total length were also calculated [6,20].

Indirect calorimetry

After 25 days of the GH administration (70 days of the experi-
mental period), the rats were placed into metabolic chambers
(airflow=1.0. I/min) of a computer-controlled indirect calorim-
eter (CWE, Inc, St. Paul, USA) to determine the fed calorimetric
parameters. For assessment of fasting calorimetric parameters,
rats were fasted overnight (12-14h) and placed into metabolic
chambers. Respiratory quotient (RQ) and energy expenditure,
namely resting metabolic rate (RMR) were measured using a res-
piratory-based software program (software MMX, CWE, Inc.,
USA). Average oxygen consumption (VO,) and average carbon
dioxide production (VCO,) were integrated over periods of
15 min. Carbohydrate and fat oxidation were calculated from the
no protein oxygen consumption and the amount of oxygen con-
sumed per gram of substrate oxidized [21].

Serum and myocardial analysis

After 30 days of GH treatment (75 days of total experimental
period), animals were fasted (12-14h) and anesthetized with
0.1ml i.p. of 1% sodium pentobarbital for measurement of the
body length [16]. After the corporal measurement, the anesthe-
tized animals were sacrificed by decapitation [2,4-6,14-21].
Total blood was collected by a funnel into a centrifuge tube and
allowed to clot to obtain the serum. Serum samples were used
for triacylglycerol, cholesterol, and its fraction determinations
by enzymatic methods (test Kit CELM, Modern Laboratory
Equipment Company, Sdo Paulo, Brazil). The atherogenic index
(AI) was determined as total cholesterol/HDL ratio [22]. Heart
was rapidly removed and weighed. The left ventricle was sepa-
rated and stored at -86 ° C for subsequent analysis. For total pro-
tein [23], lipid hydroperoxide [24], and enzymes determinations,
left ventricle samples of 200 mg were homogenized in 5ml of a
cold 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). Tissue homogenates were
prepared in a motor driven Teflon glass Potter Elvehjem, tissue
homogenizer (1 min, 100xg). The homogenate was centrifuged
at 10000x g for 15min, and the supernatant was used for deter-
mination of several cardiac key metabolic enzymes. The lipid
hydroperoxide (LH) was measured through hydroperoxide-
mediated oxidation of Fe*, with 100ul of sample and 900 ul of a
reaction mixture containing 250uM FeSO,4 25mM H,SO,,
100uM xylenol orange, and 4mM butylated hydroxytoluene
(BHT) [24]. Cardiac energy metabolism was assessed by lactate
dehydrogenase (LDH; E.C.1.1.127.), citrate synthase (CS; E.
C.4.1.3.7.), phosphor frutokinase (PFK; E.C.2.7.1.11.), and pyru-
vate dehydrogenase (PiDH; E.C. 1.2.1.51) activities [25]. Enzyme
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activities were performed at 25°C using a microplate reader
(1Quant-MQX 200 with Kcjunior software to computer system
control, Bio-Tec Instruments, Winooski, Vermont, USA). The
spectrophotometric determinations were performed in a Phar-
macia Biotech spectrophotometer with temperature-controlled
cuvette chamber (UV/visible Ultrospec 5000 with Swift Il Appli-
cations software to computer system control, 974213, Cam-
bridge, England, UK).

Statistical analysis

Analysis of variance for two variables (Two Way-ANOVA) was
used to examine the diet and GH treatment effects. Comparison
between the means was performed by Tukey test, with p<0.05
(SigmaStat software for windows, Jandel Corporation, San Rafael,
CA, USA).

Results

v

General characteristics of rats and nutritional
parameters

As previously observed [2,6] obesity was evidenced in H rats
after 45 days of the experimental period, and H rats had higher
body weight than C. After 75 days of experimental period H+PL
rats had higher body weight, body weight gain, body mass index,
and Lee index than C+PL. Growth hormone had no effects on
final body weight and on morphometric parameters in both
dietary conditions. There were no significant changes in food
consumption between C+GH and C+PL, as well between H+GH
and H+PL, but the energy intake was higher in C+GH than in
C+PL (Table 1).

Calorimetric parameters, serum, and myocardial
analysis

There were no significant differences in VO, and VCO, between
the groups, but fed and fasting RMR, fed VO,/body weight, fed
and fasting VCO,/body weight were lower in H+PL than in C+PL.
C+GH rats had higher fed RMR, and lower fasting fat oxidation,
fed and fasting VCO,/body weight than C+PL. H+ GH significantly
differed from H+PL rats by lower fed VO,/body weight, fed and
fasting VCO,/body weight, as well as higher fasting RMR, fed RQ,
and fed fat oxidation. Fed carbohydrate oxidation was higher in
all experimental groups than in C+PL, with H+GH rats having
the highest value. Fasting carbohydrate oxidation was lower in
all groups than in C+PL. The carbohydrate oxidation as well
VCO,/body weight were lower in fasting than in fed state for
C+GH, H+PL and H +GH rats (Table 2).

Hypercaloric diet enhanced cardiac lipid hydroperoxide, serum
total cholesterol, triacylglycerol, VLDL, LDL cholesterol, and
atherogenic index as compared to C+PL. Growth hormone in
standard-fed rats had no effects on cholesterol fractions. Tria-
cylglycerol was unchanged in H+GH and H+PL rats. Total cho-
lesterol and LDL were lower and VLDL was higher in H+GH rats
than in H+PL (© Fig. 1). Growth hormone in hypercaloric-fed
conditions reduced serum Al and myocardial LH (© Fig. 2).
Table 3 shows that cardiac protein and citrate synthase remained
unchanged by the treatments. C+GH rats had higher myocardial
PiDH activity than C+PL. H+PL rats had higher LDH and PiDH
activities than C+PL. By comparing H+GH and H+PL rats, it was
shown that GH reduced the PiDH activity, but had no effects on
LDH and PFK.

Discussion

v

Obesity is a complex syndrome that is associated with a wide
range of pathological conditions and the use of GH may be criti-
cal in improving lipid profile and cardiac function in obese con-
dition. Growth hormone is animportant peptide for maintenance
of cardiovascular system [17,26]. Therefore the question that
must be addresses is: what is the effect of GH on obesity-induced
abnormalities?

To the best of our knowledge this is the first study that evaluated
the effects of 2mg/kg GH on some markers of metabolic path-
ways in cardiac tissue of young obese rats, as well their relation-
ships with calorimetric parameters and oxidative stress.
Recently, we have reported the effect of GH in myocardium of
rats with congestive heart failure, a condition in which the car-
diac metabolic change was irreversible [17]. However, the GH
effects on obesity related metabolic alterations are not presently
known.

Despite the macronutrient imbalance, miming a free living situ-
ation as seen in human obesity [1], our results demonstrated
that the food consumption in both H+PL and H+GH groups were
adequate to nutritional requirements and maintenance for adult
rats [27]. No changes were found in myocardial protein (Table 3)
demonstrating that the animals did not suffer from malnutri-
tion. Over time, rats eating hypercaloric diet and drinking
sucrose became obese [6,7,20], and ultimately exhibited a
number of the physiological alterations seen in human obesity
[1,14-16]. Despite the lower food consumption, the energy
intake from chow was compensated by additional calories from
the sucrose solution (Table 1), and H+PL rats had higher final
body weight, body weight gain, BMI, and Lee index than C+PL.

Parameters Groups Table 1 General characteristics
C+PL C+GH H+PL H+GH and nutritional parameters

Initial body weight (g) 472.0£43.5 472.0£43.5 542.8+43.7° 542.8+43.7"

Final body weight (g) 488.2+37.3 492.2+25.8 575.2£60.5 572.9460.1

Body weight gain (g) 16.3£4.9 17.5%2.6 35.8415.22 34.0+4.8

Body mass index (g/cm?) 0.70£0.05 0.75+0.04 0.84+0.07° 0.84+0.05

Lee index (g/cm) 6.04+0.40 6.54+0.3 7.23+0.6° 7.38+0.5

Food Consumption (g/day) 25.6+8.1 31.1+3.6 8.8+2.2° 9.0+2.3P

Liquid Consumption (ml/day) 60.0+8.2 63.7+14.3 60.0+10.6 59.3+9.4

Energy intake (kcal/day) 78.3+£9.4 93.3£8.82 103.8+17.72 91.41+11.4

C+PL: control rats fed standard chow, water, and saline; C+GH: control rats fed standard chow, water, and GH; H +PL: rats fed hyperca-

loric chow, 30% sucrose in its drinking water and saline, and H+GH: rats fed hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking water and GH

Values are mean+SD. 2p<0.05 vs. C+PtL; *p<0.05 vs. C+GH
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Table 2 Calorimetric parameters

Calorimetric parameters

C+PL
VO, (mli/h) Fed 199.1+19.4
Fasting 214.1+£71.7
VCO, (ml/h) Fed 145.9+7.16
Fasting 136.1£13.9"
RQ Fed 0.74+0.05
Fasting 0.7+£0.22
RMR (kcal/h) Fed 1.00+0.05
Fasting 1.26+0.17
VO,/body weight (ml/h/g) Fed 0.43+0.04
Fasting 0.46+0.14
VCO,/body weight (ml/h/g) Fed 0.31+0.01
Fasting 0.29+0.03*
Carbohydrate oxidation (mg/min) Fed 0.44+0.2
Fasting 1.07+0.6*
Fat oxidation (mg/min) Fed 2.26£0.63
Fasting 4.47+£2.55*

Groups
C+GH H+PL H+GH
206.8+46.2 206.0+37.9 183.1+54.7
197.1456.1 213.13+42.9 221.2+34.3*
147.7+3.6 146.6+6.1 149.7+0.4
140.7£0.2* 141.1£0.8 141.8+0.7*
0.75+0.10 0.73+0.10 0.88+0.202P
0.73+0.11 0.68+0.12 0.66+0.11*
1.17+0.11¢ 0.81+0.06¢ 0.75+0.04
0.94+0.09 0.90+0.05¢ 1.02+0.07°
0.41+0.09 0.36+0.06¢ 0.29+0.08%>
0.38+0.04 0.38+0.07 0.36+0.05*
0.28+0.001¢ 0.26+0.01¢ 0.24+0.0012P
0.27£0.001¢* 0.25+0.001¢* 0.22+0.0012b*
0.95+0.4¢ 0.91+0.3¢ 1.98+0.4%b
Not detected®* Not detected* Not detected®*
2.75+1.85 2.52+£1.48 4.38+0.932P
2.39+1.15¢ 3.05+1.81 3.37+1.482

C+PL: control rats fed standard chow, water, and saline; C+GH: control rats fed standard chow, water, and GH; H+ PL: rats fed hypercaloric chow, 30 % sucrose in its drinking

water and saline, and H+ GH: rats fed hypercaloric chow, 30 % sucrose in its drinking water and GH
RMR: resting metabolic rate; RQ: respiratory quotient; VO,: oxygen consumption; VCO,: carbon dioxide production. Values are mean+SD. 2p<0.05 vs. C+GH;

bp<0.05 vs. H+PL; p<0.05 vs. C+PL; * p<0.05 Fasting vs. Fed

140
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Fig. 1 Serum triacylglycerol (TG), total cholesterol (TC), and thier

fraction in rats fed standard chow, water, and saline (C+PL); fed standard
chow, water, and GH (C+ GH); fed hypercaloric chow, 30% sucrose in its
drinking water, and saline (H +PL); fed hypercaloric chow, 30 % sucrose

in its drinking water, and GH (H+GH). 2p<0.05 vs. C+PL; ®p<0.05 vs.
C+GH; “p<0.05 vs. H+PL.

Interestingly, GH had no effects on morphometric parameters
and body weight in both dietary conditions. Our results are in
accordance with clinical studies of obese subjects that demon-
strated very little or no evidence with respect to weight loss and
fat reduction after GH treatment [26]. Some investigators have
shown fat reduction in obese rats, however, treatment duration
and GH dose, are relevant points to be considered [10, 28].

Although different responses of GH treatment on food consump-
tion have been described [29], GH alone did not influence food
and liquid consumption (Table 1). On the other hand, despite the
higher energy intake no significant changes were found in final
body weight, BMI and Lee Index, comparing C+GH and C+PL
rats. These observations suggested that factors other than energy
intake play important role in morphometric parameters and
body weight regulation, indicating that weight gain and mor-
phometric changes can be viewed not only as the consequence
of an initial positive energy balance, but also as the mechanism
by which energy balance is eventually stored. In fact, there was

higher fed-energy expenditure in C+GH rats than in C+PL, indi-
cating lower disposable energy to be stored in adipose tissue.
Both fed and fasting RMR were lower in H+PL than in C+PL, but
GH, despite no effects on fed RMR, significantly enhanced fasting
RMR, demonstrating GH metabolic effects in obesity condition.

Curiously, by analyzing carbohydrate oxidation, the effect of GH
treatment was found to resemble to that of the hypercaloric diet,
with higher fed and lower fasting carbohydrate oxidation, indi-
cating reduced storage of hepatic glycogen when compared with
control rats. Since the influence of the meal had essentially
ended in the post absorptive state, the fasting carbohydrate oxi-
dation gives an indication of the state of the glycogen stores
[21].

Our data also suggested that when glycogen stores became satu-
rated, the only way of disposing the additional excess of carbo-
hydrate in H+PL rats was by fat synthesis, leading to increased
de novo lipogenesis. H+PL rats had also depressed oxygen
consumption/body weight (Table 2), similarly to the obese rats,
in which reduced oxygen consumption was found [6].

Both fed carbohydrate and fed fat oxidation were higher in
H+GH treated animals. However, the lower VO,/body weight
and VCO,/body weight ratios, as well the higher fed RQ than
C+PL indicated that the rate of carbohydrate oxidation exceeded
fat oxidation in these animals. The change in fuel selection may
be controlled by carbohydrate intake due to insulin secretion
[30], but it is well known that GH can act as a diabetogenic hor-
mone [8,13], thus inducing substantial changes on metabolic
pathways for energy generation.

In fact the Al was significantly reduced in H+GH rats pointing
to beneficial metabolic effects of GH in obesity condition
(© Fig. 2). H+PL rats had higher serum triacylglycerol than the
others (© Fig. 1), and this was related to lipogenic effect of high-
sucrose intake [6], predominantly due to the fructose compo-
nent of the sucrose [30]. During periods of high-sucrose intake,
the hepatic tissue can convert glucose into fatty acids, from
which triacylglycerols are made and transported to the blood
stream by VLDL. It is widely accepted that enhanced TG is a risk
factor for cardiovascular complications [31] and reflects infor-
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a b Fig. 2 a: Atherogenic index (Al); b: Cardiac lipid
5 5
a hydroperoxide levels (LH) in rats fed standard
;_ chow, water, and saline (C+PL); fed standard
bc 4 a .
C ; b 3
4 b chow, water, and GH (C+ GH); fed hypercaloric
l . & M chow, 30% sucrose in its drinking water, and
3 3 saline (H+PL), and fed hypercaloric chow, 30%
- T sucrose in its drinking water, and GH (H + GH).
< = 9p<0.05 vs. C+PL; Pp<0.05 vs. C+GH; p<0.05
2 vs. H+PL.
1 1
0 0
C+PL  C+GH H+PL H+GH C+PL  C+GH H+PL H+GH
Cardiac determinations Groups Table 3 Cardiac enzymes of rats
C+PL C+GH H+PL H+GH
Protein (mg/100 mg) 19.6+0.5 20.5+£1.1 20.2+1.0 20.5+0.3
cs 163.7+25.2 167.4£26.7 171.1£21.6 179.6£29.3
LDH 646.2+41.6 633.1+£40.7 715.7+66.32 741.9£61.7°
PFK 1.6%0.1 1.7+0.2 1.4+0.1 1.5+0.4
PiDH 1.1£0.1 1.4+0.2° 1.4+0.2° 1.220.1b¢

C+PL: control rats fed standard chow, water, and saline; C+GH: control rats fed standard chow, water, and GH; H+PL: rats fed hypercaloric
chow, 30% sucrose in its drinking water and saline, and H+GH: rats fed hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking water and GH

Enzyme activities are expressed in nmol/mg protein

CS: citrate synthase; LDH: lactate dehydrogenase; PFK: phosphofrutokinase; PiDH: pyruvate dehydrogenase. Values are mean+SD

3p<0.05 vs. C+PL; Pp<0.05 vs. C+GH; <p<0.05 vs. H+PL

mation on LDL-composition, its size and density, since higher
triacylglycerol indicates VLDL and chylomicron remnants abnor-
mally interacting with HDL. Atherogenic process is initiated by
oxidation of the lipids in LDL, and enhanced serum triacylglyc-
erol is associated with smaller LDL, which becomes more sus-
ceptible to oxidative modification [16,31].

Several factors may be related to GH effects on Al. Growth hor-
mone may increase hepatic LDL receptors, resulting in an accel-
erated rate of LDL clearance [32]. Growth hormone can affect
lipid and carbohydrate metabolism due enhanced protein anab-
olism [26,33]. The relative rate and susceptibility of LDL to oxi-
dation can be attributed to depressed amount of LDL protein and
physical properties of the outer surface [34]. Therefore GH, due
its anabolic protein property can increase LDL size, reduce Al,
and the susceptibly for LDL oxidation. Finally, GH significantly
enhanced carbohydrate and fat oxidation in hypercaloric fed
condition (Table 2).

Judging from our experimental results the hypercaloric-diet as
well GH administration effects were, at least in part oxidant-
antioxidant mediated. Cardiac lipid hydroperoxide was signifi-
cantly enhanced in obese rats. Lipoperoxidation is important
because of its consequences for energy metabolism, causing
impaired adenosine triphosphate synthesis for myocardial con-
tractile function. Therefore GH, reducing the myocardial oxida-
tive stress as demonstrated by cardiac LH concentration
(e Fig. 2), improved myocardial metabolism in obese condi-
tions.

The enhanced myocardial LDH activity in H+PL rats indicated
that pyruvate produced by glycolysis is not readily oxidized in
the mitochondria but, rather, is reduced to lactate in the cytosol.
The maintenance of CS activity, while LDH and PiDH were
enhanced in obese rats clearly demonstrated inadequate control
of metabolic pathways in obese conditions. Despite the mainte-
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nance of fat oxidation, the fed-carbohydrate oxidation was
enhanced in H+PL rats (Table 2). Pyruvate dehydrogenase is the
key enzyme that regulates the flux of glucose intermediaries in
aerobic respiration and CS for the control of the flux of metabo-
lites through the tricarboxylic acid cycle [25]. In normal heart, a
high fat environment promotes fatty acid oxidation, which in
turn inhibits glucose oxidation [5]. Substantial evidence sug-
gested that glucose utilization is critical to maintain contractile
function when the heart is stressed, as occurred in hypercaloric
fed rats. At the same time, the importance of dietary sucrose in
the development of glucotoxicity in heart needs to be consid-
ered, particularly when it is related to states of high fat supply
such as obesity.

Fatty acids constitute the main source of energy for the myocar-
dium and fat oxidation was higher in H+GH than in H+PL rats
(Table 2). This indicated that the enhanced acetyl-CoA genera-
tion from fatty acid oxidation was responsible for the lower PiDH
activity in these animals, as compared to H+PL. Note that H+GH
rats had the highest fed-carbohydrate oxidation (Table 2), despite
the maintenance of myocardial LDH and PFK activities as com-
pared to H+PL rats. Glycolysis preferentially serves energy chan-
neling to sarcolemmal membranes (SL), where glucose transport
into cells occurs, by providing this readily available substrate for
glycolytic enzymes bound to sarcolemmal molecular complexes
[35]. The SL/glycolytic pathways represent low capacity, but
high specificity modules of the integrated metabolic network of
a cardiac myocyte, as an adaptive mechanism in obesity condi-
tion.

Growth hormone maintained the normal myocardial LH and
LDH activity in control fed conditions (¢ Fig. 2, Table 3), but sig-
nificantly enhanced PiDH, indicating improvement of energy
metabolism, as compared to C+PL. The fed carbohydrate oxida-
tion was higher and the fasting fat oxidation was lower com-



pared with the control C+PL (Table 2), indicating adequate
insulin response and adequate metabolic control. Experimental
and clinical studies have shown that stimulating glucose oxida-
tion has antischemic effects and can improve cardiac function
and efficiency [5].

In conclusion, the present study brought new insights of GH
effects on obesity related cardiovascular damage demonstrating
for the first time that GH regulated cardiac metabolic pathways,
enhanced energy expenditure, depressed the atherogenic index,
and improved the lipid profile in obesity condition. Growth hor-
mone in standard fed condition also offered promising thera-
peutic value to enhance pyruvate-dehydrogenase activity, and
the glucose oxidation in cardiac tissue, thus optimizing myocar-
dial energy metabolism.
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CAPITULD =

RESPOSTA CALORIMETRICA, MORFOMETRICA E
METABOLICA CARDIACA AO HORMONIO DE
CRESCIMENTO EM RATOS OBESOS E
CONSIDERADOS VELHOS.
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RESUMO

O envelhecimento populacional mundial é considerado um processo relativamente
novo na histéria da humanidade e esta associado a melhorias na area de prevencao e
tratamento na saude publica, bem como a diminuicao da taxa de fertilidade, elevando
rapidamente assim, o nimero de pessoas com mais de 60 anos em varios paises ao
redor do mundo (ACEVEDO, 1998). Embora esse aumento possa ser visto como um
ponto positivo, ainda é preciso alcangar também melhorias na qualidade de vida
entre as pessoas idosas. Comorbidades e complicacdes advindas de processos que
acompanham o envelhecimento, tais quais, diabetes, sobrepeso e obesidade,
hipertensdo arterial, doencas neurodegenerativas e principalmente complicac¢oes
cardiovasculares, ainda sdo problemas, que além de onerarem o sistema unico de
saude, elevam a taxa de mortalidade na populacéo senil.

GH, ou hormonio de crescimento, produzido e secretado na hipoéfise anterior, atua
direta ou indiretamente, via IGF-1 (horménio de crescimento insulina-simile)
produzido principalmente no figado, levando ao crescimento longitudinal 06sseo,
muscular e das cartilagens. O GH também é um importante mediador de algumas
vias metabolicas, como a oxidacdo lipidica. Em relacdo ao metabolismo dos
carboidratos, o GH apresenta efeitos antagbnicos aos efeitos classicos da insulina,
sendo por muitos, considerado um horménio diabetogénico (COPELAND et al, 1990;
HAJIMA et al, 2005).

A partir do trabalho pioneiro realizado por Everitt e Cavanagh (1965),
demonstrando um retardo do processo de envelhecimento em ratos
hipofisectomizados, muita atencdo tem sido dada aos hormonios pituitarios para se
entender o processo de envelhecimento. Alguns hormonios, como a prolactina,
hormaonios tireoideanos e sexuais, como a deidroepiandrosterona tém sido bastante
estudados (BROWN-BORG, 2007). Os hormonios do eixo somatotroéfico, GH e IGF-I
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vém recebendo atencéo especial e inclusive ja foi proposto o GH como o “hormonio
da juventude”!

Durante o envelhecimento h& reducdo nos niveis plasméticos de GH e/ou
diminuicdo da secrecdo fisiologica deste, bem como uma diminui¢cdo dos niveis
circulantes de IGF-I. Curiosamente modelos experimentais de roedores que nao
produzem GH, como camundongos “andes” das linhagens Ames e Snell, apresentam
um aumento na expectativa de vida, o que aumenta ainda mais o0 interesse no
entendimento deste horménio no processo de envelhecimento.

A obesidade, um problema crescente de saude publica, também pode estar
acompanhada de altera¢Bes enddcrinas e metabolicas, semelhantes ao que ocorre no
envelhecimento; diminuicéo na secrecdo de GH é uma delas (SHADID, 2003). Alguns
trabalhos demonstraram que o tratamento ou a reposi¢cdo de GH reduziu fatores de
risco para doencas cardiovasculares, diminuindo os depdsitos de gordura visceral,
aumentando a massa muscular corporea e melhorando o perfil lipidico (CUTTICA et
al, 1997; ANGELOPOULOS et al, 1998; DESPRES et al, 2001). Doencas
cardiovasculares representam uma das principais causas associadas a morbi-
mortalidade em pessoas obesas e/ou idosas e (HILL, 2006), no entanto, os
mecanismos por tras desses processos ainda sdo passiveis de discussfes. O GH
também desempenha importante papel no desenvolvimento e manutencdo da saude
cardiovascular. Isto fica demonstrado em pacientes com deficiéncia deste hormonio e
que desenvolvem precocemente arteriosclerose e doenca coronariana e, além disso,
apresentam alta taxa de mortalidade devido a problemas cardiacos (ROSEN;
BENGTSSON, 1990; CASTILLO et al, 2005).

Levando-se em conta o risco aumentado para problemas cardiacos encontrados
tanto no envelhecimento como oriundos da obesidade e, o papel indiscutivel que o

GH apresenta para a manutencdo da homeostase organica, o presente trabalho teve
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como objetivo determinar os efeitos do tratamento com GH sobre os fatores de risco
freglientemente encontrados na obesidade e no envelhecimento.

Para esse estudo 32 ratos Wistar machos, com 510 dias de vida, foram divididos
inicialmente em dois grupos (n=16). O grupo C, considerado controle, recebeu ragdo
padrdo (Purina Labina, Sdo Paulo, Brasil) e agua ad libitum durante todo o
experimento. Os animais do grupo hipercalérico (H) receberam racdo contendo
elevada concentracéo de sacarose e colesterol e solucdo aquosa de sacarose 30% na
agua de beber. O objetivo desta dieta foi induzir alteracdes metabdlicas semelhantes
aquelas encontradas na obesidade. Esta dieta foi mantida até o final do experimento.

Apos 45 dias, os animais do grupo C e H foram divididos em dois subgrupos:

C+GH (n=8) - mantidos com racdo padrédo e recebendo GH na dose de 2mg/kg,
sc, cinco dias da semana (PEREZ-ROMERO et al.,1999; CASTILLO et al., 2005);

C+PL (n=8) - mantidos com ragdo padrao, recebendo solucgédo salina (NaCl, 0,9%),
sc, cinco dias da semana;

H+GH (n=8) - mantidos com racéo contendo elevada concentracéo de sacarose e
colesterol, solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber e recebendo GH na dose
de 2mg/kg, sc, cinco dias da semana;

H+PL (n=8) - mantidos com rac¢ao contendo elevada concentracéo de sacarose e
colesterol, solucdo aquosa de sacarose 30% na agua de beber e recebendo solucéo
salina (NaCl, 0,9%), sc, cinco dias da semana.

A duragéo do tratamento com o GH foi de 30 dias, totalizando 75 dias de

experimento. A figura abaixo mostra o delineamento experimental do estudo.
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-Orupo Controle darupos -C+GH
E=1
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-H+GH
Dial Dia 45 0Dia 70 Dia?75%
1 v I } D TOTa )
Periodo Pré-GH Periodo do tratamento com GH.
C+PL - Controle + Placebo, C+GH — Controle +GH, H+PL = Hipercaldrico +placebo, H+GH -

Hipercalorico + GH, DC = Determinacoes Calorimeatricas, TOTG = Teste Oral de Tolerancia a Glicose,

Ao final do experimento animais do grupo C+GH e H+PL apresentaram
caracteristicas semelhantes como maior IMC, indice de Lee, depdsitos de gordura,
indice de adiposidade, triacilglicerol sérico e cardiaco, bem como aumento do
hidroperoxido de lipidio miocardico, um indicador de estresse oxidativo. O
tratamento com GH em animais que receberam dieta hipercaldrica elevou a relacdo
taxa metabdlica de repouso/peso corporal, consumo de O2, oxidacdo lipidica e a
concentracdo de LDL- colesterol, comparado ao grupo H+PL. O metabolismo da
glicose também foi alterado no grupo H+GH, evidenciando uma possivel intolerancia
a glicose e/ou resisténcia a insulina, apontando para efeitos indesejaveis do
tratamento com GH. Por sua vez, o consumo de dieta hipercalérica aumentou a
atividade das enzimas piruvato desidrogenase e fosfofrutoquinase-1, enzimas
reguladoras da via glicolitica. Essa elevacdo pode estar associada ao maior conteudo
de glicose na dieta ofertada.

Os dados inéditos encontrados neste estudo nos permitem apontar o tratamento
com 2mg/kg de GH como sendo prejudicial para animais obesos e considerados
velhos, uma vez que houve prejuizo nos parametros calorimétricos, no perfil lipidico e
estresse oxidativo miocardico. Desta forma, o GH ndo seria um bom candidato a um

coadjuvante para diminuicéo dos fatores de riscos encontrados no envelhecimento.
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Abstract

Life expectancy is increasing in world population and with it, the incidence of public health
problems such as obesity and cardiac alterations. Because growth hormone (GH)
concentration is referred to be decreased in aging conditions, a question must be addressed:
what is the effect of GH on aging related adverse changes? To investigate the effects of GH
on cardiac energy metabolism and its association with calorimetric parameters, lipid profile
and oxidative stress in aged and obese rats, initially 32 male Wistar rats were divided into two
groups (n=16):(C) given standard-chow and water;(H) given hypercaloric-chow and receiving
30% sucrose in its drinking water. After 45 days, both C and H groups were divided into two
subgroups (n=8):(C+PL) standard-chow, water and receiving saline subcutaneously;(C+GH)
standard-chow, water and receiving 2 mg/kg/day rhGH subcutaneously;(H+PL) hypercaloric-
chow, 30% sucrose, receiving saline subcutaneously;(H+GH) hypercaloric-chow, 30%
sucrose, receiving rhGH subcutaneously. After 30 days, C+GH and H+PL rats had higher
body mass index, Lee-index, body fat content, percent-adiposity, serum triacylglycerol,
cardiac lipid-hydroperoxide and triacylglycerol than C+PL. Energy-expenditure (RMR)/body
weight, oxygen consumption and fat-oxidation were higher in H+GH than in H+PL. LDL-
cholesterol was highest in H+GH rats, whereas cardiac pyruvate-dehydrogenase and
phosphofrutokinase activities were higher in H+GH and H+PL rats than in C+PL. In
conclusion, the present study brought new insights on aging and obesity, demonstrating for
the first time that GH therapy was harmful in aged and obesity conditions, impairing
calorimetric parameters, lipid profile and oxidative stress. GH was disadvantageous in old

rats, having undesirable effects on cardiac energy metabolism.

Key-words: growth hormone, obesity, aging, cardiac energy metabolism



Introduction

Aging world population has been considered as a relatively new process for the mankind
history [1]. Long life span and declining fertility rates are among the responsible causes for
the faster growth of people over 60 years in most of countries. Although public health policies
and socioeconomic development must act as a relevant background, there are still several
concerns about life quality that should be addressed. Diabetes, obesity and overweight, high
blood pressure, neurodegenerative diseases and, mainly, cardiovascular complication are
considered serious health problems that follow aged people.

Practically all tissues can suffer from the biochemical and cellular alterations of aging [2].
Since the pioneer Everitt and Cavanagh [3] work, demonstrating the retardation of the aging
process in hypophysectomized rats, much attention has been drawn to pituitary hormones for
life span regulation. Prolactin, thyroid, dehydroepiandosterone and sexual hormones have
been widely studied [4]. Beyond these hormones, somatotrophic axis has received special
attention.

Growth hormone (GH) acts directly or indirectly via IGF-1 (insulin simile growth factor),
produced mainly in the liver, driving the bone, muscle and cartilage growth. GH can also acts
in some metabolic pathways, as lipid oxidation. Related to glucose metabolism, GH acts
opposing insulin classic effects. Aging is associated with reduction of GH plasmatic levels
and/or spontaneous GH secretion, as well as diminished IGF-I circulating levels [5,6]. Lack
circulating GH rodents, such as Ames and Snell dwarf mice had life span extension [4].

Similarly to aging, obesity, a growing public health problem, can also be accompanied by
some endocrine and metabolic abnormalities, such as decreased serum GH levels [7]. Some
studies have showed that GH replacement or treatment reduced visceral fat depots [8],
augmented muscle mass [9] and improved lipid profile [10], thus reducing cardiovascular
risks. Cardiac damage represents one of the main health problems associated with aging and
obesity-induced morbidity and mortality [11], but the mechanisms that are triggered for this
disease are not completely clear.

It is known that GH and IGF-I have effects not only for the somatic longitudinal growth
[12], but also act on the cardiovascular system [13]. This was demonstrated in GH deficient
patients, who develop early atherosclerosis and show high morbidity-mortality due to cardiac
problems [14].

Since the somatotrophic axis influences the cardiovascular system, energetic metabolism
and lipid oxidation, the reduction found in this control center, could, at least in part, be

responsible for aging and obesity deleterious effects. However, neither the precise mechanism



of, nor whether GH can ameliorate the metabolic changes associated with aging and obesity
have been recognized.

Taking into account the aging-induced adverse effects, as well the biochemical alterations
found in obesity condition, the present study is an attempt to investigate whether obesity
could be reproducible in old rats fed a hypercaloric diet. The major purpose of this study was
to verify the effects of GH administration on risk factors for cardiac disease, frequently found
in aging and obesity. Therefore, we used a rat model to study an unresolved issue in the field
of obesity and aging that is to determine whether GH treatment has effects on energy
expenditure, lipid profile, oxidative stress and cardiac energy metabolism, in old and obese

rats.

Material and Methods
Obesity induction and experimental treatment

All experiments and procedures were performed in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals published by the US National Institute of Health and were
approved by the Ethics Committee of the Botucatu School of Medicine, UNESP, Botucatu,
SP, Brazil. Third two male Wistar rats, 510 days of age, were individually housed in
polypropylene cages in an environmentally controlled clean-air room with a temperature of 22
+ 3°C, a 12 h light-dark cycle and a relative humidity of 60 + 5%. Initially, the animals were
randomly divided into two groups. Taking into account the hormonal influences in female, we
used only male rats [15]. The control (C, n=16) received water ad libitum and standard rodent
chow (3074 SIF, Purina Ltda., Campinas, SP, Brazil), containing (by weight) 19.90% protein,
30.03% carbohydrate, 3.80% fat, 13.36% fibre, and 3.00 kcal/g of metabolizable energy. The
hypercaloric (H, n=16) group received a hypercaloric chow and 30% sucrose in drinking
water ad libitum. In order to induce obesity the hypercaloric chow was obtained mixing
203,79 sucrose and 88,26g of soy oil to 1000 g of a previously triturated standard chow.
Dietary ingredients were homogenized in 60°C warm distilled water and the homogenate was
used to prepare the pellets. The proportions of dietary protein, carbohydrate and fat were
determined by direct analysis [16]. The hypercaloric chow contained (by weight) 18.00%
protein, 47.59% carbohydrate (20.37% sucrose), 11.41% fat, 5.43% fibre and 3.64 kcal/g of
metabolizable energy. Food intake and drinking solutions consumption were evaluated daily
at the same time (9-10h), as the difference between food and drinking solution given and the

leftover. Body weights were determined once a week.



To study the GH effects on obesity, after 45 days of dietary treatments, both C and H
groups were then randomly divided into two subgroups (n=8/group): (C+PL) control,
receiving standard chow, water and saline infusion subcutaneously (NaCl 0,9%); (C+GH)
remained eating standard chow, receiving water and 2mg/kg/day rhGH; (H+PL) continued to
eat hypercaloric diet, given 30% sucrose in its drinking water and receiving saline; (H+GH)
continued to eat hypercaloric diet, given 30% sucrose in its drinking water and receiving
rhGH. 2mg/kg/day of rhGH (Hormotrope, 4Ul, Bergamo, Sao Paulo, Brazil) was daily
injected, subcutaneously, during 30 days [17], totalizing 75 days of experimental period. The
dose, the application form and the treatment duration were selected based on studies showing
GH effects on serological and morphometric parameters in rats [13, 17, 18, 19]. Since GH
secretion occurs in a pulsatile manner we made sure to inject GH doses at the same time
throughout treatment to mimic the release that occurs in vivo. The food intake, sucrose
consumption, caloric value of rodent chow and sucrose (4 kcal/g) were used to obtain total
energy intake (EIl, kcal/day) = (mean food consumption per day (g) x dietary energy) +
(amount of sucrose intake per day (g) x 4). The body mass index (BMI)(g/cm?)= body weight/
total lenght’; Lee index (g/cm) = *Vbody weight/total length [20,21]; retroperitoneal,
epididymal and visceral fat depots were also determined, as well the adiposity index (%) =
total body fat content/body weight [22].

Indirect calorimetry

After 25 days of GH treatment (70 days of the experimental period), the rats were fasted
overnight (12-14h) and placed into metabolic chambers (airflow=1.0 I/min) of a computer-
controlled indirect calorimeter (CWE, Inc, St. Paul, USA). Respiratory quotient (RQ) and
energy expenditure, namely resting metabolic rate (RMR) were measured using a respiratory-
based software program (software MMX, CWE, Inc., USA). Average oxygen consumption
(VO,) and average carbon dioxide production (VCO,) were integrated over periods of 15min.
Carbohydrate and fat oxidation were calculated from the non-protein oxygen consumption

and the amount of oxygen consumed per gram of substrate oxidized [23].

Serum and myocardial analysis

After 30 days of GH administration (75 days of total experimental period), rats were fasted
overnight (12 to 14h) and submitted to the oral glucose tolerance test (OGTT). So, glucose
was given (3g /kg body weight), as a 20% aqueous solution. Blood glucose levels were

measured before the glucose administration and at 30, 60 and 120 min after the glucose



ingestion [24]. Blood was taken from a tail vein and glucose concentrations were determined
by an automatic glucose analyzer (Boehringer Mannheim, Eli Lilly Ltda, S&o Paulo, Brazil).
After the OGTT animals were anaesthetized with 0.1ml ip of 1% sodium pentobarbital for
measurement of the abdominal circumference, body length [15], and were sacrificed by
decapitation. Total blood was collected by a funnel into a centrifuge tube and allowed to clot
to obtain the serum. Serum samples were collected for IGF-1 measurements (rat/mouse 1GF-I
ELISA), IDS AC18F1 — Immunodiagnostic Systems Ltd], triacylglycerol, cholesterol and its
fractions determinations (test Kit CELM, Modern Laboratory Equipment Company, Sao
Paulo, Brazil). The atherogenic index (Al) was determined as total cholesterol/HDL ratio
[25]. The heart was rapidly removed and weighed. The left ventricle was separated and stored
at —86 °C for subsequent analysis. For total protein [26] and enzymes determinations, left
ventricle samples of 200 mg were homogenized in 5 mL of a cold 0.1M phosphate buffer, pH
7.4. Tissue homogenates were prepared in a motor driven Teflon glass Potter Elvehjem, tissue
homogenizer (1 min, 100xg). The homogenate was centrifuged at 10000xg for 15 min., and
the supernatant was used for determination of several cardiac key metabolic enzymes. Cardiac
lipid hydroperoxide (LH) was determined with 100 pL of sample and 900 uL of a reaction
mixture containing 0.25 mM of FeSO4, 25 mM of H2SO4, 0.1 mM of xylenol orange, and 4
mM of butylated hydroxytoluene in 90% (v/v) methanol. The mixtures were incubated for 30
min at room temperature before measurement at 560 nm [27]. Cardiac energy metabolism was
assessed by lactate dehydrogenase (LDH; E.C.1.1.127), citrate synthase (CS; E.C.4.1.3.7),
phosphofrutokinase (PFK; E.C.2.7.1.11) and pyruvate dehydrogenase (PiDH; E.C. 1.2.1.51)
activities [28]. Enzyme activities were performed at 25 °C using a microplate reader (uQuant-
MQX 200 with Kcjunior software to computer system control, Bio-Tec Instruments,
Winooski, Vermont, USA). The spectrophotometric determinations were performed in a
Pharmacia Biotech spectrophotometer with temperature controlled cuvette chamber
(UVvisible Ultrospec 5000 with Swift 11 Applications software to computer system control,
974213, Cambridge, England, UK).

Statistical Analysis
Analysis of variance for two variables (Two Way-ANOVA) was used to analyze the effects
of diet and GH. Comparison between the means was performed by Tukey test, with p <0.05

(SigmasStat software for windows, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA).



Results
Data before GH treatment

The effects of 45 days’ hypercaloric-diet ingestion were achieved in rats of H group (data
not shown). These animals showed higher final body weight, body weight gain, energy intake
and serum triacylglycerol concentration than C group. As previously found [19], the H group
had also lower RMR/body weight, VO,/body weight and VO,/body surface, characterizing
obesity.

Data after GH treatment
General characteristics and nutritional parameters

C+GH group had higher abdominal circumference, BMI, Lee index and percent adiposity
than C+PL. H+PL rats, compared with C+PL, had higher final body weight, abdominal
circumference, BMI, Lee index, energy intake, percent adiposity, as well lower food
consumption. GH treatment in H rats did not alter any of these parameters. IGF-1 was higher
in C+GH and H+GH that in C+PL. No changes were found in IGF-1 comparing H+GH and
H+PL (Table 1).

Calorimetric data

H+PL group had lower VO,/body weight, VCO,/body weight and VO,/surface area than
C+PL. H+GH group compared with H+PL, showed reduced RQ, VCO,/body weight and
augmented RMR/body weight, VO,/body weight, VO,/surface area and fat oxidation. C+GH
rats had lower VCO,/body weight ratio than C+PL (Table 2).

Oral glucose tolerance test

Mean fasting blood glucose was comparable in all four groups. For C+PL and H+PL
groups, the glucose level peaked at 30 min, and dropped thereafter. For C+GH and H+GH the
glucose level peaked at 60 min. Basal blood glucose levels after OGTT for C+GH and H+GH
rats were higher than the respective fasting glucose levels. Serum glucose was higher in
H+GH than in C+GH after the OGTT (Fig. 1).



Fat content, serum and myocardial analysis

H+PL rats had higher total, visceral, retroperitoneal and epididymal fat depots than C+PL.
C+GH and H+PL groups, as well H+GH and H+PL groups did not differ in relation to fat
depots (Fig. 2).

GH treatment enhanced the TG and VLDL-cholesterol in C+GH group. H+PL group had
higher TG, total cholesterol, VLDL and LDL concentrations than C+PL. H+GH rats had
lower TG and higher LDL concentrations than H+PL (Fig. 3). The atherogenic index was
only higher in H+GH group than in C+GH (Fig. 4-A). Cardiac lipid hydroperoxide was higher
in C+GH and H+PL groups than in C+PL (Fig. 4-B).

There were no significant changes in cardiac protein concentration, as well in citrate
synthase and lactate dehydrogenase activities among the four groups (Table 3). There was
enhanced cardiac TG concentration in C+GH and H+GH groups, compared with C+PL and
H+PL respectively. H+PL rats had higher pyruvate dehydrogenase and phosphofrutokinase

activities than C+PL.

Discussion

It is already well established that obesity occurs when there is an alteration in energy
balance, e.g., when energy intake exceeds energy expenditure. In young rats, this deregulation
can be opposed by increased metabolic rate and/or by loss of energy in the form of heat [29].
In aged rodents or humans, however, these compensatory mechanisms may fail, and a
spontaneous obesity can occurs. Aging can be accompanied by decreased GH secretion,
suggesting a relation between these two processes. Therefore, the question that must be
addressed is: what is the GH effect on metabolic and calorimetric parameters, as well on
myocardial oxidative stress in a reversible-obesity aged rat model?

Recently we have reported that, over-time young rats consuming hypercaloric diet (HD)
plus sucrose 30% in drinking water shared some metabolic alterations found in obesity, such
as higher body weight, body weight gain, dyslipidemia, and cardiac metabolic changes [24],
and GH treatment improved lipid profile and reduced the cardiac damage in HD condition
[19]. However, whether GH can alleviate the effects of HD induced obesity in old rats is not
presently known.

The expected decline of GH secretion that follows aging, named somatopause [30] is
implicated, directly or indirectly, with physiological changes. After 30 days of GH treatment
there was a positive response to the GH applications, as seen by the increased IGF-I

concentration in C+GH group (Table 1). H+PL rats showed higher IGF-1 concentration, when



compared with their controls. An augmented production of IGF-I can results in an indirect
reduction of GH secretion, by negative feedback mechanism. Adipose tissue can contribute to
IGF-1 production [31,32], or to decreased GH secretion, indirectly, via several proteins
secreted by adipocytes and liberated to the bloodstream [33]. Taking into account the
accumulation of fat depots in H groups (Fig.3) it is reasonable pointing to the fat tissue as an
active site of IGF-I production. Anyhow even extra doses of GH could not be enough to
increase IGF-I levels, as seen in H+GH rats.

As found in young rats [19], after 45 days of HD consumption, aged rats showed similar
features [data before GH treatment] found in obesity. Hypercaloric fed rats had lower food
consumption than the controls groups (Table 1), which was associated with the energy
amount of HD (average of 3.64 kcal/g) compared with the control diet (average 3.0 kcal/g).
There was also a compensatory effect of additional calories from the sucrose solution in these
animals. Since cardiac protein did not differ among groups, it can be assumed that food
consumption in both H+PL and H+GH groups was adequate to nutritional requirements for
adult rats [15,21,34].

Note that all of the fat depots were higher in hypercaloric fed animals, and our results
demonstrated that GH had no effects on fat content and adiposity index comparing H+GH and
H+PL. Castillo et al [13] using the same GH dose found beneficial effects of GH on body
composition. The differences between our results and the ones of Castillo et al. [13], such as
reduced fat depots and body weight, are probably due to the HD consumption, since in the last
study rats fed a normal rat chow. Once the influence of the meal had essentially ended in the
postabsortive state, the fasting-RQ value gives an indication of the state of the body glycogen
stores [35]. Therefore the not detected carbohydrate oxidation was consistent with the absence
of intracellular glycogen even in hypercaloric fed rats. GH is considered a diabetogenic
hormone opposing insulin classic effects [5,6]. In fact, GH treated rats in both dietary
conditions had high blood glucose after the OGTT, indicating decreased glucose utilization
and/or glucose intolerance (Fig. 1). GH excess leads to deterioration of glucose metabolism as
a consequence of the lipolytic effect of GH, resulting in increased oxidation of lipid substrates
[36]. Despite this lipolytic effect, 2 mg/kg GH was insufficient to reduce fat depots in old rats.
The efficacy of GH treatment, to reduce body fat mass is still a controversy subject, but the
enhanced fat storage in GH treated rats (Fig.2) indicated that factors other than energy intake
play important role in fat storage regulation.

Our results clearly point to harmful effects of HD consumption. Since high sucrose diet is

very lipogenic, long periods of high-carbohydrate intake induces the hepatic tissue to convert
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glucose into fatty acids, from which triacylglycerol are synthesized and transported to the
blood stream as very low density lipoprotein cholesterol [23], thus explaining the enhanced
TG and VLDL levels in H+PL rats. Curiously, GH increased TG concentrations in C+GH rats
and some factors may have contributed to this effect. Studies relating GH and lipoprotein
metabolism [37] demonstrated that GH stimulates hepatic VLDL [38] and apoE24 [39]
secretion, and may influence the ratio between apoB-100 and apoB-48 through stimulation of
apoB mRNA editing in rats [40]. Due to GH lipolytic effect there is an increase in plasma free
fatty acid (FFA). Therefore, plasma free fatty acids rather than quilomicrons were the major
precursors of TG and of VLDL in C+GH and H+GH animals (Fig.3). GH induced
dyslipidemia may be also associated with oxidative stress.

Emerging data on the “antioxidant hypothesis” have indicated that reactive oxygen species
[ROS] affect cellular signals, damaging cellular DNA, protein and lipids [4, 23]. ROS react
with protein thiol moieties to produce a variety of sulphur oxidation states, thus diminishing
the cellular uptake of lipids from the blood, enhancing LDL concentrations and the
atherogenic index (Fig. 4-A). GH/IGF-1 axis has been reported by several authors as an
important regulator of ROS generation. GH over expression enhanced superoxide radicals and
lipid peroxidation [41], and perhaps adaptively diminished antioxidant defenses. On the other
hand, experimental models of mice that do not produce or are GH resistant exhibit enhanced
antioxidant defense capacity with elevated antioxidant enzymes [4]. Ames dwarf mice and
Snell dwarf mice lack growth hormone live much longer than their normal siblings, exhibit
many symptoms of delayed aging [42] and it can be partially explained by reduced oxidative
damage. So it is not surprisingly the inability of GH to reverse the diet-induced increase in
LH levels and explains, at least in part, the elevated myocardial LH levels, found in C+GH
group (Fig. 4-B).

Concerning to cardiac tissue the maintenance of metabolic pathways clearly indicated that
myocardial enzymes of old rats did not respond to 2 mg/kg GH treatment. Cardiac muscle
utilizes a variety of substrates to produce energy, shifting from one substrate to another
depending on food intake and pathophysiological state [20]. The uptake of circulating FFA
by myocardium increases as the circulating level rises and the FFA/Albumin ratio rises [43].
Cells of non-adipose tissues have a limited capacity for lipids storage, and when this capacity
is exceeded, result in cellular dysfunction [24]. Excess of fatty acids that are not oxidized are
sequestered for triacylglycerol synthesis (Table 3). Lipid accumulation within the
myocardium is susceptible to oxidative stress resulting cardiac lipotoxicity that is attributable

to an imbalance between fatty acid uptake and oxidation [43].
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HD ingestion, in H+PL group, leads to an increased myocardial glycolytic pathway (Table
3). Furthermore H+PL rats showed depressed oxygen consumption, which in turn will reduce
energy generation for myocardial contractile function [15]. Both, PFK and PiDH are enzymes
that control the flux of intermediaries’ metabolites of glucose. This enhanced glucose
metabolism is a response to the higher sucrose content of HD. Glycolysis preferentially serves
energy channeling to sarcolemmal membranes, where glucose transport into cells occurs, by
providing this readily available substrate for glycolytic enzymes bound to sarcolemmal
molecular complexes [43]. The increased glycolytic pathway relative to aerobic metabolism,
as showed by the CS maintenance, generates more ROS and is associated with cellular
integrity alteration, resulting in enhanced LH and cardiac lipotoxicity in H+PL rats.

In conclusion, the present study brought new insights on obesity and aging demonstrating
for the first time that obesity was reproducible in old rats fed with hypercaloric diet. GH
treatment was harmful on calorimetric parameters, lipid profile and oxidative stress in aged
and obesity conditions. GH was disadvantageous in old rats having indirect undesirable

effects on cardiac energy metabolism.
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Table 1. General characteristics and nutritional parameters of rats receiving standard chow, water
and saline (C+PL); rats receiving standard chow, water and GH (C+GH); rats receiving

hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking water and saline (H+PL) and rats receiving
hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking water and GH (H+GH).

Parameters Groups
C+PL C+GH H+PL H+ GH

Initial body weight

[g] 511.1+33.0 543.2+34.5 513.4+61.2 561.7+54.2
Final body weight

[a] 497.0 £35.5 556.2+35.4 584.4457.3 ° 605.8+69.6
Abdominal

Circumference

[cm] 17.00+0.47 20.00+0.38 ° 20.00+0.79 ¢ 20.00+1.80
Body mass index

[g/cm?] 0.64+0.02 0.77+0.06 * 0.81+0.08 ¢ 0.74+0.08
Lee index

[g/cm] 5.87+0.36 6.92+0.43° 7.13+0.862 6.97+0.87
Food Consumption

[g/day] 36.83+2.23 39.00+5.32 14.5745.62 ° 13.29+3.55°
Liquid Consumption

[mL/day] 46.67+6.83 45.00+£15.81 55.71+9.32 52.14+6.99
Energy Intake

[Kcal/day] 84+7.35 93.5+11.76 164.75+21.46 %  168.06+54.27 °
Feed Efficiency

[g/Kcal] 5.95+0.60 5.99+0.43 3.61+0.49° 3.84+0.92°
Adiposity

[%] 4.14+1.19 5.56+0.52 ° 7.88+1.03° 7.85+0.59 "
IGF-I [ng/ml] 1029.87+143.39 1182.35+161.52% 1268.79+351.07% 1277.59+388,60

Values are expressed as mean *+ SD. ® p<0.05 vs C+PL; °p<0.05 vs C+GH.
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FI1G.1 Oral glucose tolerance test of rats receiving standard chow, water and saline (C+PL); rats
receiving standard chow, water and GH (C+GH); rats receiving hypercaloric chow, 30%
sucrose in its drinking water and saline (H+PL) and rats receiving hypercaloric chow, 30%
sucrose in its drinking water and GH (H+GH).

2 p<0.05 vs C+PL; "p<0.05 vs C+GH; * p<0.05 vs basal glucose level; # p<0.05 vs 30 min glucose
level; + p<0.05 vs 60 min glucose level
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TABLE 2. Calorimetric parameters of rats receiving standard chow, water and saline (C+PL);
rats receiving standard chow, water and GH (C+GH); rats receiving hypercaloric chow, 30%
sucrose in its drinking water and saline (H+PL) and rats receiving hypercaloric chow, 30%
sucrose in its drinking water and GH (H+GH).

Groups
Calorimetric parameters
C+PL C +GH H +PL H + GH
RQ 0.58+0.15 0.56 +0.05 0.57 +0.07 0.43+0.04™
RMR/body weight be
+ + + +

KealhKe] 117 +0.22 1.18 +0.10 113+0.13 144 +0.14
VO,/body weight 0.51+0.12 046+004  043+005° 0.54 +0.06
[mi/h/g]
VCO-/body weight 0.28+0.01 026+000°  0.24+0.00° 0.23+0.00"™
[mi/h/g]
VOifsurface area 333+0.78 311+032  2.90+039° 3.72+043"
[mih/g®]
Carbohydrate oxidation Not detected Not detected Not detected Not detected
[mg/min]

5.05 + 2.69 489+115 456+ 1.40 7.05+1.64"™

Fat oxidation [mg/min]

RQ, respiratory quotient; RMR, resting metabolic rate; VO,, oxygen consumption; VCO,, carbon dioxide

production.

Values are expressed as mean + SD. # p<0.05 vs C+PL; "p<0.05 vs C+GH; ¢ p<0.05 vs H+PL.
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FIG. 2. Fat contents. Visceral fat (Visc. Fat), retroperitoneal fat (Retro. Fat) and epididymal fat (Epid.
Fat) in rats receiving standard chow, water and saline (C+GH); standard chow, water and GH
(C+GH); hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking water and saline (H+PL), hypercaloric chow,
30% sucrose in its drinking water and GH (H+GH).

Values are expressed as mean + SD. # p<0.05 vs C+PL; "p<0.05 vs C+GH.
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FIG. 3. Serum lipidic profile. Triacylglycerol (TG), total cholesterol (TC), high density lipoprotein
(HDL), very-low density lipoprotein (VLDL) and low density lipoprotein (LDL) in rats receiving
standard chow, water and saline (C+GH); standard chow, water and GH (C+GH); hypercaloric chow,
30% sucrose in its drinking water and saline (H+PL), hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking
water and GH (H+GH).

Values are expressed as mean + SD.  p<0.05 vs C+PL; ’p<0.05 vs C+GH; ¢ p<0.05 vs H+PL.
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FIG. 4. A — Atherogenic index (Al) and B - Cardiac lipid hydroperoxide (LH) in rats receiving
standard chow, water and saline (C+GH); standard chow, water and GH (C+GH); hypercaloric chow,
30% sucrose in its drinking water and saline (H+PL), hypercaloric chow, 30% sucrose in its drinking
water and GH (H+GH).

Values are expressed as mean + SD. ® p<0.05 vs C+PL; °p<0.05 vs C+GH.
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TABLE 3. Enzyme activities in cardiac tissue of rats receiving standard chow, water and saline;
C+GH, rats receiving standard chow, water and GH; H+PL, rats receiving hypercaloric chow,
30% sucrose in its drinking water and saline; (H+GH), rats receiving hypercaloric chow, 30%

sucrose in its drinking water and GH.

Groups
Cardiac Parameters C+PL C+GH H+PL H+ GH
Protein [%] 16.95+2.8 17.12+2.1 1550+ 1.01 16.77 £ 2.8
Triacylglycerol
[mg/g tissue] 3.99+0.3 4.61 +0.4° 4.45+0.3 5.03 £0.4°
CS
[nmol/mg protein] 408.1 +48.2 430.8+47.2 446.11+57.05 466.97 +37.2
LDH
[umol/mg protein] 1.41+0.18 1.55+0.27 1.44+0.34 1.46+0.15
PFK
[nmol/mg protein] 0.14 £0.03 0.14 £0.03 0.17+£0.02° 0.16 £0.02
PiDH
[nmol/mg protein] 0.38+0.1 0.59+0.2 0.99+0.3% 0.76 £0.08

CS, citrate synthase; LDH, lactate dehydrogenase; PFK, phosphofrutokinase; PiDH, pyruvate dehydrogenase.

Values are expressed as mean + SD. # p<0.05 vs C+PL; "p<0.05 vs C+GH; ¢ p<0.05 vs H+PL.
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