Aline Regina Ruiz Lima

Efeitos do Hormonio do Crescimento Sobre
Vias de Sinalizacao Intracelular na Miopatia
Associada a Insuficiéncia Cardiaca em Ratos

Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de Medicina
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para a obtengéo do
titulo de Doutor em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Mavina Politi Okoshi

Botucatu - S3o Paulo
2014



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATLU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE - CRB 8/5651

Lima, Aline Regina Ruiz.

Efeitos do horménio do crescimento sobre vias de sinalizac¢do intracelular na
miopatia associada & insuficiéncia cardiaca em ratos / Aline Regina Ruiz Lima. -
Botucatu, 2014

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador; Marina Politi Okoshi

Capes: 40101002

1. Insuficiéncia cardiaca. 2. Somatotropina. 3. Sistema musculoesquelético. 4.
Atrofia muscular. 5. Massa muscular.

Palavras-chave: Expressiio proteica; Horménio do crescimento; Insuficiéncia
cardiaca; Musculo esquelético; Sinalizacdo intracelular.




Zpygrafe



“Tudo vale a pena quando a alma nao
é pequena.”
Fernando Pessoa

“Quanto mais acredito na ciéncia,
mais acredito em Deus.”
Albert Einstein



Dedicaloria



A minha familia aos meus amigos do
laboratorio, tdo amados. Sem vocés, eu
simplesmente nao conseguiria.



Agradecimento especial



Agradeco a Profa. Dra. MARINA, pela competéncia na orientacéo,
paciéncia, dedicacdo, delicadeza em todos os momentos, por acreditar na
minha capacidade, por confiar em meu trabalho, por seus valiosos
ensinamentos... A senhora foi fundamental no meu amadurecimento

cientifico. Muito obrigada!



Agradecimentos



A Deus, por todas as béncaos recebidas.

Aos meus pais, SIMAO e REGINA, meus exemplos, pelo amor
incondicional, por me proporcionarem todas as oportunidades necessarias
para meu crescimento pessoal e profissional, sempre apoiando e torcendo
por minha felicidade. Amo muito vocés!

Aos meus irmaos, FeLipE, KARLA e LiVviA, amores da minha vida,
pelo amor, pelo apoio em todas as etapas da minha vida, por serem aqueles
que eu sei que sempre estardo ali. Ndo sou ninguém sem vocés!

A minha querida bisavé MeRCEDES, a matriarca da familia, que
sempre me incentivou a continuar estudando e me encheu de amor e
carinho.

Aos meus avos queridos RAFAEL e CIDA, por todo o amor e
incentivo, sempre torcendo por mim.

A minha avé MARIA (in memorian), pelo carinho e por tudo o
que me ensinou, coisas que entendo somente agora, mais velha e mais
madura.

Ao meu querido avd MARI0 (in memorian), nosso sabio, por ser
tdo amavel, incentivador e ter preenchido nossos dias de carinho. Muitas
saudades!

A todos os meus T10s e PRIMOS, pelo afeto, alegria e apoio. Todo
meu amor para voceés!

As minhas amadas criancas TARsILA, LORENA, BIANCA e
VALENTINA, que alegram meus dias, renovam minhas esperancas, me enchem
de amor. Amo vocés e farei de tudo para protegé-las. E ao pequeno Josg, que
ainda esta por vir.

A todos os meus AmiGos queridos, em todas as cidades pelas
quais passei, por terem feito parte da minha vida, fazendo de mim o que sou

hoje e que, mesmo longe, estao sempre presentes.



As minhas queridas amigas AMANDA, JULIANA e GIOVANA, que
foram minha familia em todos esses anos que estive aqui. Vocés sdo
essenciais!

As amigas NATALIA BARROs, THAls MACEDO, ANA GABRIELA,
TATIANE KELLER, TATIANE BORTOLETTO, CAROLINE CAUM, PRISCILA YARA,
MARIA PAULA, BIA GABRIELA e SILVANA PEDROsSO, por me ajudarem a cuidar
da minha saude fisica e mental, deixando meus dias mais leves e alegres.
Vocés farao falta!

A Botucatu, por me acolher, por ser o lugar onde conheci
pessoas maravilhosas, vivi histdrias incriveis, cresci, amadureci. Foram dez
intensos anos e ja sinto saudades.

Aos PROFESSORES DA UNESP DE BOTUCATU, por sempre estarem
dispostos a ensinar, por terem sido verdadeiros mestres.

Ao Prof. Dr. KaTAsHI OkosHl, pela fundamental participacdo
neste e em todos os trabalhos anteriores, assim como em minha vida
académica, pela disponibilidade e pela gentileza com que sempre esclareceu
minhas duvidas.

A Profa. Dra. SitMEIA GARCIA ZANATTI, pela realizacdo do exame
ecogardiografico, por sempre ser tdo amavel e simpdtica, sempre disponivel
para avaliar os animais. Muito obrigadal!

A Profa. Dra. MaeLl DAL Pai Siiva, pela disponibilidade e
simpatia, sempre esclarecendo as duvidas e ensinando muito do que sei
sobre musculatura esquelética, por ter sido parte da banca do exame de
qualificacdo e da defesa, contribuindo para o aperfeicoamento deste
trabalho. Desde a graduacdo até agora, presente em todas as etapas. S6
tenho a agradecer!

Ao Prof. Dr. MAarcos Minicuccl, pela amizade desenvolvida no
laboratério, sempre alegre e simpatico, e por ter sido parte da banca do

exame de qualificacdo, tdo competente, contribuindo com valiosas sugestoes



para este trabalho, participando de forma tdo importante na minha
formacao. Muito obrigada!

A Profa. Dra. PauLA S. A. GAIOLLA, por me ensinar a técnica de
imunoflurescéncia, por ser tdo paciente, acessivel, simpatica, pela
importante participacdo na minha formacao, sempre disposta a ensinar.
Obrigada!

Ao Prof. Dr. ANTONIO CARLOs CICOGNA, por todo cuidado que
sempre demonstrou, o carinho e os constantes estimulos ao estudo e a
pesquisa.

Aos prROFESSORES do Departamento de Clinica Médica, por serem
sempre tdo dedicados e acessiveis.

A todos os colegas da Unipex, CAMILA RosA, CAMILA GIMENEZ,
GABRIEL, RoDRIGO, FELIPE, FREDERICO, MARCELA, CAMILA GARCIA, CARLA,
DAviD, RAQUEL, SEFORA, ISABELA, DANI, RENATA, ANDRE NASCIMENTO,
MIRIANE, REGIANE, BRUNA, ANDREA, FERNANDA, DANI, PAULINHA, ADRIANA,
CARLOS, VANEssA, RENATA, RobDRrRIGO, RENAN, CAROL, PAuLA, ARTHUR,
FABIANE, DAMIANA, JosE CARLOS, MARIO BRUNO, IGOR, SueLl CLARA, ELENIZE,
CAMILA, CORINA, ELIZETE, DE LALLA, EDUARDO, ANGELO, RENATA, REGINA,
PauLA, REGINA, FATIMA, ROGERIO, VITOR, MARA, FLORIAN, LucAs, DANILO,
MARA, MARTA, pela colaboracdo na elaboracao deste trabalho, convivéncia
e bons momentos.

Ao amigo DijoN, pela cirurgia para inducdo de estenose adrtica
e pela amizade.

Aos queridos amigos PauLA, SiLvio, RiIcARDO, MARCELO, Dani
Guizoni, CAMILA BoNnoMmO, LUANA, MARIANA, MARIA TERESA, BERTHA, ANA
PAuLA, ANDRE LEOPOLDO, que conheci no laboratério, mas que levarei para
toda vida. Vocés foram essenciais na elaboracdo deste trabalho, sempre
dispostos a ajudar e ensinar. Sem vocés, certamente nao conseguiria passar

mais essa etapa. Vocés me ajudaram a enfrentar os momentos dificeis,



comemoram comigo as pequenas conquistas do dia-dia, deixaram mais leves
os momentos de estresse. Aprendi muito com vocés e sou muito grata por
tudo. Amo vocés!

Aos funciondrios do Departamento de Clinica Médica ANA
MENGUE, ALEXANDRE, BRUNO, ELISANGELA, LAURA, RENATO, pela dedicagédo e
simpatia, sempre dissolvendo as dificuldades.

Ao MARIO, do Departamento de Clinica Médica, pela ajuda na
formatacao deste trabalho, pela disponibilidade, por ser tdao prestativo e por
sempre me receber com simpatia.

A0S FUNCIONARIOS DA SECAO DE Pds-GRADUACAO DA FMB, pela
dedicacdo e simpatia, por serem muito dgeis na resolucdo dos problemas,
por entenderem as dificuldades, os atrasos nos prazos e pela real vontade
de ajudar. Vocés sdo 6timos!

As MOCAS DA LIMPEZA, por sempre manterem o laboratério e
todas as dependéncias da faculdade asseados para podermos trabalhar e
estudar com conforto.

A FUNDACAO DE AMPARO A PEsQuisa Do EsTADO DE SAo PauLo
(FAPesp), pelo auxilio financeiro (processo 2010/50084-5).

A TODAS As PEssOAs que fizeram parte da minha vida,

contribuindo para minha formacao profissional e pessoal.

Muito obrigada!



Sumdario



2 ST U 1 o T

Y11 = o P 4
oo [F T T R PRSP 6
(0] 0] 1= 110 L= PRSP 12

3. Material @ MELOAOS .....ccuvviriieeiiiiire e st e e s e e 14
T (1 7= oL 21
5. DISCUSSA0 ervvrrrrrrnnnunnnassasssssssssesseesernssssssssssssssaassssssaseesseseeesssssssssssssnsnsnsssssssssssensens 65
5. CONCIUSDES. .....eeeeeerrrrrrrrreeeeeeeeessasessss s s s ssssrrr e e e e erereeaeaeesaeseeassas s snsnnnnenneeeeeaaaanneens 72
7. Referéncias BIibliografiCas ........cccccciiiiiiiiiiiiiiiee e e e 74
SUMARIO i



Resiunio



A insuficiéncia cardiaca (IC) cronica é comumente associada a atrofia
de musculos esqueléticos, cujos mecanismos responsaveis ainda nao estédo
completamente esclarecidos. O hormonio do crescimento (GH) tem efeitos
anabdlicos. Entretanto, seus efeitos na preservacdo da massa muscular em doencas
catabdlicas ainda ndo sdo bem entendidos. O GH estimula o IGF-1 e ativa a via
PI3K/Akt inibindo seus efetores atrogina-1 e MuRF-1. Além disso, pode modular a
expressdo dos fatores de regulacdo miogénica e das proteinas miostatina e
folistatina e a funcdo de células satélites. O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos
da administracio do GH sobre o trofismo e vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas no processo de atrofia de musculos esqueléticos periféricos de ratos com
insuficiéncia cardiaca cronica induzida por estenose adrtica (EAo). Apés deteccdo
clinica de IC, o GH foi administrado por 14 dias (grupo EAo-GH). Os resultados
foram comparados com aqueles de grupos Sham e EAo sem tratamento.
Ecocardiograma foi realizado antes e apds o tratamento. O trofismo foi analisado
nos musculos esqueléticos séleo e porcdo branca do gastrocnémio. A expressdo
proteica foi avaliada por Western blot e a ativacdo de células satélites por
imunofluorescéncia. Andlise estatistica: ANOVA e Tukey ou Kruskal-wallis e
Student-Newman-Keuls. Antes do tratamento, os grupos EAo apresentaram
comportamento semelhante em relacdo as varidveis ecocardiogréficas. O
tratamento com GH atenuou a disfuncio sistdlica. A area seccional das fibras do
gastrocnémio nao diferiu entre os grupos e a do séleo foi menor nos grupos com
estenose adrtica que no Sham. No gastrocnémio, MRF4 e atrogina-1 foram
aumentadas nos grupos EAo e EAo-GH. O tratamento com GH atenuou elevacao da
MyoD e aumentou a visualizagdo das proteinas NCAM e isoforma neonatal da cadeia
pesada de miosina. No séleo, o GH ativou as proteinas IGF-1 e PI3K. A visualizagao
de NCAM foi aumentada nos dois grupos com estenose. Em conclusdo, em ratos
com insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica, o tratamento com
hormoénio do crescimento atenua a disfuncao sistélica do ventriculo esquerdo. Em
musculos esqueléticos, a administracdo de hormonio do crescimento por 14 dias
ndo altera o trofismo muscular. Entretanto, modula diferencialmente proteinas
envolvidas na ativacdo de células satélites e na inducdo de atrofia muscular. Em

musculo preferencialmente glicolitico, como o gastrocnémio, o hormoénio ativa



células satélites e atenua aumento na expressio de MyoD. Em miusculo
predominantemente oxidativo, como o séleo, o horménio do crescimento ativa as

proteinas IGF-1 e PIK3.
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Apstract



Although chronic heart failure is usually associated with skeletal
muscle atrophy, physiopathological mechanisms involved in muscle mass loss are
not completed established. Growth hormone (GH) has anabolic effects. However,
its effects on skeletal muscle preservation during catabolic diseases are not well
understood. GH stimulates IGF-1, which activates PI3K/Akt pathway to inhibit
atrogin-1 and MuRF-1. GH can also modulate myogenic regulatory factors and
myostatin and follistatin protein expression as well as satellite cells activation. In
this study, we evaluated the effects of GH administration on trophicity and
intracellular signaling pathways involved in the atrophy process in peripheral
skeletal muscles of rats with aortic stenosis (AS)-induced heart failure. After heart
failure detection, GH was administered for 14 days (AS-GH group). Results were
compared with those from Sham and non-treatment AS groups. Transthoracic
echocardiogram was performed before and after treatment. Trophicity was
analyzed in soleus and white portion of gastrocnemius muscles. Protein expression
was evaluated by Western blot and satellite cells activation by immunofluorescence.
Statistical analyses: ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Student-Newman-
Keuls. Before treatment, AS groups presented similar echocardiographic
parameters. GH attenuated systolic dysfunction. Sectional fiber areas of
gastrocnemius did not differ between groups; in soleus, they were lower in both AS
groups than Sham. In gastrocnemius, MRF4 and atrogin-1 were higher in AS and
AS-GH groups. GH treatment attenuated MyoD increase. Immunofluorescence
showed that staining with anti-neural cell adhesion molecule (NCAM) and anti-
neonatal myosin heavy chain isoform were statistically more intense in AS-GH than
AS and Sham. In soleus, GH activated IGF-1 and PI3K proteins. NCAM
immunofluorescence was increased in both AS groups. In conclusion, GH treatment
attenuates left ventricular systolic dysfunction in rats with aortic stenosis-induced
heart failure. GH administration for 14 days does not change skeletal muscle
trophicity. However, GH differentially modulates expression of proteins involved in
satellite cells activation and muscle atrophy. In muscles preferably glycolytic as
gastrocnemius, GH activates satellite cells and attenuates MyoD expression
increase. In muscles predominantly oxidative, as soleus, GH activates IGF-1 and

PI3K proteins.



Introdiucio



A insuficiéncia cardiaca croénica caracteriza-se, clinicamente, por
diminuicdo da capacidade para exercicios fisicos e atividades cotidianas devido a
ocorréncia precoce de fadiga e dispneia. Embora os mecanismos responsaveis por
esses sintomas venham sendo estudados nas ultimas décadas, sua fisiopatologia
ainda nao estd completamente esclarecida . Inicialmente, considerava-se que a
reducdo da capacidade para exercicios fosse causada por diminuicdo da funcao
cardiaca e pulmonar e por alteracdo da perfusdo tecidual decorrente de queda do
débito cardiaco. Entretanto, a suposicéo inicial de que a capacidade para exercicios
pudesse relacionar-se diretamente com a funcdo ventricular nao se confirmou,
tendo sido observada pobre correlacdo entre varidveis hemodinamicas e tolerancia
aos exercicios °.

Mais recentemente, foi aventado que anormalidades intrinsecas da
musculatura esquelética pudessem ter papel importante na capacidade para
realizar exercicios fisicos na insuficiéncia cardiaca crénica *°. Em estudos clinicos e
experimentais, foram descritas diversas anormalidades da musculatura esquelética
como atrofia, fibrose, perda de mitocondrias, mudanca no padrao molecular das
fibras musculares, alteracdo na expressdo de metaloproteinases e fatores de
regulacdo miogénica, anormalidades em enzimas oxidativas e lipoliticas, e reducéo
na capacidade de desenvolver forca por unidade de drea muscular *'°*?. O conjunto
das alteracées musculares que ocorrem em doentes com faléncia cardiaca cronica
foi denominado miopatia associada a insuficiéncia cardiaca. Estudos experimentais
mostraram que as alteracdes podem ocorrer tanto em musculos com metabolismo

415 20 Os musculos

oxidativo como naqueles com metabolismo glicolitico
oxidativos sdo constituidos predominantemente por fibras de contracdo lenta,
como o séleo e o extensor longo dos dedos, e os glicoliticos sdo constituidos
predominantemente por fibras de contracdo rapida, como a porcao branca do
gastrocnémio e o musculo plantar.

Na miopatia associada a insuficiéncia cardiaca, uma das alteracdes
mais frequentemente observadas é a atrofia muscular. Em pacientes tratados
ambulatorialmente, atrofia foi encontrada em 68% dos casos *, principalmente em

musculos dos membros inferiores *'. Uma vez que a quantidade de massa muscular

é intimamente relacionada a capacidade para desenvolver forca, reducées da massa
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tém papel importante na limitacdo para exercicios e atividades cotidianas. Na
insuficiéncia cardiaca cronica, a reducdo da massa muscular esta intimamente
associada a ocorréncia de caquexia cardiaca, que é preditora independente de
mortalidade !> ?'2), Em nosso laboratdrio, observamos atrofia de musculos

esqueléticos em diferentes modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca '* > "

24, 25.

Somente na ultima década, comecaram a ser melhor entendidas as
vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na inducdo de atrofia em diversas
condicdes clinicas como envelhecimento, inatividade fisica e doencas cronicas 2628
%627 Na insuficiéncia cardiaca, os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela
reducdo da massa muscular ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Diversos
fatores parecem estar envolvidos como reducao da atividade fisica e neuromuscular
e ativacdo sistémica de neurohormonios e citocinas inflamatoérias que acompanha
o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.

Recentemente, foi relatado que a miostatina pode ter papel
importante na regulacdo da massa muscular esquelética em diversas condigoes
clinicas ?°. Previamente denominada GDF-8 (fator de crescimento e diferenciacio-
8), a miostatina foi descoberta em pesquisa para identificar novos membros da
superfamilia TGF-p (fator transformador do crescimento-p) de fatores de
diferenciacdo e crescimento celular *°*2. A miostatina é sintetizada por células
musculares esqueléticas. Estudos sobre seu papel fisiolégico mostraram correlacao
negativa entre expressdo génica da miostatina e massa muscular, o que sugere seu
potencial para induzir hipotrofia da musculatura esquelética *33**°. A acdo da
miostatina pode ser modulada por varias proteinas. Uma das mais estudadas é a
folistatina, que tem a propriedade de se unir a miostatina e inibir sua habilidade
para se ligar aos receptores celulares. Estudos sugerem que a folistatina pode atuar
como potente antagonista da miostatina e modificar sua atividade in vivo **%%.

Pesquisas em muisculos esqueléticos normais mostraram que, durante
periodos de crescimento efou regeneracio muscular, células precursoras
miogénicas quiescentes, entre as quais as células miossatélites, sdo ativadas. Estas
apresentam a funcao de proliferacao e diferenciacdo celular. Seus ntcleos podem

diferenciar-se em novos miontcleos e incorporar-se a fibra pré-existente ou reparar
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lesdes da fibra muscular *°. O processo de ativacao, proliferacao e diferenciacao das
células miossatélites é modulado pelos fatores de regulacio miogénica MyoD,
miogenina, Myf5 e MRF4 *°. A deficiéncia na proliferacdo e diferenciacao das células
miossatélites dificulta a regeneracdo e induz atrofia muscular. Estudos sugerem
que a miostatina possa modular a expressdo dos fatores regulatérios musculo
especificos, principalmente MyoD e miogenina *°.

Poucos autores avaliaram a via miostatina/folistatina na insuficiéncia
cardiaca. Em ratos com fistula arterio-venosa ou infarto do miocérdio, a expressao
génica e proteica da miostatina encontra-se aumentada em musculos esqueléticos
143 Em nosso laboratério, verificamos que ratos com insuficiéncia cardiaca cronica
apresentam atrofia do musculo séleo na auséncia de alteracées da expressdo génica
e proteica da miostatina. Entretanto, a expressdo proteica da folistatina foi
reduzida ' **. Como a folistatina é antagonista da miostatina, sua reduciao pode
ter colaborado para aumentar a atividade da miostatina e induzir atrofia muscular.

O hormonio do crescimento (GH) é um horménio anabdlico capaz de
aumentar a massa muscular **. Além de induzir hipertrofia, o GH pode modular a
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células musculares. Seus efeitos
ocorrem tanto por acdo direta, como mediada pelo fator de crescimento insulina
simile (IGF-1), cujos niveis circulantes podem ser elevados pela administracao de
GH **_ A acdo hipertréfica do GH foi bem demonstrada em diferentes modelos
experimentais como hipofisectomia e imobilizacao de membros *°->2.

Os mecanismos pelos quais o GH preserva a massa muscular em
condigdes patoldgicas ainda nao estdo completamente esclarecidos **. O IGF-1
estimula fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K) e ativa Akt serina/treonina quinase,
que é considerada um dos principais reguladores do crescimento muscular *°. Na
ultima década, foi demonstrado o importante papel da via IGF-1/PI3K/Akt na
preservacdo da massa e hipertrofia muscular >*°°. Em cultura de células, inibicdo
da atividade da PI3K e da Akt leva a diminuicdo do tamanho celular. A alteracao
fenotipica parece ser dependente de ativacdo de proteinas da familia forkhead box
O (FOXO) que, sem estimulacdo da Akt, se torna fortemente localizada no nucleo,
aumentando a expressdo da atrogina-1 e muscle ring-finger protein (MuRF)-1 2%°7,

A atrogina-1 é potente indutora de protedlise e, juntamente com o MuRF-1, atua
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na ubiquitinacdo de proteinas nucleares e inducao de atrofia celular ?*>% % Por
outro lado, ativagdo da PIK3 e Akt parece inibir a atrogina-1 °.

Outro mecanismo pelo qual o IGF-1 pode atuar na preservacdo do
trofismo muscular é por modulacdo de células satélites. As células satélites sdo
mononucleadas e indiferenciadas, e se localizam entre a lamina basal e o sarcolema

da fibra muscular >°¢!

. Em condicées basais, encontram-se em estado quiescente;
sua ativacdo ocorre apos estimulos lesivos ao musculo, sendo denominadas células
precursoras miogénicas ou mioblastos ¢ ¢*. O IGF-1 pode estimular a proliferacao
e diferenciacdo dessas células. As pesquisas em células satélites tiveram grande
avanco apos a descoberta de marcadores moleculares que permitem sua
identificacdo °*. “Paired box”, ou Pax, é uma familia de fatores transcricionais que

64

desempenha papel essencial durante o desenvolvimento embriogénico Em

mamiferos, sdo conhecidos nove genes Pax, que sdo divididos em quatro subgrupos
de acordo com sua estrutura gendmica, similaridade de sequéncia e funcdo .
Acredita-se que o Pax-7 seja necessdrio para o crescimento e reparo de fibras
musculares. Embora pareca atuar como sinal de sobrevivéncia e proliferacdo de
células satélites, sua expressdo deve estar inibida para que ocorra o processo de
diferenciacdo miogénica. Atualmente, a expressao do Pax-7 tem sido avaliada como
marcador de ativacdo de células satélites **. Além do Pax-7, outros genes como
Notch ¢, molécula de adesdo de células neurais (NCAM), Myf5 e MyoD ¢*¢77° tém
sua expressdao elevada durante ativacdo e proliferacdo de células satélites.
Adicionalmente, células musculares em regeneracdo expressam miosina de cadeia
pesada (MyHC) neonatal, o que também constitui bom marcador de regeneracéo
muscular.

Finalmente, outros mecanismos envolvidos na preservacdo da massa
muscular via GH/IGF-1 sdo a inibicdo de apoptose, causada pelo IGF-1 -7 e o
antagonismo da sinalizacdo por membros da familia TGF-B, estimulado pelo GH ™*
75'

Embora estudos em humanos com insuficiéncia cardiaca tenham
mostrado resultados controversos "*°, as ac¢bes periféricas do GH sugerem seu
potencial para modular beneficamente a estrutura e funcao muscular durante a

insuficiéncia cardiaca cronica. Entretanto, poucos autores avaliaram os efeitos do
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GH sobre a musculatura esquelética na insuficiéncia cardiaca. Em modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina, o
tratamento com GH preveniu atrofia, apoptose e mudanca no padrdo das fibras
musculares, comumente observada na insuficiéncia cardiaca > *. Em estudo prévio,
observamos que, em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica,
a administracdo de GH preservou o trofismo muscular e atenuou fibrose intersticial
no musculo séleo. Adicionalmente, a expressao génica da MyoD foi aumentada em

8 Embora o

relacdo aos animais com insuficiéncia cardiaca sem tratamento
aumento da MyoD sugira que o GH possa ter induzido proliferacdo de células
satélites, a ativacdo destas células nao foi avaliada no estudo. Nao identificamos na
literatura estudos que tenham avaliado os efeitos da administracdo de GH sobre
musculos esqueléticos de metabolismo predominantemente glicolitico, de
contragao rapida, como o gastrocnémio.

Neste trabalho procuramos elucidar se a administracdo de GH
preserva o trofismo de diferentes tipos de musculo esquelético de ratos com

insuficiéncia cardiaca cronica, e identificar vias de sinalizacdo intracelular

envolvidas nas acdes musculares do GH.

INTRODUCAO 11



Objettvos



Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da administracdo do
hormoénio do crescimento sobre aspectos morfolégicos e vias de sinalizacdo
intracelular envolvidas no processo de atrofia de musculos esqueléticos periféricos

de ratos com insuficiéncia cardiaca cronica induzida por estenose adrtica.

Objetivos especificos

1. Avaliar morfometricamente a drea seccional de midcitos dos musculos
esqueléticos sdleo e porcdo branca do gastrocnémio;

2. Determinar a expressdo proteica dos fatores de regulacdo miogénica na
musculatura esquelética;

3. Quantificar as proteinas da via IGF-1/PIK3/Akt e seus efetores atrogina-1 e
MuRF-1 e da via miostatina/folistatina;

4. Identificar ativacdo de células satélite por analise da expressdo proteica do
Pax-7 e por avaliacdo por imunofluorescéncia de MyoD, NCAM e isoforma
neonatal das cadeias pesadas de miosina;

5. Verificar se o tratamento com o hormoénio do crescimento atenua ou previne
atrofia muscular e se este potencial efeito benéfico é mediado pelas vias de

sinalizacdo intracelular avaliadas.
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Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 90 a
100 g, provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista, UNESP. Os animais foram alimentados com racdo comercial Purina e dgua
ad libitum, e mantidos em gaiolas coletivas, com quatro ratos por caixa, em
ambiente com temperatura controlada (24 + 2 °C), com ciclos de luminosidade de
12 h.

Para a inducdo da estenose adrtica, os ratos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50 mg/kg intramuscular) e cloridrato de xilidino (10
mg/kg intramuscular) e submetidos a toracotomia mediana. A seguir, a aorta
ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de didmetro interno, foi
colocado a aproximadamente 3 mm da raiz da aorta ®'. Durante a cirurgia, os ratos
foram ventilados manualmente a pressdo positiva. Os animais pertencentes ao
grupo controle, denominado Sham, foram submetidos a0 mesmo procedimento
cirurgico, porém sem a colocacao do clipe.

Em estudos prévios, observamos que ratos com estenose adrtica
apresentam insuficiéncia cardiaca cerca de 18 a 28 semanas apds o procedimento
cirurgico ** *- #2. Portanto, 18 semanas apds a cirurgia, os ratos com estenose
adrtica foram observados duas vezes por semana para deteccdo de sinais clinicos
de insuficiéncia cardiaca como taquipneia/respiracdo laboriosa e perda de peso *.
Apdés o encontro dos sintomas, foi realizada avaliacdo estrutural cardiaca e
funcional do ventriculo esquerdo, por meio de ecocardiograma transtoracico, para
determinar o grau de comprometimento cardiaco decorrente da estenose adrtica.
A seguir, os animais foram randomizados em dois grupos: estenose adrtica (EAo) e
estenose adrtica tratado com horménio do crescimento (EAo-GH).

O grupo EAo0-GH recebeu GH recombinante humano diariamente em

injecdes subcutaneas na dose de 2 mg/kg/dia **

e o grupo EAo recebeu apenas
veiculo por 14 dias. Ao final do periodo experimental, para cada animal dos grupos
EAo e EAo-GH eutanasiado, foi também eutanasiado um animal do grupo Sham de

mesma idade.
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Estudos prévios de nosso laboratério mostraram que a constituicao
de grupos experimentais com 10 a 20 animais é adequada para estudos
morfolégicos e moleculares dos musculos esqueléticos e para avaliacdo estrutural
e funcional do ventriculo esquerdo (VE) ** 16172425 8% 85 Como a mortalidade ap6s
inducdo de estenose adrtica é cerca de 40% a 50% (dados nao publicados de nosso
laboratorio), cada grupo foi composto, inicialmente, por 17 ratos.

Durante a eutanasia, foram avaliados os seguintes sinais clinico e
andtomo-patoldgicos de insuficiéncia cardiaca: taquipneia/respiracdo laboriosa,
derrame pleural, ascite, trombo em atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo
direito (relacdo peso do ventriculo direito em mg/peso corporal em g > 0,8) e
congestao pulmonar (relacdo peso dos pulmées/peso corporal > 2 desvios padrao

acima da média do grupo Sham) *°.

Avaliacao ecocardiografica

Antes e apos tratamento com GH, as estruturas cardiacas e a funcdo
do VE foram avaliadas por ecocardiografia transtordcica. Apés anestesia com
cloridrato de cetamina (50 mg(kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg), por via
intramuscular, os animais foram posicionados em decuibito lateral esquerdo para
realizacdo do ecocardiograma. Foi utilizado equipamento da General Electric
Medical Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor
multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e
aortico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. As varidveis
estruturais e funcionais foram obtidas de acordo com a metodologia previamente
descrita em nosso laboratorio 37%°. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas manualmente com o auxilio de um paquimetro de precisao, de acordo com
as recomendacbes da American Society of Echocardiography. As estruturas
cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. As
seguintes estruturas foram avaliadas: didmetros diastélico (DDVE) e sistélico
(DSVE) do VE; espessuras diastdlica (EDPP) e sistolica (ESPP) da parede posterior
do VE; espessuras diastdlica (EDSIV) e sistélica (ESSIV) do septo interventricular e
diametros da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A espessura relativa do VE (Esp.
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Rel. VE) foi calculada segundo a férmula: Esp. Rel. VE = 2 X EDPP/DDVE. A funcéo
sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de
encurtamento endocérdico (% Endo): (DDVE - DSVE)/DDVE; 2) porcentagem de
encurtamento mesocardico (% Meso): (DDVE + % EDPP + % EDSIV) - (DSVE + %
ESPP + % ESSIV)/(DDVE + % EDPP + % EDSIV); 3) velocidade de encurtamento da
parede posterior (VEPP), que é a tangente mdxima do movimento sistélico da
parede posterior. A funcdo diastdlica do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1)
razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de desaceleracdo da onda
E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela frequéncia

cardiaca (TRIVn).

Coleta dos tecidos para analise

A eutandsia e coleta de tecidos foram realizadas na Unidade de
Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (UNIPEX). Os
animais foram pesados e, a seguir, anestesiados com injecao intraperitoneal de
pentobarbital sédico (50 mg/kg). Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo e o
sangue coletado em tubo heparinizado e centrifugado a 4 °C. Amostras do soro
foram separadas e armazenadas a -80 °C. O coracao foi retirado por toracotomia
mediana. Os 4trios foram removidos e os ventriculos direito e esquerdo pesados
separadamente. A seguir, o tecido epitelial dos membros pélvicos foi removido e os
musculos séleo e a porcdo branca do gastrocnémio foram dissecados.
Imediatamente apds, as amostras musculares foram pesadas, congeladas em

nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C.

Analise Histologica

O trofismo muscular foi avaliado por andlise morfométrica. Para o
preparo das laminas histoldgicas, as amostras de tecido foram transferidas para
camara de micrétomo criostato (-20 °C), onde permaneceram por 20 a 30 min

para estabelecimento do equilibrio térmico. Os blocos de tecido muscular foram,

MATERIAL E METODOS 17



entdo, fixados em suportes metalicos do cristato (JUNG CM 1800, Leica) por
pequenas quantidades de adesivo (OCT - Tissue Tek Compound) e orientados de
modo que os cortes fossem feitos transversalmente a direcao das fibras. Os cortes
foram corados pelo método hematoxilina e eosina. A drea seccional das fibras
musculares foi avaliada utilizando-se microscépio LEICA DM LS acoplado a camera
de video, que envia imagens digitais a computador dotado de programa de anilise
de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Em
cada lamina, foi efetuada a mensuracao de pelo menos vinte diferentes campos
histolégicos. Todas as analises histologicas foram realizadas por um mesmo

examinador cego ao tratamento.

Imunofluorescéncia

Secdes transversais obtidas em criostato dos musculos sdleo e
gastrocnémio foram fixadas em paraformaldeido 4% em tampao fosfato-salino
(PBS) por 10 min a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas em PBS,
bloqueadas em solucdao PBS-albumina bovina (BSA) 5%-Triton X-100 por 10 min e
bloqueadas novamente em PBS-BSA 5% por 20 min. As laminas foram, entao,
incubadas durante a noite com solucdo contendo anticorpo primario (anti-NCAM,
H-300 sc-10735; anti-MyoD, M-318 sc-760; e anti-miosina neonatal, N1.551 sc-
53097; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido em PBS, a 4 °C.
Apos lavagens em PBS, as laminas foram incubadas com anticorpo secunddrio em
PBS, por uma h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, para corar
os nucleos celulares, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas com DAPI. As
laminas foram novamente lavadas em PBS e as laminulas foram alocadas utilizando-
se ProLong® Gold Antifade reagent (Molecular Probes® by Life Technologies). As
laminas foram analisadas em microscopio especifico para deteccdo de
imunofluorescéncia (Olympus BX51, equipado com emissor de fluorescéncia

Olympus U-RFL-T e camera Olympus DP72, Panasonic).
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Em cada amostra, foram avaliados 10 campos histolégicos °. As
reacdes de imunofluorescéncia foram analisadas quanto a intensidade de marcacao
de acordo com escores pré-estabelecidos: +++ fortemente marcado, ++
moderadamente marcado, + fracamente marcado e - auséncia de marcacio.

Expressao proteica

A expressdo proteica dos fatores de regulacao miogénica (MyoD, M-
318 sc-760; miogenina, myogenin M-225 sc-576e; MRF4, Myf-6 C-19 sc-301), do
IGF-1 (H-70 sc-9013), das proteinas relacionadas as vias de inducdo de atrofia
(PI3K, PI 3-kinase p85a B-9 sc-1637; p-PI3K, p-PI 3-kinase p85a (Tyr 467) sc-
293115; Akt, Aktl G-5 sc-55523; atrogina-1, MAFbx H-300 sc-33782; MuRF-1, H-
145 sc-32920; miostatina, GDF-8 N-19-R sc-6885-R; e folistatina, follistatin H-114
sc-30194), e do Pax-7 (Pax-3/7 H-208 sc-25409; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) foi avaliada por Western blot °® °¢. A proteina muscular foi
extraida em tubo contendo tampdo RIPA e o conteudo de proteinas do
sobrenadante foi quantificado pelo método de Bradford. As amostras foram
separadas em gel de poliacrilamida e posteriormente transferidas para membrana
de nitrocelulose (Biorad). Apés bloqueio da membrana, foi realizada a incubacéo
com anticorpos primarios durante a noite, a 4 °C. A membrana foi, entéo, lavada
com PBS e Tween 20 e incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase,
por 90 min a temperatura ambiente. A seguir, foi lavada com PBS e Tween 20. Os
anticorpos foram, entdo, removidos utilizando-se Restore Solution (Restore
Western Blot Stripping Buffer, Pierce Protein Research Products, Rockford, USA) e
a membrana novamente incubada com anticorpo anti-GAPDH (6C5 sc-32233, Santa
Cruz Biotechnology). Os sinais foram visualizados com auxilio de kit para
quimioluminescéncia (ECL Western Blotting Substrate, Pierce Protein Research
Products, Rockford, USA) e analisador de imagens (Gel Logic 6000 Pro, Carestream
Health Inc., Carestream Molecular Imaging, Woodbridge, USA).
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Analise estatistica

A comparacdo entre os trés grupos foi realizada pelo método de
andlise de variancia de uma via (ANOVA), complementada com o teste de
comparacgdes multiplas de Tukey, para dados paramétricos. Para os dados nao-
paramétricos, foi utilizado o método de Kruskal-Wallis complementado com o teste
de Student-Newman-Keuls. A comparacdo da frequéncia de sinais de insuficiéncia
cardiaca entre os grupos foi realizada pelo teste de Goodman. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.
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Resullados



Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis anatémicas

Ao final do periodo experimental, o grupo Sham foi formado por 17
animais, o grupo EAo por 13 e o grupo EAo-GH por 10 ratos. No grupo EAo, 12
animais apresentaram taquipneia/dispneia, 8 tiveram ascite, 7 derrame
pleuripericardico, 6 trombos em atrio esquerdo, 13 hipertrofia do ventriculo
direito, e 12 congestdo pulmonar. No grupo EAo-GH, 8 ratos apresentaram
taquipneia/dispneia, 4 tiveram ascite, 7 derrame pleuripericardico, 7 trombos em
atrio esquerdo, 6 hipertrofia do ventriculo direito, e 8 congestdo pulmonar. A
frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca ndo diferiu entre os grupos. As

varidveis anatdmicas estdo expostas na Tabela 1.

Avaliacao ecocardiografica

Antes do tratamento, os grupos com EAo apresentaram
comportamento semelhante para as varidveis ecocardiogréficas estudadas, exceto
pela espessura sistélica do septo interventricular, que foi maior no grupo EAo-GH
que no EAo (Tabelas 2 e 3).

Ao final do periodo experimental, foi realizado novo estudo
ecocardiografico; as varidveis estruturais estdo apresentadas na Tabela 4. O peso
corporal foi menor no grupo EAo que nos grupos Sham e EAo-GH. O didmetro
diastélico do VE normalizado pelo peso corporal foi maior no grupo EAo que nos
grupos Sham e EAo-GH e ndo diferiu entre Sham e EAo-GH. As espessuras sistélica
e diastdlica da parede posterior e do septo interventricular, e o didmetro do atrio
esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo peso corporal ou pelo
diametro da aorta, foram maiores nos grupos com estenose adrtica que no Sham.
A espessura sistélica do septo interventricular manteve-se maior no grupo EAo-GH
que no EAo.

As varidveis funcionais do VE estdo apresentadas na Tabela 5. A
porcentagem de encurtamento endocdrdico foi menor no grupo EAo em
comparacdo aos outros grupos e a porcentagem de encurtamento mesocardico foi

menor no grupo EAo que no Sham. A velocidade de encurtamento da parede
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posterior, a onda A mitral, o tempo de desaceleracdo da onda E e o tempo de
relaxamento isovolumétrico normalizado pela frequéncia cardiaca foram menores
nos grupos com estenose em relacdo ao Sham. A onda E e a relacdo E/A foram

maiores nos grupos com estenose adrtica que no Sham.

Analise histoldgica

A Figura 1 ilustra cortes histolégicos transversos das fibras
musculares corados por hematoxilina e eosina. No musculo gastrocnémio, a drea
seccional nao diferiu entre os grupos (Sham 3.529+353; EAo 3.194+433; EAo-GH
3.566+388 um?; p=0,138; Figura 2). No musculo séleo, a drea seccional foi menor
nos grupos EAo que no Sham (Sham 3.556+447; EAo 2.882+422; EAo-GH
2.868+591 pm?; p=0,016; Figura 3).

Imunofluorescéncia

No musculo gastrocnémio, o grupo Sham ndo apresentou marcacao
para a proteina NCAM. A marcacdo foi estatisticamente maior nos grupos com
estenose que no Sham e no EAo-GH que no EAo [Sham 0,00; EAo 1,00 (1,00-1,00);
EAo-GH 2,50 (1,50-3,00) unidades arbitrarias; p<0,001; Figuras 4 e 5]. A marcacéo
da proteina MyoD nao diferiu entre os grupos [Sham 1,00 (0,50-1,50); EAo 1,00
(0,50-2,00); EAo-GH 0,00 (0,00-2,00) unidades arbitrarias; p=0,622; Figura 6]. A
isoforma neonatal da cadeia pesada de miosina nao apresentou marcacdo no Sham
e foi mais fortemente marcada no EAo-GH que nos outros grupos [Sham 0,00; EAo
0,00 (0,00-1,00); EAo-GH 1,00 (1,00-2,00) unidades arbitrdrias; p=0,009; Figuras
7 e 8].

No musculo séleo, a proteina NCAM foi mais fortemente marcada nos
dois grupos com estenose adrtica que no Sham (Sham 0,50+0,76; EAo 2,25+1,04;
EAo-GH 3,38+0,92; unidades arbitrdrias; p<0,001; Figuras 9 e 10). As marcagdes
das proteinas MyoD e miosina neonatal nao diferiram entre os grupos [MyoD:

Sham 1,00 (0,00-2,00); EAo 2,50 (2,00-3,00); EAo-GH 2,50 (1,00-3,50) unidades
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arbitrarias; p=0,137; Figura 11; miosina neonatal: Sham 0,00; EAo 0,50 (0,00-
1,00); EAo-GH 0,50 (0,00-2,00) unidades arbitrarias; p=0,186; Figura 12].

Expressao proteica

No musculo gastrocnémio, a expressdo da MyoD foi maior no grupo
EAo que no Sham e nado diferiu entre EAo-GH e Sham (Sham 1,00+1,28; EAo
1,71x1,37; EAo-GH 1,21%1,21 unidades arbitrarias; p=0,015, Figura 13). A
expressdo da miogenina nao diferiu entre os grupos [Sham 0,75 (0,007-1,999);
EAo 0,49 (0,009-1,111); EAo-GH 0,593 (0,015-2,745) unidades arbitrarias;
p=0,432; Figura 14]. MRF4 foi maior nos grupos EAo e EAo-GH que no Sham [Sham
0,90 (0,71-1,29); EAo 2,25 (1,28-2,82); EAo-GH 3,00 (1,59-7,81) unidades
arbitrdrias; p=0,005; Figura 15]. IGF-1 nao diferiu entre os grupos (Sham
1,00+0,44; EAo 0,73x0,19; EAo-GH 0,92x0,18 unidades arbitrarias; p=0,202;
Figura 16). A expressdo de p-P13K e PI3K nao diferiu entre os grupos (p-PI3K/PI3K:
Sham 1,00+0,72; EAo 1,31+0,37; EAo-GH 1,39+0,80 unidades arbitrarias; p=0,231;
PI3K: Sham 1,00+0,56; EAo 1,42+0,65; EAo-GH 1,34+1,41 unidades arbitrarias;
p=0,515; Figura 17). As proteinas Akt e MuRF-1 néo diferiram entre os grupos [Akt:
Sham 1,00+0,45; EAo 1,03+0,37; EAo-GH 0,94+0,46 unidades arbitrarias; p=0,907;
Figura 18; MuRF-1: Sham 0,46 (0,34-1,33); EAo 0,89 (0,86-1,15); EAo-GH 0,46
(0,15-1,15) unidades arbitrarias; p=0,30; Figura 19]. A atrogina-1 foi maior nos
grupos EAo e EAo-GH que no Sham [Sham 0,73 (0,61-1,34); EAo 2,98 (1,58-5,01);
EAo-GH 3,21 (2,36-4,62) unidades arbitrarias; p=0,009; Figura 20]. A expressao da
miostatina (Sham 1,00+0,63; EAo 0,80+0,31; EAo-GH 0,87x0,44 unidades
arbitrarias; p=0,696; Figura 21) e da folistatina (Sham 1,00+0,54; EAo 1,39+0,25;
EAo-GH 1,09+0,36 unidades arbitrarias; p=0,156; Figura 22) nao diferiu entre os
grupos. A expressao de Pax-7 nao diferiu entre os grupos [Sham 0,99 (0,76-1,16);
EAo 0,68 (0,61-0,83); EAo-GH 0,75 (0,32-0,84) unidades arbitrarias; p=0,09;
Figura 23].

No musculo séleo, a expressdo das proteinas MyoD, miogenina e MRF4
ndo diferiu entre os grupos [MyoD: Sham 1,04 (0,88-1,13); EAo 1,10 (0,90-1,42);
EAo-GH 1,47 (1,11-1,79) unidades arbitrdrias; p=0,194; Figura 24; miogenina:

RESULTADOS 24



Sham 1,00+0,38; EAo 0,58+0,36; EAo-GH 0,87+0,68 unidades arbitrarias; p=0,223;
Figura 25; MRF4: Sham 0,88 (0,62-1,35); EAo 0,60 (0,34-1,19); EAo-GH 1,33 (0,79-
3,27) unidades arbitrdrias; p=0,110; Figura 26]. O IGF-1 foi maior no EAo-GH que
nos outros grupos (Sham 1,00+0,25; EAo 0,96+0,46; EAo-GH 1,67+0,45 unidades
arbitrdrias; p=0,004; Figura 27). A expressao de p-PI3K/GAPDH foi maior nos
grupos EAo e EAo-GH que no Sham e o PI3K total foi maior no EAo-GH que no Sham
[p-PI3K/GAPDH: Sham 0,94 (0,74-1,28); EAo 3,99 (3,01-5,46); EAo-GH 3,71 (1,97-
9,62) unidades arbitrarias; p= 0,004; PI3K: Sham 0,98 (0,63-1,32); EAo 1,26 (1,00-
2,51); EAo-GH 2,51 (2,07-6,05) unidades arbitrdrias; p=0,037; Figura 28]. As
demais proteinas nao diferiram entre os grupos (Akt: Sham 1,00+0,54; EAo
0,86+0,35; EA0o-GH 0,86+0,54 unidades arbitrarias; p=0,806; Figura 29; atrogina-
1: Sham 1,00+0,44; EAo 0,73+0,19; EAo-GH 0,92+0,18 unidades arbitrarias;
p=0,324; Figura 30; MuRF-1: Sham 1,00+0,90; EAo 0,53+0,41; EAo-GH 0,63+0,23;
p=0,305; Figura 31; miostatina: Sham 1,00+0,32; EAo 1,86+1,09; EAo-GH
2,05+1,07; unidades arbitrarias; p=0,096; Figura 32; folistatina: Sham 1,00+1,11;
EAo 1,42+0,83; EAo-GH 1,31+1,44; p=0,730; Figura 33; Pax-7: Sham 1,00+0,39;
EAo 1,06+0,63; EAo-GH 0,74+0,63 unidades arbitrarias; p=0,557; Figura 34).
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Tabela 1. Variaveis anatomicas

Sham EAo EAo-GH

(n=17) (n=13) (n=10)
PC (9) 484 + 42 415 + 31~ 476 + 58#
VE (9) 0,839 £ 0,116 1,218 +0,257* 1,419 £ 0,244*
VD (g) 0,292 + 0,056 0,499 +0,089* 0,601 £ 0,102*#
Atrios () 0,094 £ 0,016 0,330 +0,097* 0,386 £ 0,064*
Sodleo (9) 0,234 + 0,030 0,189 +0,021* 0,209 £ 0,035
Gastrocnémio (g) 2,783 0,252 2,413 +£0,219* 2,595+ 0,315
VE/PC (mg/g) 1,733+0,172 2,932 £ 0,567 2,913 £ 0,460*
VD/PC (mg/g) 0,608 + 0,134 1,204 +0,221* 1,234 £ 0,192*
Atrios/PC (mg/g) 0,195+ 0,028 0,796 +0,233* 0,790 £ 0,106*
Pulmao (g) 2,167 £ 0,498 3,521 +0,757* 3,936 +1,178*
Pulmao/PC (mg/g) 4,528 + 1,252 8,532 +1,956* 8,117 +£2,739*

EAo: grupo estenose aértica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose aértica tratado
com horménio do crescimento; n: numero de animais; PC: peso corporal; VE:
ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Dados expressos em média + desvio
padrao; * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs EAo; ANOVA e Tukey.
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Tabela 2. Andlise ecocardiografica

estruturais

pré-tratamento de

varidaveis cardiacas

Variaveis Sham EAo EAo-GH
(n=17) (n=13) (n=10)
PC (g) 508,4 + 41,1 451,7 £ 89,7 466,7 + 59,5
DDVE (mm) 8,08 £ 0,45 8,51 £1,10 8,64 £ 0,82
DDVE/PC (mm/kg) 15,98 +1,21 19,29 +3,70* 18,69 +1,98"
DSVE (mm) 3,77 £ 0,47 4,07 £1,24 3,86 + 0,90
EDPP (mm) 1,47+0,09 2,25+0,34" 2,46 + 0,24
ESPP (mm) 2,98 £ 0,21 3,98 + 0,34* 4,37 £0,72*
ESSIV (mm) 280+0,19 3,056%+0,26* 3,44 £0,30*#
EDSIV (mm) 1,48+0,08 2,26 +0,34" 2,48 +0,26*
AO (mm) 3,80 + 0,21 3,91 £ 0,27 3,93+ 0,37
AE (mm) 499+0,34 7,82+1,08" 7,72 £0,87*
AE/AO 1,32+0,15 2,00 +0,28* 1,97 £ 0,21*
AE/PC (mm/kg) 9,88 +1,07 17,79+3,73* 16,68 £ 1,93"
Esp Rel VE 0,35+0,03 0,52+0,11* 0,53+0,04*

EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose adrtica
tratado com horménio de crescimento; n: nimero de animais; DDVE e DSVE:
diametros diastdlico e sistélico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; PC:
peso corporal; EDPP e ESPP: espessuras diastdlica e sistélica da parede posterior
do VE, respectivamente; EDSIV e ESSIV: espessuras diastolica e sistélica do
septo interventricular, respectivamente; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do
atrio esquerdo; Esp Rel VE: espessura relativa da parede do VE. Dados expressos
em média + desvio padrao; * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs EAo; ANOVA e Tukey.
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ventriculo esquerdo

Tabela 3. Avaliacdo ecocardiogréfica pré-tratamento de varidveis funcionais do

Variaveis Sham EAo EAo-GH
(n=17) (n=13) (n=10)

FC (bpm) 287 + 41 299 + 34 299 + 40
A Endo (%) 53,4 t44 53,0+9,5 55,5+8,5
A Meso (%) 30,3 + 3,1 28,743 29,5+3,9
VEPP (mm/s) 37,025 27,8 £ 4,6* 28,7 £6,3"
Onda E 73,2+7,0 140,7 £ 13,8* 121,7 £17,5*
Onda A 475 +6,7 34,3 £ 23,4* 25,1 £6,0"
E/A 1,58 + 0,35 4,86 +1,31* 5,25 +2,03*
TDE (ms) 50,1 +£6,9 33,2+84" 33,9+10,6*
TRIV (ms) 31,06+5,44 24,08+7,61* 20,57+6,32*
TRIVn (ms) 33,1+44 23,0+ 4,77 19,3 £5,2*

EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
adrtica tratado com horménio de crescimento; n: nimero de animais; FC:
frequéncia cardiaca; A Endo: porcentagem de encurtamento endocardico; A
Meso: porcentagem de encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo; E/A: razédo entre
picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracéao
atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleracao da onda E;
TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV normalizado pela
frequéncia cardiaca. Dados expressos em média + desvio padrdo; * p<0,05
vs Sham; ANOVA e Tukey.
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Tabela 4. Andlise ecocardiografica pds-tratamento de varidveis cardiacas
estruturais
Variaveis Sham EAo EAo-GH
(n=15) (n=13) (n=08)

PC (g9) 484 + 42 415 + 31* 476 £ 58#
DDVE (mm) 7,73 £ 0,53 7,93 +1,42 7,98 + 1,02
DDVE/PC (mm/kg) 15,54 +1,45 18,47 £3,20* 16,53 + 3,62#
DSVE (mm) 3,16 £ 0,51 4,08 £1,74 3,20 £ 0,91
EDPP (mm) 1,43+0,00 2,25+0,25" 2,41 £0,37*
ESPP (mm) 3,03 £ 0,21 3,79 +0,48* 4,33 +0,63*
ESSIV (mm) 2,80+0,19 3,05+0,26" 3,44 +0,30"#
EDSIV (mm) 1,45+0,08 2,26 +£0,24" 2,40 £ 0,35*
AO (mm) 3,9+0,1 4,1 +0,2 4,0+0,2
AE (mm) 49+0,2 7,0+£0,8" 7,8+1.2"
AE/AO 1,28+0,06 1,74+0,19* 1,92 + 0,30*
AE/PC (mm/kg) 9,80+0,79 16,22+1,68" 15,87 +2,08"
Esp Rel VE 0,37+0,03 0,58+0,10* 0,62+0,16*

EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose aértica
tratado com horménio de crescimento; n: numero de animais; DDVE e DSVE:
diametros diastolico e sistélico do ventriculo esquerdo (VE), respectivamente; PC:
peso corporal; EDPP e ESPP: espessuras diastdlica e sistélica da parede posterior
do VE, respectivamente; EDSIV e ESSIV: espessuras diastolica e sistélica do
septo interventricular, respectivamente; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do
atrio esquerdo; Esp Rel VE: espessura relativa da parede do VE. Dados
expressos em média + desvio padrao; * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs EAo; ANOVA

e Tukey.
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do ventriculo esquerdo

Tabela 5. Avaliacdo ecocardiografica pds-tratamento de variaveis funcionais

Variaveis Sham EAo EAo-GH
(n=15) (n=13) (n=08)

FC (bpm) 303 £43 298 + 27 308 + 21
A Endo (%) 59,1+5,6 49,8 + 14,7 59,8 + 12,1#
A Meso (%) 32,8 +3,2 26,6 +7,9" 31,6 +6,3
VEPP (mm/s) 38,6+7,2 252 +5,1* 25,6 £ 3,1*
Onda E 74,2+85 132,4 + 15,7 121,1 £19,0*
Onda A 54,5+ 15,9 26,0 £ 5,0" 22,6 £5,8"
E/A 1,45+ 0,37 5,23 £ 0,97 5,59 +1,31*
TDE (ms) 52,6 +4,3 32,7 £4,8" 29,0 £5,9*
TRIV (ms) 33,1244,18 23,57+4,70* 21,315,77*
TRIVn (ms) 33,9+43 22,9 £ 5,0" 21,4 £5,5"

EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
adrtica tratado com horménio de crescimento; n: nimero de animais; FC:
frequéncia cardiaca; A Endo: porcentagem de encurtamento endocardico; A
Meso: porcentagem de encurtamento mesocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo; E/A: razédo entre
picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracédo
atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleracao da onda E;
TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVn: TRIV normalizado pela
frequéncia cardiaca. Dados expressos em média + desvio padrdo; * p<0,05
vs Sham; # p<0,05 vs EAo; ANOVA e Tukey.
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I ey, |

Grupo Eo-GH

Figura 1. Fotomicrografia de laminas histoldgicas dos musculos gastrocnémio e
séleo coradas por hematoxilina-eosina. EAo: grupo estenose adrtica sem

tratamento; EAo-GH: grupo estenose adrtica tratado com hormoénio de

crescimento.
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Figura 2. Area seccional transversa das fibras musculares do musculo gastrocnémio.
EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com horménio do crescimento. Dados expressos em média

+ desvio padrao; ANOVA; p=0,138.
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Figura 3. Area seccional transversa das fibras musculares do musculo soléo. EAo:
grupo estenose aortica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com hormoénio do crescimento. Dados expressos em

média + desvio padrao; * p<0,05 vs Sham; ANOVA e Tukey.
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Figura 4. Fotomicrografia de fluorescéncia para a proteina NCAM no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH:

grupo estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento.
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Figura 5. Andlise de imunofluorescéncia para a proteina NCAM no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: numero
de animais. Dados expressos em mediana e percentis; * p<0,05 vs Sham; #

p<0,05 vs EAo. Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 6. Andlise de imunofluorescéncia para a proteina MyoD no miusculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero

de animais. Dados expressos em mediana e percentis. Kruskal-Wallis.
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Figura 7. Fotomicrografia de fluorescéncia para a isoforma neonatal da cadeia
pesada de miosina no musculo gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica
sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose adrtica tratado com hormoénio

do crescimento.
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Figura 8. Andlise de imunofluorescéncia para a isoforma neonatal da cadeia pesada
de miosina no musculo gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem
tratamento; EAo-GH: grupo estenose adrtica tratado com hormonio do
crescimento; n: nimero de animais. Dados expressos em mediana e
percentis; * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs EAo. Kruskal-Wallis e Student-

Newman-Keuls.
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Figura 9. Fotomicrografia de fluorescéncia para a proteina NCAM no musculo séleo.
EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose

adrtica tratado com hormoénio do crescimento.
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Figura 10. Andlise de imunofluorescéncia para a proteina NCAM no musculo séleo.
EAo: grupo estenose aortica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de animais.
Dados expressos em média = desvio padrao; * p<0,05 vs Sham. Anova e

Tukey.
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Figura 11. Andlise de imunofluorescéncia para a proteina MyoD no musculo séleo.
EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de animais.

Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-Wallis.
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Figura 12. Andlise de imunofluorescéncia para a isoforma neonatal da cadeia
pesada de miosina no musculo séleo. EAo: grupo estenose adrtica sem
tratamento; EAo-GH: grupo estenose adrtica tratado com horménio
do crescimento; n: numero de animais. Dados expressos em mediana

e percentis; Kruskal-Wallis.
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Figura 13. Expressdo proteica de MyoD normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com horménio do crescimento; n:
nimero de animais. Dados expressos em média + desvio padrao; * p<0,05

vs Sham; ANOVA e Tukey.
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Figura 14. Expressdo proteica de miogenina normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo/GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:
numero de animais. Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-

Wallis.
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Figura 15. Expressdo proteica de MRF4 normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:
numero de animais. Dados expressos em mediana e percentis; * p<0,05

vs Sham; Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 16. Expressdo proteica de IGF-1 normalizada pelo GAPDH no musculo

gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:

grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:

numero de animais. Dados expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Figura 17. Expressdo proteica de PI3K e p-PI3K normalizada pelo GAPDH no
musculo gastrocnémio. A expressdo de p-PI3K foi também normalizada
pelo PI3K total. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:

numero de animais. Dados expressos em média = desvio padrao; ANOVA.
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Figura 18. Expressdo proteica de Akt normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com horménio do crescimento; n:

nimero de animais. Dados expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Figura 19. Expressdo proteica de MuRF-1 normalizada pelo GAPDH no musculo

0

gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio de crescimento; n:
niimero de animais. Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-

Wallis.
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Figura 20. Expressdo proteica de atrogina-1 normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:
numero de animais. Dados expressos em mediana e percentis; * p<0,05

vs Sham; Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 21. Expressdo proteica de miostatina normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com horménio do crescimento; n:

numero de animais. Dados expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Figura 22, Expressao proteica de folistatina normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose adrtica tratado com horménio do crescimento; n:

nimero de animais. Dados expressos em média + desvio padrdo; ANOVA.
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Figura 23. Expressdo proteica de Pax-7 normalizada pelo GAPDH no musculo
gastrocnémio. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH:
grupo estenose aodrtica tratado com hormoénio do crescimento; n:
numero de animais. Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-

Wallis.
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Figura 24. Expressdo proteica de MyoD normalizada pelo GAPDH no musculo séleo.
EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de animais.

Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-Wallis.
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Figura 25. Expressdo proteica de miogenina normalizada pelo GAPDH no musculo
séleo. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo
estenose adrtica tratado com hormodnio de crescimento; n: numero de

animais. Dados expressos em média = desvio padrdao; ANOVA.
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Figura 26. Expressado proteica de MRF4 normalizada pelo GAPDH no musculo séleo.
EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
adrtica tratado com hormonio do crescimento; n: nimero de animais.

Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-Wallis.
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Figura 27. Expressdo proteica de IGF-1 normalizada pelo GAPDH no musculo séleo.
EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
adrtica tratado com hormodnio de crescimento; n: numero de animais.

Dados expressos em média + desvio padrao; * p<0,05 vs Sham; # p<0,05

vs EAo; ANOVA e Tukey.
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Figura 28. Expressao proteica de p-PI3K e PI3K normalizada pelo GAPDH no musculo
s6leo. A expressao de p-PI3K foi também normalizada pela forma total
de PI3K. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo
estenose adrtica tratado com hormodnio do crescimento; n: numero de
animais. Dados expressos em mediana e percentis; * p<0,05 vs Sham;

Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
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Figura 29. Expressdo proteica de Akt normalizada pelo GAPDH no musculo séleo.
EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com hormoénio do crescimento; n: numero de animais.

Dados expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Figura 30. Expressdo proteica de atrogina-1 normalizada pelo GAPDH no musculo
séleo. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo
estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de

animais. Dados expressos em média = desvio padrdao; ANOVA.
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Figura 31. Expressdo proteica de MuRF-1 normalizada pelo GAPDH no musculo
s6leo. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo
estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de

animais. Dados expressos em mediana e percentis; Kruskal-Wallis.
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Figura 32. Expressdo proteica de miostatina normalizada pelo GAPDH no musculo

séleo. EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo

estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: numero de

animais. Dados expressos em média + desvio padrdo; ANOVA.

RESULTADOS

62



20 4 N — —
e 2

16 -
1,4

12 -

1,0
08 -

Folistatina/GAPDH
{unidades arbitrarias)

0,6 -
0.4
0,2
0,0

*

Figura 33. Expressdo proteica de folistatina normalizada pelo GAPDH no musculo
s6leo. EAo: grupo estenose adrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo
estenose adrtica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de

animais. Dados expressos em média = desvio padrdao; ANOVA.
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Figura 34. Expressdo proteica de Pax-7 normalizada pelo GAPDH no musculo séleo.
EAo: grupo estenose aodrtica sem tratamento; EAo-GH: grupo estenose
aortica tratado com hormoénio do crescimento; n: nimero de animais.

Dados expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Neste estudo avaliamos, pela primeira vez, os efeitos da administracao
do hormonio de crescimento sobre vias de sinalizacdo intracelular relacionadas ao
processo de atrofia em diferentes musculos esqueléticos de ratos com insuficiéncia
cardiaca cronica.

A insuficiéncia cardiaca foi induzida por estenose da aorta. Neste
modelo, trés a quatro semanas apés o nascimento, os ratos sdo submetidos a
cirurgia para inducdo da estenose da aorta ascendente. Imediatamente apds a
colocacgao de clipe ao redor da aorta, o diametro do vaso mantém-se preservado.
Com o crescimento do animal e a manutencido do didmetro da aorta, ocorre o
aparecimento progressivo da estenose. Precocemente, os ratos desenvolvem
hipertrofia ventricular esquerda que esta associada, inicialmente, com melhora da
funcao sistélica do coracdo. A seguir, comecam a apresentar disfuncao diastdlica,
seguida de piora da funcéo sistdlica, e quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva,
0 que ocorre a partir de 18 semanas da inducdo da estenose *'. A vantagem do
modelo é o desenvolvimento gradual de hipertrofia ventricular e insuficiéncia
cardiaca, a semelhanca do que se observa em humanos com sobrecarga pressorica
cronica.

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi realizado pela observacéo
de sinais clinicos e andtomo-patoldgicos avaliados in vivo e post mortem °**°. De
acordo com estudos em ratos espontaneamente hipertensos, a hipertrofia do
ventriculo direito ¢ a melhor varidavel para selecionar, dentre animais com
sobrecarga pressorica cronica, aqueles com insuficiéncia cardiaca '*. A hipertrofia
ventricular direita é decorrente de hipertensdo pulmonar resultante de aumento
da pressdo de enchimento do 4trio esquerdo. O peso dos pulmées, em valores
absolutos ou normalizados pelo peso corporal, também pode ser utilizado como

101 Entretanto, animais com

indice preditor de insuficiéncia cardiaca em ratos
doenca avancada podem deixar de ingerir alimentos e dgua e apresentarem-se
desidratados no momento da eutanasia, situacdo na qual pode nao haver congestao
pulmonar. Neste estudo, a frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca foi elevada
em ambos os grupos com estenose aodrtica e ndo diferiu entre EAo e EAo-GH.

Portanto, a administracdo de GH nao alterou o desenvolvimento de insuficiéncia

cardiaca.
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Antes do tratamento, os grupos com estenose caracterizaram-se por
apresentar dilatacdo do 4atrio esquerdo e hipertrofia das paredes do ventriculo
esquerdo com disfuncédo sistélica, caracterizada pela reducdo da velocidade de
encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo, e disfuncao diastélica,
caracterizada pelo aumento da relacdo E/A e reducdo do tempo de desaceleracio
da onda E e do tempo de relaxamento isovolumétrico. Os grupos com estenose
adrtica apresentaram valores das estruturas cardiacas e da funcdo do ventriculo
esquerdo semelhantes entre si, exceto pela espessura sistélica do septo
interventricular, que foi maior no grupo EAo-GH que no EAo.

Ap6s tratamento, o grupo EAo apresentou reducdo das porcentagens
de encurtamento endocdrdica e mesocardica em comparacdo ao Sham. O GH
atenuou a disfuncao sistdlica, uma vez que as porcentagens de encurtamento
endocdrdica e mesocardica nao diferiram significantemente entre os grupos EAo-
GH e Sham. A espessura relativa do ventriculo esquerdo foi maior nos grupos EAo
e EAo-GH que no Sham, tanto antes como apds o tratamento. O comportamento
do indice mostra que ratos com estenose adrtica desenvolvem disfuncao sistélica e
diastdlica e insuficiéncia cardiaca congestiva antes de apresentarem dilatacédo
evidente do ventriculo esquerdo.

O hormonio do crescimento é um hormoénio anabdlico capaz de
induzir hipertrofia de células musculares **. No coracdo, seus efeitos ainda nao
estdo completamente esclarecidos. A administracdo cronica de GH em ratos
normais induz hipertrofia miocitaria com melhora da performance cardiaca e

89, 102 Entretanto, em coracdes

reducdo da concentracdo de tecido colageno
insuficientes, o papel do tratamento com ainda GH é controverso ™ % 19319 Em
estudo prévio em ratos com estenose adrtica, observamos que a administracao de
GH por 14 dias atenuou o desenvolvimento de fibrose miocardica e de disfuncéo
sistélica *°. Portanto, os resultados do presente estudo reforcam dados anteriores
de nosso laboratério em relacdo a atenuacdo da disfuncao sistdlica de ratos com
estenose adrtica tratados com GH.

O GH preservou o peso corporal, o que ndo ocorreu no grupo EAo sem

tratamento. A reducdo do peso do corpo, denominada caquexia cardiaca, é

frequentemente observada em estdgios avancados da doenca. Em humanos, estd
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associada a mau progndstico, independentemente de varidveis importantes como
idade, fracdo de ejecdo, capacidade fisica ou classe funcional da insuficiéncia
cardiaca *>. A manutencdo do peso do corpo pode indicar preservacdo da massa
muscular total. De fato, o GH atenuou a reducdo do peso dos miusculos
gastrocnémio e séleo. Esses foram menores no grupo EAo que no Sham; no grupo
EAo-GH, os pesos dos musculos tiveram valores intermediarios, nao diferindo
estatisticamente dos grupos EAo ou Sham.

A musculatura esquelética é formada por tecido altamente plastico,
capaz de alterar suas caracteristicas metabélicas, morfolégicas e funcionais em
situagdes de treinamento ou injuria *’. A insuficiéncia cardiaca constitui condicédo
clinica de agressao a musculatura esquelética, levando a adaptacdes da estrutura
muscular > *>. Em estudos experimentais, foi observado que os musculos
esqueléticos podem ser diferentemente afetados pela insuficiéncia cardiaca °% 7.
Portanto, selecionamos para o estudo musculos esqueléticos com diferente
composicdo e metabolismo. A porcdo branca do musculo gastrocnémio apresenta,
predominantemente, fibras de contracdo rapida e metabolismo glicolitico. Ja o
s6leo, possui, preferencialmente, fibras de contracdo lenta e metabolismo
oxidativo. Além disso, esses musculos tém sido extensamente estudados em diversas
condicdes clinicas 7 18 2> 72 80, 108-111

No gastrocnémio, embora a drea seccional de suas fibras tenha sido
aproximadamente 9,5% menor no grupo EAo que nos grupos Sham e EAo-GH, a
diferenca ndo alcancou significancia estatistica (p=0,138). Em estudos
experimentais, o trofismo do musculo gastrocnémio pode estar preservado ''*'*3
ou reduzido 7, dependendo do modelo utilizado para inducdo de insuficiéncia
cardiaca.

Apesar de nao termos detectado atrofia por analise morfométrica no
musculo gastrocnémio, observamos alteracées na expressdo de proteinas
envolvidas no processo de atrofia muscular.

Atrofia pode ser definida como a diminuicdo no tamanho de tecidos
ou 6rgaos em decorréncia da perda de organelas, citoplasma e proteinas °’. Estudos

em camundongos transgénicos mostraram que, no musculo esquelético, a atrofia

é um processo ativo, controlado por programas de transcricao e vias especificas de
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sinalizacdo celular °’. Na atrofia, hd limitacdo de processos anabdlicos e ativacdo de
sistemas proteoliticos intracelulares >’

Durante inducdo de atrofia experimental, dois genes encontram-se
fortemente expressos, o da atrogina-1 e do MuRF1 *** . A atrogina-1, via elF3f,
inibe sintese proteica e parece estimular a degradacao de proteinas °’. Juntamente
com o MuRF-1, atua na ubiquitinacdo de proteinas celulares e inducdo de atrofia
28,56 Neste estudo, a expressao proteica de atrogina-1 foi aumentada no musculo
gastrocnémio nos grupos EAo e EAo-GH. Na insuficiéncia cardiaca, um dos fatores
responsdveis pelo aumento da atrogina-1 é a elevacdo da concentracao sérica do

fator de necrose tumoral (TNF)-a °

7, frequentemente observada na doenca
avancada. E possivel, portanto, que aumento da atrogina-1 preceda a reducdo da
area seccional dos midcitos. A expressdo da proteina MuRF-1 nao diferiu entre os
grupos.

A expressdo proteica do fator de regulacdo miogénica MRF4 foi
aumentada no gastrocnémio do grupo EAo e nao sofreu influéncia do tratamento
com GH. O MRF4 ¢ predominantemente expresso em fibras lentas, oxidativas, e
parece desempenhar papel importante na regulacdo do trofismo muscular. Em
estudos experimentais, a reducdo da expressdo génica de MRF4 foi associada a
atrofia da musculatura esquelética *>'**. Em nosso estudo, o aumento do MRF4 nos
dois grupos com estenose adrtica pode ter sido responsdvel pela preservacdo do
trofismo muscular. A expressdo da miogenina nao diferiu entre os grupos.

Situacdes em que had proliferacio de células satélites sao,
habitualmente, caracterizadas por aumento de MyoD " *®_ Em animais adultos, a
ativacdo de células satélites geralmente esta associada a ocorréncia de lesdo e
regeneracdo muscular *°. A expressdo da MyoD foi aumentada no gastrocnémio do
grupo EAo e seu aumento atenuado pelo tratamento com GH. Por outro lado, no
estudo com imunofluorescéncia, o grupo EAo-GH apresentou visualizacdo
aumentada das proteinas NCAM e isoforma neonatal da cadeia pesada de miosina
que os grupos Sham e EAo, e o grupo EAo teve expressdo maior de NCAM que o
Sham. Outro indicador de ativacdo de células satélites, o Pax-7 * nao diferiu entre
os grupos. Acredita-se que a proteina seja necessdria para o crescimento e reparo

de fibras musculares. Embora pareca atuar como estimulo a sobrevivéncia celular
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e proliferacdo de células satélites, sua expressao deve estar inibida para que ocorra
o processo de diferenciacdo miogénica ®*. Nossos resultados sugerem, portanto, que
a insuficiéncia cardiaca induz ativacao de células satélites no gastrocnémio, e que
a administracdo de GH exacerba essa resposta.

Na ultima década, foi demonstrado o importante papel da via IGF-
1/PI3K/Akt tanto na preservacdo da massa como no aumento da sintese proteica
e desenvolvimento de hipertrofia muscular °>*¢. Em cultura de células, a inibicédo
da atividade da PI3K e da Akt leva a diminuicdo do tamanho celular. A auséncia de
estimulos pela Akt ativa proteinas da familia FOXO, que se torna fortemente
localizada no ntcleo e promove aumento da expressdo da atrogina-1 e MuRF-1 2%,
Neste estudo, o aumento da atrogina-1 ocorreu independentemente de alteracdes
da via IGF-1/PI3K/Akt. O GH é potente indutor de IGF-1 **®. Entretanto, na
insuficiéncia cardiaca, concentracbes séricas frequentemente elevadas de TNF-a e
outras citocinas pré-inflamatérias podem causar resisténcia a insulina e supressao
da via IGF-1/Akt *’. Esse fato pode explicar a auséncia de ativacdao de IGF-1/PI3K/Akt
no grupo tratado com GH.

A via miostatina/folistatina tem sido considerada importante para a
regulacdo e manutencdo da massa muscular. Uma vez que a miostatina regula
negativamente a massa muscular, aumento de sua expressdo estd associada a
atrofia das fibras musculares. A folistatina age como antagonista da miostatina,
ligando-se a ela e inibindo sua acdo. O equilibrio entre as duas proteinas esta
envolvido na manutencdo do trofismo normal do musculo esquelético. Neste
estudo, ndo observamos diferenca entre os grupos na expressao das duas proteinas.
Em trabalho prévio, também nao detectamos alteracdo da miostatina ou folistatina
no gastrocnémio de ratos infartados '*>.

No musculo soéleo, diferentemente do que se observou no
gastrocnémio, a drea seccional dos midcitos foi reduzida no grupo EAo em
comparacdo ao Sham, e o tratamento com GH ndo preveniu o processo de atrofia.

Estudos experimentais tém mostrado que o sdleo é suscetivel as
alteracées decorrentes da insuficiéncia cardiaca aguda ou crénica ***> %, Como ja
referido, o séleo apresenta metabolismo preferencialmente oxidativo e fibras de

contracdo lenta. Durante a insuficiéncia cardiaca, ha desbalanco na relacido entre
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oferta e utilizacdo de oxigénio, o que leva a diminuicdo da capacidade oxidativa dos
musculos esqueléticos. Reducdo da atividade de enzimas oxidativas com
preservacdo da via glicolitica foi observada em pacientes com insuficiéncia cardiaca
19120 - Assim, musculos predominantemente oxidativos sdao mais afetados pela
miopatia associada a insuficiéncia cardiaca '*'.

Atrofia do musculo séleo tem sido frequentemente observada em
diferentes modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca como infarto do

15, 18, 122

miocardio *> '3 estenose adrtica e cardiopatia hipertensiva *, e na

1% Previamente,

insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina
observamos que a atrofia do séleo foi acompanhada por alteracdes na composicéao
das cadeias pesadas de miosina '*** 2> 13 na expressdo da miostatina e folistatina
** e na expressdo dos fatores de regulacdo miogénica MyoD, miogenina e MRF4 >
16, 24, 25.

Em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica,
observamos que a administracdao de GH aumentou a expressdo de MyoD, preservou
o trofismo muscular, e atenuou o desenvolvimento de fibrose intersticial 8. No
presente estudo, as proteinas IGF-1 e PI3K foram ativadas pelo GH. A expressao
proteica do IGF-1 foi maior no EAo-GH que nos outros dois grupos. A ligacdo de
IGF-1 a seu receptor ativa vdrias quinases intracelulares, incluindo a PI3K '*. A
expressdo da PI3K, em sua forma total, foi maior no grupo EAo-GH que no Sham e,
em sua forma fosforilada, foi maior em ambos os grupos com estenose adrtica que
no Sham. Como houve ativacdo das proteinas IGF-1 e PI3K no grupo EAo-GH, é
possivel que o tempo de tratamento nado tenha sido suficiente para reverter o
processo atrofia muscular.

A andlise com imunofluorescéncia, os grupos EAo e EAo-GH
apresentaram visualizacdo aumentada da proteina NCAM em comparacdo ao Sham,
o que sugere ativacdo de células satélites também no musculo séleo. A expressao

das demais proteinas avaliadas nao diferiu entre os trés grupos.




Cornclusoes



Em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por estenose adrtica, o
tratamento com hormonio do crescimento atenua a disfuncdo sistdlica do
ventriculo esquerdo.

Em musculos esqueléticos, o tratamento com hormoénio do
crescimento por 14 dias ndo altera o trofismo muscular. Entretanto, modula
diferencialmente proteinas envolvidas na ativacao de células satélites e na inducéo
de atrofia muscular. Em musculo preferencialmente glicolitico, como o
gastrocnémio, o hormonio ativa células satélites e atenua aumento na expressao
de MyoD. Em musculo predominantemente oxidativo, como o séleo, o hormoénio do

crescimento ativa as proteinas IGF-1 e PIK3 de sinalizacdo intracelular.
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