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AE — Atrio esquerdo

AO — Raiz da aorta

C - Controle

E/A — Relacédo da onda E pela onda A do fluxo transmitral
EAo — Estenose aortica

DDVE — Diametro diastélico do ventriculo esquerdo
DSVE — Diametro sistélico do ventriculo esquerdo

EDPP — Espessura diastélica da parede posterior

ESPP — Espessura sistodlica da parede posterior

EDSIV — Espessura diastolica do septo interventricular
ESSIV — Espessura sistdlica do septo interventricular

GH — Horménio de crescimento

IGF-1 — fator de crescimento insulina-simile, tipo 1

IMVE — Indice de massa de ventriculo esquerdo

PC — Peso corporal

Pl — Placebo

% Enc. Endo — Porcentagem de encurtamento endocardico
% Enc. Mio — Porcentagem de encurtamento miocardico
VE — Ventriculo esquerdo

VEPP - Velocidade de encurtamento da parede posterior



HISTORICO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com horménio
de crescimento sobre aspectos morfofuncionais cardiacos de ratos portadores de
estenose aortica.

Inicialmente, apds a deteccédo de taquipnéia, os ratos com estenose aortica,
eram submetidos a primeira avaliacdo funcional, realizada pelo ecocardiograma e,
alocados, aleatoriamente, para o tratamento hormonal ou placebo, ap6s o qual a
segunda avaliacdo funcional era realizada.

No entanto, ao analisarmos, preliminarmente, os dados funcionais,
percebemos que 0s animais apresentaram-se muito heterogéneos, o que dificultaria
a avaliacdo do efeito do tratamento. Em parte, isto decorreu da dificuldade em se
visualizar e quantificar a taquipnéia nestes animais e da subjetividade do critério
adotado.

Por outro lado, ndo haviamos encontrado na literatura, critérios objetivos in
vivo que fosse empregado no modelo em estudo.

Deste modo, com o objetivo de homogeneizar 0s animais portadores de
estenose aortica, quanto ao grau de comprometimento cardiaco, o estudo mostrado
no capitulo 1 foi realizado. Os resultados obtidos auxiliaram na realizacao do estudo

proposto, inicialmente, e descrito no capitulo 2.



CAPITULO 1

RESUMO

Em modelos experimentais de agressdo cardiaca, a dificuldade de se
estabelecer uma classificacdo in vivo do grau de disfuncdo ventricular tem
restringido a realizacdo de estudos longitudinais. O objetivo deste estudo foi
identificar varidveis ecocardiograficas que definam graus de insuficiéncia cardiaca
em ratos com estenose aortica (EA0).

Foram usados ratos Wistar (n=23), machos (90-100 g) submetidos a cirurgia
para inducdo de EAo. O grupo controle consistiu de 12 animais. Apds a constatacao
de taquipnéia, foi realizado o exame ecocardiografico. As variaveis analisadas foram:
didmetros diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e sistdlico do atrio esquerdo em
valores absolutos e normalizados para o peso corporal; diametro sistolico do
ventriculo esquerdo (DSVE); trés indices de encurtamento do VE (%Enc.Endo,
%Enc.Mio e velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP)); indice
de massa do VE (IMVE); e relacdo E/A do fluxo transmitral. Essas variaveis foram
utilizadas para a analise de agrupamento (“cluster analysis”). Para a elaboracéo de
critério de alocacdo de novos animais em diferentes grupo, pela técnica
discriminatéria grafica de Fisher, utilizamos apenas as cinco variaveis que melhor
discriminaram os grupos, sao elas: DDVE corrigido pelo peso corporal, AE/PC (atrio
esquerdo corrigido pelo peso corporal), IMVE, %Enc Endocardico e Miocardico.

A analise de agrupamento possibilitou separar os ratos com EAo em dois
grupos distintos quanto a gravidade do acometimento cardiaco, que foram
denominados de disfun¢ao leve (n=13) e disfuncéo grave (n=9). Um animal ndo se
agrupou em nenhum das classificagbes. Como resultado da funcdo discriminante de
Fisher, foi encontrado trés grupos distintos quanto a fun¢éo cardiaca: normal, leve e
grave.

Concluimos que a andlise de agrupamento e a funcdo discriminante de
Fisher, desenvolvidas a partir de varidveis ecocardiograficas séo Uuteis na

classificacdo funcional de ratos portadores de estenose aortica.



ABSTRACT

The difficulty to detect different degrees of heart dysfunction in laboratory
animals, in vivo, has restricted longitudinal studies. The purpose of this study was to
identify echocardiographic parameters that allow distinguishing different degrees of
cardiac dysfunction in aortic banded rats. Wistar male rats (90-100 g) were
subjected to aortic banding (n=23) or a sham operation (n=12). Echocardiogram was
performed after animals presented tachypnea. The following echocardiographic
parameters were evaluated to cluster rats into groups with similar characteristics
using cluster analysis: absolute or relative to body weight values of left ventricular
end-diastolic diameter (LVDD) and left atrial systolic diameter; left ventricular end-
systolic diameter (LVSD); LV weight to body weight ratio (LVW/BW); three indexes of
left ventricular shortening (endocardial fractional shortening, EFS; midwall FS, MFS;
and posterior wall shortening velocity, PWSV); and ratio of early to late diastolic
mitral inflow velocities (E/A). Fisher’'s discriminatory graphic technique was used to
elaborate the criteria to classify new animals into different degrees of cardiac
function. Cluster analysis allowed the clustering of aortic banded rats into two groups
according to the degree of heart failure severity which were named as mild (n=13)
and severe (n=9) stage of heart failure. One animal did not group in any of the two
groups. There was no overlapping among the values of the 95% confidence interval
of the following parameters between the two groups: LVDD, LVSD, EFS, MFS,
LVW/BW, and PWSV. The most discriminatory echocardiographic data were used to
elaborate Fisher's equations and allowed to classify new animals into three groups
according to cardiac function: normal, mild and severe, with a 99% of precision. In
conclusion, cluster analysis and Fisher’'s technique using echocardiographic data
allowed the classification of degrees of heart function in aorctic banded rats, in vivo.



1- INTRODUCAO

Em modelos experimentais de agressdo cardiaca, a dificuldade em se
estabelecer uma classificacdo in vivo do grau de disfuncdo ventricular tem
restringido a realizag&o de estudos longitudinais, com o intuito de verificar o efeito de
intervencdes terapéuticas. A obtencao de grupos homogéneos de animais quanto ao
grau de disfuncdo do coracdo é de fundamental importancia, uma vez que efeitos
benéficos ou maléficos de um tratamento podem ser observados de acordo com o
comprometimento prévio da fungéo ventricular.

Tradicionalmente, o diagndstico de insuficiéncia cardiac em animais é
baseado na medida da presséo diastolica do ventriculo esquerdo (VE), que requer a
cateterizacdo ventricular, incorrendo em risco de lesdes de valvas cardiacas e, em
conseqiiente alteracdo da performance do coracdo’. Outros critérios para o
diagndstico de insuficiéncia cardiaca baseiam-se na presenca de alteracdes clinicas
e anatbmicas, tais como taquipnéia, derrame pleural, ascite, trombo no atrio
esquerdo e hipertrofia ventricular direita, sendo a maioria delas identificadas apos o
sacrificio do animal 234>,

O ecocardiograma é um importante exame auxiliar no diagnéstico clinico de
insuficiéncia cardiaca, que permite avaliar: 1) morfologia e funcdo do coracéo; 2)
evolucdo da insuficiéncia cardiac causada por diferentes tipos de agresséo °"%; 3)
efeitos cardiacos de intervencdes farmacolégicas *.

Em pequenos animais, o ecocardiograma transtoracico € um dos métodos
mais frequentemente utilizado para avaliar a dimenséo das estruturas cardiacas e o
desempenho contratil do VE #>¢78910 Hapitualmente, a identificacdo de disfuncédo
ventricular é realizada comparando-se os indices de encurtamento muscular com
agueles obtidos no grupo controle.

Recentemente, Sjaastad et al. ! identificaram as variaveis mais importantes
para o diagnostico ecocardiografico de insuficiéncia cardiaca em ratos infartados
utilizando o método estatistico de analise de agrupamento. Esse método foi utilizado
também para determinar a evolugdo funcional cardiaca durante a remodelacdo
induzida pela ligadura da artéria coronaria . Entretanto, ndo ha relatos na literatura
de estudos ecocardiograficos em modelos experimentais de estenose adrtica que
tenham enfocado os graus de disfuncao ventricular. O modelo de estenose aodrtica

em ratos € largamente utilizado por induzir hipertrofia ventricular gradual evoluindo
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para disfuncéo ventricular. Nesse modelo, um clipe € colocado na aorta ascendente
e a estenose se desenvolve de maneira proporcional ao crescimento corporal do
animal.

Postulamos a hipotese de que a elaboracdo de uma funcdo discriminante,
obtida a partir de varidveis ecocardiogréaficas, permitira identificar diferentes graus de
insuficiéncia cardiac a partir do momento de aparecimento de taquipnéia, em um
modelo de sobrecarga pressorica induzida por clampeamento da raiz da aorta que,
habitualmente, evolui com hipertrofia do VE e insuficiéncia cardiaca progressiva ***2,

O objetivo desse estudo foi, portanto, identificar as variaveis ecocardiograficas
que definam os graus de disfungdo ventricular na fase de hipertrofia compensada a
descompensacdo (taquipnéia), em ratos portadores de estenose aortica. A
identificacdo dessas varidveis permitira estabelecer os estagios da remodelagéo
cardiaca induzida pela sobrecarga pressorica e avaliar os efeitos cardiacos de
intervencdes farmacoldgicas em diferentes momentos do processo progressivo da

insufici€éncia cardiaca.

2- METODOS

O protocolo experimental desse estudo foi conduzido em conformidade com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacédo Animal =3,

2.1. ESTUDO in vivo

Realizou-se estudo controlado, randémico, sem conhecimento quanto a
gravidade da cardiopatia.
Foi utilizado um modelo animal de cardiopatia hipertrofica, secundéaria a

sobrecarga ventricular esquerda, induzida pela estenose aodrtica.



2.2. ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal inicial de 70 a 80 g,
provenientes do Biotério Central - UNESP, Botucatu. Os animais foram mantidos em
gaiolas, 1 rato/caixa (ap0s a deteccdo de taquipnéia), a temperatura de 23°C e com
ciclos de luminosidade de 12h. Os animais foram alimentados durante todo o
periodo experimental com racdo Labina e agua ad libitum.

2.3. INDUCAO DA CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA POR EA0
CIRURGIA

Para a inducdo da estenose adrtica, os animais foram submetidos a tricotomia
e toracotomia mediana, ap0s anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg
intramuscular) e cloridrato de xilidino (10 mg/Kg intramuscular). A seguir, a aorta
ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de diametro interno, foi
colocado a, aproximadamente, 3 mm de sua raiz. Durante a cirurgia, 0s ratos

receberam ventilagdo manual & presséo positiva. >,

2.4. AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Essa avaliacao foi feita pelo mesmo observador, que desconhecia qual animal
era controle ou portador de EAo0.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal. Apos tricotomia da regido anterior do torax, 0s
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo e o exame foi realizado
com o equipamento modelo Sonos 2000 da Hewlett-Packard Co., equipado com
transdutor eletronico de 7,5 MHz. Para avaliar as medidas estruturais do coracéo
foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posicdo para-esternal
eixo menor. A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando-se o
cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos
papilares (16-18). As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva adrtica. As imagens

obtidas em modo-M foram registradas em impressora modelo UP-890 da Sony Co.



Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente, com o auxilio
de um paquimetro de precisdo. Os valores das medidas das estruturas cardiacas
representam a média aritmética de, pelo menos, 5 ciclos cardiacos consecutivos. Os
diametros diastodlico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE foram medidos no momento
do ciclo cardiaco em que seus valores eram maximo e minimo, respectivamente. As
espessuras diastélicas e sistélicas da parede posterior (EDPP e ESPP) e do septo
interventricular (EDSIV e ESSIV) foram medidas no momento em que a cavidade
ventricular esquerda apresentava diametro maximo e minimo, respectivamente. A
medida da raiz da aorta (AO) foi realizada no instante imediatamente anterior a
abertura da valva aortica. O atrio esquerdo (AE) foi medido no momento em que seu
diametro era maximo. A funcéo sistélica do ventriculo esquerdo (VE) foi avaliada
pela porcentagem de encurtamento sistolico (diametro diastélico — diametro sistolico)
/ (diametro diastdlico) e pela velocidade de encurtamento da parede posterior do
ventriculo esquerdo. A funcéo diastdlica do VE foi avaliada pela razéo entre os picos
de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A)
do fluxo transmitral. A avaliacdo da disfuncdo diastélica e sistolica também foi
baseada na relagdo do didmetro do atrio esquerdo relativamente ao peso corporal
(PC). A hipertrofia ventricular esquerda foi avaliada pelo indice de massa ventricular
esquerda e pela relacdo do diametro diastélico do VE relativamente ao PC.
As variaveis derivadas das dimensdes acima descritas foram:
- espessura relativa do VE= EDPP/DDVE
. massa do VE (MVE, g)= 1,04 x [[EDPP+EDSIV+DDVE)? — DDVE?], onde 1,04 é a
densidade especifica do miocardio.
- indice de MVE (IMVE, g/kg)= MVE/peso corporal
- porcentagem de encurtamento endocérdico (% enc. Endo.)= [(DDVE — DSVE) /
DDVE] x 100
- porcentagem de encurtamento miocardico (% enc. Mio.)= i [([DDVE + %2 EDSIV + %
EDPP) — (DSVE + % ESSIV + ¥ ESPP)] / (DDVE + % EDSIV + ¥ EDPP)y x 100.
- velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP, mm/s): calculada a
partir da tangente maxima do movimento sistdlico do endocéardio da parede

posterior do VE.



2.5 ANALISE DE AGRUPAMENTO EM ESTAGIOS DE DISFUNCAO CARDIACA

Foram utilizadas 10 variaveis ecocardiograficas, sendo elas: diametros
diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e sistélico do atrio esquerdo em valores
absolutos e normalizados para o peso corporal; diametro sistélico do VE (DSVE);
trés indices de encurtamento do VE (%Enc.Endo, %Enc.Mio e velocidade de
encurtamento da parede posterior do VE (VEPP)); indice de massa do VE (IMVE); e
relacdo E/A do fluxo transmitral. E foram estabelecidos os limites de confianga, de
95%, que permitiu selecionar os ratos de acordo com a fun¢éo cardiaca desejada.

Considerando, isoladamente, as variaveis ecocardiograficas de 23 animais
portadores de EAO0, utilizou-se a técnica de analise de agrupamento (“cluster
analysis”) para se estabelecer grupos de similaridade quanto a gravidade da doenca.

O procedimento empregado na andlise dos conglomerados considerou, para
a formacao dos grupos, a estratégia SAHN, que envolve agrupamentos seqienciais,
aglomerativos, hierarquicos e nao-superpostos, tendo como método de
agrupamento a técnica do vizinho mais préximo (SLM: “single linkage method”) e

como coeficiente de similaridade a distancia euclideana média *°.

2.6- TECNICA DE DISCRIMINACAO GRAFICA DE FISHER

A partir da caracterizacdo dos grupos de estudos, por meio da Anélise de
Agrupamento, utilizou-se a técnica da discriminacdo grafica de Fisher, pela
construcéo das regras de classificacdo de novos animais nos grupos de estudo. Esta
técnica constituiu em definir funcdes lineares das variaveis ecocardiogréficas, que
em numero de duas representaram 0s eixos discriminantes para os grupos. O
primeiro eixo (horizontal) do plano cartesiano refere-se ao detentor da maior
quantidade de informacdo biologica para a discriminacdo, enquanto o segundo
(vertical), a segunda maior quantidade. A soma das duas quantidades indica total de
informacao bioldgica contida no processo grafico de discriminagéo.

A alocacdo de um novo animal € executada pelos valores numéricos obtidos
nas duas funcdes representadas no plano cartesiano dos eixos discriminadores, cujo
indicativo do mais provavel, corresponderé & regido de pertinéncia do valor %.

Todas as consideragfes estatisticas foram realizadas no nivel de 5% de

significancia.



3-RESULTADOS

A anadlise de agrupamento permitiu separar os ratos com estenose adrtica em
grupos similares de acordo com a gravidade da disfuncdo ventricular, aos quais
denominamos de disfuncédo leve (n=13) e disfuncdo grave (n=9), representados no
dendograma da Fig. 1. Apenas um animal com estenose adrtica hdo se encaixou
nos grupos ja mencionados. Esse animal apresentou os menores valores dos
indices de funcao sistdlica do VE e os maiores valores dos didmetros do VE e atrio
esquerdo dos animais com estenose adrtica. Esses valores se posicionaram fora dos
limites de intervalos de confianca do grupo de disfuncdo grave. Portanto, no nosso
grupo de ratos com estenose adrtica, um animal apresentou disfuncao ventricular

mais grave que o grupo denominado disfuncao grave.

Fig. 1- Dendograma da Analise de Agrupamento de acordo com variaveis
ecocardiograficas de ratos portadores de estenose adrtica, mostrando a selecao

exploratéria dos grupos.
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A Tab. 1 mostra os valores médios + desvio padrdo e os respectivos limites
dos intervalos de 95% de confianca para as varidveis ecocardiogréficas analisadas
considerando os grupos controle e estenose aodrtica. Os limites dos intervalos de
95% de confianca estao ilustrados nas Fig. 2 e 3.

As variaveis ecocardiograficas que indicam as dimensfes do VE e atrio
esquerdo e massa do VE, normalizados para o peso corporal, apresentaram valores

mais elevados no grupo EAo-grave em comparagao ao grupo EAo-leve.



As variaveis indicativas de encurtamento ventricular esquerdo (%Enc.Endo e
%Enc.Mio) apresentaram valores menores no grupo EAo-grave em relagdo ao grupo
EAo-leve. A relacdo E/A do VE, que avalia a funcado diastdlica, foi acentuadamente
maior no grupo EAo-grave, sendo compativel com o padrdo de enchimento
ventricular do tipo restritivo.

As variaveis DDVE, DSVE, %Enc.Endo, %Enc.Mio, IMVE e VEPP nao
apresentaram superposicdo dos seus valores de intervalos de confianca entre os
dois grupos.

As seguintes varidveis obtidas de ratos sem estenose adrtica (controle)
mostraram superposicdo com o grupo EAo-leve: DDVE, DDVE/PC, E/A e VEPP.
Houve superposicdo entre os grupos controle e EAo-grave nas variaveis DSVE,
%Enc.Endo e %Enc.Mio.

O grupo controle ndo apresentou superposi¢cdo dos intervalos de confianca
com outros grupos no didmetro normalizado do atrio esquerdo e no indice de massa
do VE.

Tabela 1 — Intervalos de confianca (95%) das variaveis ecocardiograficas mais
discriminantes dos grupos obtidos a partir da analise de agrupamento.

Grupo

Controle (n=12) Disfungéo leve (n=13) Disfungéo grave (n=9)

Variavel MédiatDP Limite de Média+DP Limite de Média+DP Limite de

confianca confianca confianca

DDVE 8,22+0,56 7,86-8,57 8,38+0,41 8,07-8,70 9,17+0,68 8,76-9,58

DSVE 3,96+0,57 3,60-4,32 2,60+0,67 2,08-3,11 4,56+0,76 4,09-5,02

AE 5,95+0,71 5,50-6,40 7,63+0,98 6,88-8,38 8,81+1,13 8,12-9,49
DDVE/PC 14,90+0,85 14,37-15,44  16,17+1,97 14,65-17,69 18,80+1,98 17,60-20,00
AE/PC 10,82+1,51 9,86-11,78 14,80+3,02 12,49-17,13  18,07+2,66 16,46-19,68
%Enc.Endo  51,97+4,48  49,12-54,82  69,24+6,70 64,09-74,39  50,54+5,40 47,28-53,81
%Enc.Mio 30,98+2,88 29,15-32,81  39,70+3,49 36,99-42,35 27,65+3,20 25,71-29,60

indice MVE 1,89+0,28 1,71-2,07 2,77+0,54 2,35-3,18 3,69+0,74 3,25-4,14

E/A 1,43+0,26 1,26-1,59 2,64+2,99 0,35-4,94 6,68+2,97 4,89-8,48
VEPP 45,63+6,67  41,36-49,86 45,26+4,42 41,86-48,65 32,85+4,11 30,37-35,34

DDVE: didmetro diastolico do ventriculo esquerdo em mm; DSVE: didmetro sistolico do VE; AE: diametro
do atrio esquerdo em mm; PC: peso corporal em kg; %Enc.Endo: porcentagem de encurtamento
endocardico do VE; %Enc.Mio: porcentagem de encurtamento da regido central das paredes do VE;
indice MVE: massa do VE/PC (g/kg); E/A: raz8o entre as ondas E e A do fluxo transmitral; VEPP:
velocidade de encurtamento da parede poster

Entretanto, esse método de selecdo de novos animais de acordo com 0s

intervalos de confianga mostrou-se um modo fragmentado de avaliacdo funcional
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dos animais, pois houve dificuldade de inseri-los em um mesmo grupo de disfuncao,

analisando-se as varidveis ecocardiogréficas, isoladamente. Em parte, devido a

superposicao de algumas delas entre os diferentes grupos funcionais.

Para solucionar esse problema, foi desenvolvida uma funcéo discriminante

pela técnica de Fisher, utilizando as cinco variaveis, simultaneamente, que mais

discriminaram os grupos na Analise de Agrupamento (p<0,001): AE/PC, IMVE,

VEPP, % Enc endocardico e miocardico.

A funcao discriminante possibilitou diferenciar trés grupos funcionais, com

precisédo de 99,9%: controle, EAo leve e EAo grave.

A férmula utilizada para a funcao para a definicdo dos valores dos eixos foi:

Eixo horizontal

X1=0,188437*AE/PC-0,216861*%enc.endo-0,656054*%enc.medio-1,486010*IMVE-0,326327*VEPP

Eixo Vertical

X2=0,469914*AE/PC+1,106150*%enc.endo-0,687396*%enc.médio+11,099200*IMVE-0,498903* VEPP

Figura 2- Variaveis ecocardiogréaficas selecionadas para realizacdo da funcao:
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Figura 3 - Regides Grafica de Fisher para a discriminacao da funcéo cardiaca
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4-Discussao

O surgimento e o desenvolvimento do ecocardiograma representou um
grande avango na avaliagdo in vivo do coragdo. Em pequenos animais utilizados em
laboratérios experimentais, esse método tornou possivel o acompanhamento do
efeito de agressdes e/ou tratamentos sobre o coragdo, de maneira ilimitada quanto
ao numero de repeticbes do exame. Em ratos com estenose adrtica, 0s sinais
clinicos para identificar a gravidade da insuficiéncia cardiaca in vivo séo limitados.
Além disso, o tempo de surgimento dos primeiros sinais de insuficiéncia cardiaca é
variavel; em nosso laboratorio € habitualmente observado intervalo de 24 a 40
semanas entre a indugdo de estenose adrtica e o aparecimento de taquipnéia. No
presente estudo, o ecocardiograma mostrou que 0s ratos estavam em diferentes
graus de comprometimento cardiaco no momento em que foi identificada a
taquipnéia.

Tradicionalmente, nos estudos experimentais, os farmacos séo introduzidos
em momento pré-determinado apds a inducdo de estenose adrtica **?L. Portanto, é

possivel que o0s animais ndo apresentassem uniformidade quanto ao
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comprometimento do coragdo no momento da introdugdo do tratamento. Esta
heterogeneidade é um fator importante que pode levar a obtencédo de resultados
discrepantes. Frente a esta consideracdo, é de fundamental importancia a procura
de critérios ecocardiograficos para classificar os animais quanto a gravidade da
disfuncdo ventricular permitindo, dessa forma, a utilizagdo de animais que
apresentem comprometimento estrutural e funcional do coragdo o mais homogéneo
possivel.

A andlise de agrupamento € uma técnica freqientemente utilizada para
agrupar o objeto do estudo, de acordo com a semelhanca de suas caracteristicas
12223 gjaastad et al. ! estabeleceram critérios ecocardiograficos para a deteccédo de
insuficiéncia cardiaca em ratos, apos infarto do miocardio, utilizando essa andlise.
Em nosso estudo, com o auxilio desse método estatistico, procuramos classificar o
comprometimento cardiaco dos animais com estenose aodrtica e que apresentavam
taquipnéia. Para isso, selecionamos variaveis ecocardiograficas cujos valores
aumentam progressivamente com o0 avancar da doenca (diametros diastélico e
sistélico do VE, diametro do AE e massa do VE), além de parametros indicativos de
fungbes sistdlica (Y%Enc.Endo, %Enc.Mio e velocidade de encurtamento da parede
posterior) e diastélica do VE (relacdo E/A do fluxo transmitral).

A anadlise de agrupamento permitiu separar os ratos com estenose adrtica em
dois grupos, que compartilharam caracteristicas ecocardiograficas semelhantes
(EAo-leve e EAo-grave).

As varidveis DDVE, DSVE, % Enc.Endo, % Enc.Mio, IMVE e VEPP, nao
apresentaram superposicdo dos valores dos intervalos de confianca entre os dois
grupos. As variaveis DDVE/PC, AE, AE/PC e E/A apresentaram superposicao entre
0s grupos EAo-leve e EAo-grave. Como os diametros do VE e AE sofrem influéncia
da variacdo do peso corporal (PC), torna-se necessaria a normalizacdo de seus
valores para o PC. Entretanto, esse procedimento também pode causar erros na
interpretacdo dos resultados porque os diametros do VE e AE nédo sdo exatamente
proporcionais ao PC. A superposicdo das extremidades dos valores dos intervalos
de confianga do indice de funcdo diastdlica E/A entre os grupos EAo-leve e EAo-
grave foi devida a grande variabilidade do indice.

Portanto, a utilizacdo conjunta das variaveis que ndo apresentaram
superposicdo, a excecdo de DDVE e DSVE, permitira separar ratos com estenose

aodrtica em dois graus distintos de disfuncéo ventricular com extrema seguranca. Os
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valores absolutos de DDVE e DSVE devem ser utilizados com cautela porque esses
parametros habitualmente necessitam ser normalizados para o peso corporal dos
animais.

Como ja descrito nos resultados, algumas variaveis apresentaram
superposicao entre 0s grupos controle e estenose adrtica. Essa superposi¢cdo €
compreensivel, levando em consideracdo a remodelacéo ventricular que se segue a
colocacdo de clipe na aorta *2.

Quanto ao comportamento dos indices de encurtamento do VE na progressao
da estenose adrtica, inicialmente ocorre aumento de seus valores, seguido de
normalizagdo e posterior queda desses indices. Por esta razdo, os indices de
encurtamento muscular ndo apresentam superposicdo de seus valores entre 0s
grupos controle e EAo-leve e apresentam-se superpostos nos grupos controle e
EAo-grave.

Na tentativa de minimizar o efeito da hipertrofia miocérdica sobre o aumento
na porcentagem de encurtamento entre o endocardio do septo interventricular e da
parede posterior do VE (%Enc.Endo), calculamos também a porcentagem de
encurtamento entre os pontos centrais daquelas paredes (%Enc.Mio) ®**. No
entanto, as conclusées nédo diferiram do indice %Enc.Endo, provavelmente devido
ao intenso grau de hipertrofia ventricular. O indice de massa do VE foi a uUnica
variavel que ndo apresentou superposicao entre os trés grupos. Em nosso estudo, a
distincdo entre grupos controle e com estenose aodrtica pode ser feita também pela
medida da espessura da parede do VE (dados nao apresentados).

Entretanto, esse método de selecdo mostrou-se limitado, devido a dificuldade
de se encaixarem, simultaneamente, os valores das variaveis ecocardiograficas
obtidas, no mesmo grupo de disfuncéo (leve ou grave).

A partir desta dificuldade, selecionamos cinco variaveis ecocardiogréficas que
apresentaram nivel de significAncia de p<0,001 entre 0s grupos e que eram
representativas de funcdes venriculares sistolica (Y%Enc.Endo, %Enc.Mio e VEPP) e
diastolica (AE/PC) e de repercussdao morfométrica (IMVE) para obter uma funcao
discriminante de acordo com a técnica de discriminacdo grafica de Fisher, conforme
descrito anteriormente. Com esse método, as variaveis foram analisadas,
simultaneamente e permitiram a classificacdo funcional dos ratos em grupos controle

(G1), disfuncéo leve (G2) e grave (G3), com precisdo de 99,99%.
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Esse estudo foi de grande importancia para a classificagdo dos animais
avaliados, quanto a funcdo cardiaca, permitindo a obtencdo de grupos mais
homogéneos funcionalmente, para estudos longitudinais. Entretanto, € limitado a
ratos com insuficiéncia cardiac secundaria a EAo, apds o0 aparecimento de
taquipnéia apos, aproximadamente, a vigésima semana.

Concluindo, a fungao discriminante de Fisher, mostrou-se bastante eficiente
para definir ratos com as mesmas caracteristicas funcionais e pode ser aplicada a

diversos trabalhos cientificos.
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CAPITULO 2

RESUMO

Estudos demonstraram que sobrecarga pressoérica promove aumento de
indices de fibrose no miocardio, a semelhanca do que ocorre na miocardiopatia
isquémica. Este achado foi associado a insuficiéncia cardiac, arritmias e morte
subita. Observou-se que a administracdo dos hormonios do eixo GH/IGF-1,
promoveu atenuacéo da fibrose intersticial do miocardio e aumento da sobrevida de
ratos infartados. Além disso, em humanos, maiores concentracdes sanglineas de
IGF-1, apds o inicio do infarto agudo do miocardio, associaram-se a melhora da
funcdo e remodelacao ventricular. Desconhecemos estudos sobre os efeitos do GH
sobre a fibrose e funcdo miocéardica, concomitantemente, de ratos portadores de
cardiopatia hipertrofica, causada por estenose aértica (EA0).

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do GH sobre a fibrose e a
funcdo miocérdica de ratos portadores de estenose aértica (EA0).

Realizou-se estudo in vivo, controlado, randdmico de ratos Wistar machos,
portadores de insuficiéncia cardiac grave, secundaria & EAo, assim distribuidos:
Controle, EAo, EAo + GH (1 mg/kg/dia, 14 dias). A fibrose cardiaca foi avaliada no
musculo papilar por imunoistoquimica e a funcédo cardiaca pelo ecocardiograma.
Utilizou-se a ANOVA one-way e teste de Tukey pos hoc, com nivel de significancia
de 5%.

Verificou-se significativa diminuicdo do indice de fibrose (56,9%) no grupo
EA0+GH em relacdo ao EAo, sem alteracao da funcéo cardiaca.

Concluimos que a administracdo de GH, na dose de 1 mg/kg/dia, em ratos
portadores de insuficiéncia cardiaca grave, secundéaria a EAo, promove atenuacgao
da fibrose miocéardica e nédo altera a fungéo cardiaca.
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ABSTRACT

Studies have demonstrated that pressure overload increases fibrosis in the
myocardium, similarly to what occurs in ischemic myocardiopathy. This finding was
associated with heart failure, arrhythmias and sudden death. It was observed that
administration of hormones of GH/IGF-1 axis attenuated interstitial fibrosis and
increased the survival of rats with myocardium infarction. Moreover, in human, high
serum concentrations of IGF-1, measured just after myocardium infarction, were
associated with improved ventricular function and remodeling. Accordingly to our
knowledge there are no studies addressing the effects of GH in myocardium fibrosis
in heart failure secondary to aortic estenosis. The objective of this study was to
evaluate the effect of GH on myocardium fibrosis and function in aortic banded rats
(AEs). In the present controlled and randomized study, Wistar male rats with severe
heart failure secondary to AEs were distributed into the following groups: Control,
AEs, AEs+GH (1 mg/kg/dia, 14 days). Heart papillary muscle was evaluted for
Fibrosis index by immunohistochemistry and myocardium function by
echodopplercardiography. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey
post-hoc procedure were used to compare differences between groups of data.
Significant reduction (p<0.05) of fibrosis index was found (56.9%) in the AEs+GH
group compared to [control /or AES] but no significant alteration of the cardiac
function. We conclude that administration of 1 mg/kg/day of GH in rats with severe
heart failure secondary to aortic banded rats significantly reduced myocardium

fibrosis but does not modify heart function evaluated by echocardiography.
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INTRODUGCAO

A remodelacao cardiaca € um processo complexo e progressivo que ocorre em
resposta a diferentes tipos de agressbes cardiacas (isquemia, sobrecargas
pressorica ou volumétrica etc). Inclui alteracbes genéticas, moleculares, celulares e
bioquimicas em diferentes compartimentos cardiacos, incluindo os cardiomidcitos e

12 Dentre as

o intersticio, que resultam em alteracBes estruturais e funcionais
alteracdes intersticiais, ocorre proliferacao de fibroblastos, remodelacdo acelerada e
aberrante da matriz extracelular, prevalecendo o acimulo das proteinas da matriz, o
que resulta em fibrose cardiaca 2.

Evidéncias clinicas indicam que a fibrose miocardica € uma das caracteristicas-
chave da remodelacdo na doenca cardiaca hipertensiva secundaria a doenca
renovascular ou a estenose adrtica, dentre outras >*.

Os mecanismos que promovem o desenvolvimento de fibrose cardiaca na
doenca hipertensiva cardiaca ndo sao completamente conhecidos. Fatores
hemodinamicos (sobrecarga pressoérica) e neurohumorais (angiotensina Il e
aldosterona e TGF-beta °> podem contribuir para 0 seu desenvolvimento *>°. Outros
fatores que, direta ou indiretamente, promovem fibrose, na doenca hipertensiva, séo

apoptose e necrose miocardicas >3*%78

, que provocam defeitos no miocardio, os
quais sdo preenchidos por tecido fibroso °*°.

Observou-se que o desenvolvimento de fibrose precedeu o aparecimento de
alteracdes funcionais cardiacas e progrediu com a transicdo da hipertrofia
compensada para a insuficiéncia cardiaca, em ratos espontaneamente hipertensos ®
e no modelo de estenose adrtica **. O aumento da fibrose cardiaca causa hipertrofia
ventricular esquerda, disfuncbes diastolica e sistdlica, predispbe a arritmias e

exacerba a isquemia miocardica *’.

Deste modo, a fibrose cardiaca pode ser
considerada fator de risco preditivo independente na insuficiéncia cardiaca * e pode
modificar seu progndéstico. Portanto, a sua prevencdo ou reducdo consiste em
interessante alvo terapéutico 3>

A importancia da fibrose como um determinante da evolucdo da doenca e do
desempenho cardiacos tem recebido atencdo crescente. No entanto, os esforgos
para desenvolvimento de novos farmacos que visam os fibroblastos cardiacos séo
ainda incipientes. Atualmente, os medicamentos aprovados para o tratamento da

insuficiéncia cardiaca e que, provavelmente, exercem efeitos antifibréticos sdo os

21



inibidores do sistema renina-angiotensina-aldosterona, dentre estes, os inibidores da
enzima conversora da angiotensina Il, bloqueadores dos receptores de angiotensina
Il e antagonistas de aldosterona 3. Os resultados de véarios estudos sugerem que os
efeitos benéficos desses medicamentos, na insuficiéncia cardiaca, derivam-se em
parte de suas acdes sobre os fibroblastos cardiacos e a remodelacao fibrética do
coracdo *. No entanto, relatou-se um grupo de pacientes com insuficiéncia cardiaca,
nao responsivos aos efeitos antifibréticos dos bloqueadores dos receptores de

angiotensina 1l 3

ou que nado toleram os inibidores de enzima conversora da
angiotensina Il, mostrando a necessidade de investigarem-se novos medicamentos
que atuem nesse aspecto da remodelagcdo cardiaca.

Varios estudos, in vitro e in vivo, mostraram que o eixo GH/IGF-1 (horménio de
crescimento e fator de crescimento insulina-simile, tipo 1) influencia a sintese de
coldgeno e a fibrose. Concentracdes séricas elevadas de GH suprimiram o aumento
da fibrose cardiaca induzida por TNF-beta-induzida 2. Em diferentes estudos, em
ratos com cardiomiopatia isquémica, submetidos ao tratamento com GH (0,8
mg/Kg/d), observaram-se consideravel aumento da densidade capilar; diminuicdo da
concentracdo de colageno | e lll (em 50%) e da fibronectina (em 40%); aumento da
laminina, relacionada ao crescimento, diferenciacdo, migracdo e hipertrofia dos
cardiomdcitos °. Essa alteracdes associaram-se a melhora do relaxamento do
ventriculo esquerdo, a diminuicdo da presséao diastélica final do VE e a melhora da
funcao sistdlica °. Em um estudo randémico, o tratamento de ratas jovens com doses
farmacoldgicas de GH por, aproximadamente, 11 semanas, provocou diminuicdo da
concentracdo de colageno ventricular =3,

Por outro lado, a administracdo de GH, por 7 dias, aumentou a propor¢cao de
colageno na aorta e na musculatura cardiaca, em ratas jovens **. No entanto, a
administracdo deste hormonio em ratas jovens, por 4 sem, néo resultou no aumento
do colageno ou no indice de fibrose **.

Em portadores de deficiéncia de GH, mostrou-se diminuicdo do tecido
conectivo, que aumentou com a suplementacdo de GH *>. Em humanos saudaveis,
submetidos a exercicio fisico, observou-se que a administracdo de GH (0,2UI/KQ)
promoveu aumento de marcadores séricos de sintese de colageno *°. Por outro lado,
niveis cronicamente elevados de GH, como observados em modelos experimentais
e em humanos com acromegalia, podem induzir & fibrose intersticial *"*®, infiltrado

mononuclear e areas de necrose no coragdo, e em hipertrofia biventricular
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concéntrica. Nos pacientes acromegalicos, em fase tardia, a fibrose intersticial
constitui-se a principal anormalidade histolégica miocéardica, que prejudica,
gradualmente, a arquitetura e a funcdo cardiaca *?°%'. Observou-se também que
em pacientes com excesso de GH e com massa ventricular normal, o contetdo de
colageno no coracdo estava aumentado, precocemente *’. No entanto, a exposicdo
a altas concentracbes sanglineas de GH provoca o aparecimento de co-
morbidades, como diabete melito e hipertensdo arterial sistémica, as quais podem
induzir fibrose cardfaca per se °.

Vérios estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que o GH e/ou o IGF-1,
interfere na inducdo da apoptose e necrose em varios tipos celulares #%% Em
estudo, que avaliou ratos com insuficiéncia cardiaca apos o infarto do miocardio,
observou-se significativa reducdo da apoptose e fibrose e aumento da sobrevida
apos a administracdo de doses suprafisiolégicas de GH, em uma fase inicial da
lesdo isquémica .

N&o encontramos na literatura estudos referentes ao efeito do GH sobre a
fiorose em modelos de insuficiéncia cardiaca secundaria a doenca cardiaca
hipertensiva.

Considerando-se os efeitos antiapoptético e antifibrético do GH, no modelo de
miocardiopatia isquémica e a importancia da fibrose na doenca hipertensiva,
propusemos avaliar o efeito do GH sobre o conteddo de colageno no modelo

experimental de estenose adrtica e suas consequéncias funcionais.
3 - OBJETIVOS
Avaliar o efeito do GH sobre o conteudo de coladgeno miocéardico e sua
repercussao funcional em ratos portadores de insuficiéncia cardiaca grave,
secundaria & estenose aortica.
3- METODOS
O protocolo experimental desse estudo foi conduzido em conformidade com

os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal %°.
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3.1- ESTUDO

Foi realizado estudo in vivo controlado.
Utilizou-se um modelo animal de cardiopatia hipertrofica, secundario a

sobrecarga ventricular esquerda, induzido por estenose adrtica.

3.2. ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal inicial de 70 a 80 g,
provenientes do Biotério Central - UNESP, Botucatu. Os animais foram mantidos em
gaiolas, 1 rato/caixa, a temperatura de 23°C e com ciclos de luminosidade de 12h.
Os animais foram alimentados durante todo o periodo experimental com racao

Labina e 4gua ad libitum.

3.3. INDUCAO DA CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA POR EAo CIRURGIA

Para a inducdo da estenose aortica, os animais foram submetidos a tricotomia
e toracotomia mediana, ap0s anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg
intramuscular) e cloridrato de xilidino (10 mg/Kg intramuscular). A seguir, a aorta
ascendente foi dissecada e um clipe de prata, com 0,6 mm de diametro interno, foi
colocado a aproximadamente 3 mm de sua raiz. Durante a cirurgia, 0s ratos

receberam ventilagdo manual & pressao positiva 2*2"28,

3.4 CRITERIO PARA SELECAO DOS ANIMAIS

A partir de 19 semanas da inducdo da estenose adrtica os animais foram
observados diariamente para a deteccdo de taquipnéia. Assim que detectada, os
ratos foram submetidos ao ecocardiograma. Entdo, os resultados ecocardiograficos
foram utilizados para o calculo da funcédo discriminante e classificacdo da funcéo
cardiaca, descritos no Capitulo 1. Dentre os animais com EA0, selecionamos os que
apresentavam insuficiéncia cardiaca grave para indicarmos, aleatoriamente, o
tratamento com GH ou ndo. Os animais que, inicialmente, ndo se enquadraram
nessa classificacdo foram submetidos a realizacdo de novo(s) ecocardiograma (s),

até atingirem estagio mais grave, quando entdo foram incluidos no estudo.
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3.5 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Foi feita, antes e depois do tratamento, pelo mesmo observador, que
desconhecia qual tratamento (GH ou néo) foi administrado aos animais.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal. Apos tricotomia da regido anterior do torax, 0s
animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo e o exame foi realizado
com o equipamento modelo Sonos 2000 da Hewlett-Packard Co., equipado com
transdutor eletronico de 7,5 MHz. Para avaliar as medidas estruturais do coracéo
foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posicdo para-esternal
eixo menor. A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando-se o
cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos

papilares 293031,

As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas
posicionando o cursor do modo-M ao nivel do plano da valva adrtica. As imagens
obtidas em modo-M foram registradas em impressora modelo UP-890 da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas, manualmente, com o auxilio
de um paquimetro de precisdo. Os valores das medidas das estruturas cardiacas
representam a média aritmética de pelo menos 5 ciclos cardiacos consecutivos. Os
didmetros diastolico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE foram medidos no momento
do ciclo cardiaco em que seus valores eram maximo e minimo, respectivamente. As
espessuras diastolicas e sistélicas da parede posterior (EDPP e ESPP) e do septo
interventricular (EDSIV e ESSIV) foram medidas no momento em que a cavidade
ventricular esquerda apresentava diametro maximo e minimo, respectivamente. A
medida da raiz da aorta (AO) foi realizada no instante imediatamente anterior a
abertura da valva aortica. O atrio esquerdo (AE) foi medido no momento em que seu
diametro era maximo. A funcéo sistolica do ventriculo esquerdo (VE) foi avaliada
pela porcentagem de encurtamento sistolico (diametro diastélico — diametro sistolico)
/ didmetro diastdlico) e pela velocidade de encurtamento da parede posterior do
ventriculo esquerdo. A funcéo diastdlica do VE foi avaliada pela razéo entre os picos
de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A)
do fluxo transmitral. A avaliacdo da disfuncdo diastélica e sistolica também foi

baseada na relagdo do didmetro do atrio esquerdo relativamente ao peso corporal
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(PC). A hipertrofia ventricular esquerda foi avaliada pelo indice de massa ventricular
esquerda e pela relacdo do diametro diastolico do VE relativamente ao PC.
As variaveis derivadas das dimensdes acima descritas foram:
- espessura relativa do VE= EDPP/DDVE
. massa do VE (MVE, g)= 1,04 x [(EDPP+EDSIV+DDVE)*® — DDVE?], onde
1,04 é a densidade especifica do miocérdio.
- indice de MVE (IMVE, g/kg)= MVE/peso corporal
porcentagem de encurtamento endocardico (% enc. Endo.)= [(DDVE -
DSVE) / DDVE] x 100
- porcentagem de encurtamento miocardico (% enc. Mio.)= i[(DDVE + Y%
EDSIV + % EDPP) — (DSVE + ¥ ESSIV + ¥ ESPP)] / (DDVE + % EDSIV +
Y% EDPP)y x 100.
- velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP, mm/s):
calculada a partir da tangente maxima do movimento sistolico do endocardio

da parede posterior do VE.
3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

ApoOs a avaliacdo da funcdo cardiaca pelo ECO e sua classificacdo pela
fungao discriminante de Fisher, os animais com EAo classificados como insuficéncia
cardiaca grave, foram submetidos ou n&o ao tratamento com horménio de
crescimento.

Foram utilizados 21 animais, distribuidos equitativamente entre grupos
controle, EAo e EA0+GH.

Foi administrado o GH humano, a semelhanca de outros estudos
experimentais em ratos e nos quais se verificou efeitos cardiacos benéficos do
horménio ** 243,

Foi selecionada a dose de 1 mg/kg/dia, administrado por via subcutéanea. Esta
dose nao provocou aparecimento de fibrose ou de efeitos hemodinamicos
indesejaveis, em ratos normais ou infartados, segundo os estudos avaliados % 3233,

Selecionou-se o tempo de tratamento de duas semanas, devido ao potencial
risco de desenvolvimento de anticorpos ao se administrar o GH humano, em

animais, por mais de 3 semanas **.
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3.7. EUTANASIA E EXTRACAO DO MATERIAL DE ESTUDO

Apos o segundo ecocardiograma, realizado ap6s 14 dias de tratamento com
GH, os animais foram eutanasiados, sob anestesia (injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sédico, 50 mg/kg, i.p).

O coracdo foi dissecado e o0s musculos papilares foram retirados
cuidadosamente do ventriculo esquerdo e imersos em formol para o estudo
histoldgico.

Os ventriculos esquerdo e direito foram dissecados e pesados
separadamente. As relaces entre os pesos dos ventriculos esquerdo (PVE) e direito
(PVD) sobre o peso corporal (PC) dos ratos (PVE/PC e PVD/PC) foram utilizadas

como indices de hipertrofia dos ventriculos.

3.8. AVALIACAO HORMONAL

Com o objetivo de se avaliar o efeito hormonal do GH, foram dosadas as
concentragdes séricas de IGF-1, coletadas apds 12 horas da ultima inje¢cdo com GH,
no grupo EAo+GH e seus controles (grupo controle e EA0).

As dosagens foram feitas no mesmo ensaio, em duplicata, empregando-se a
metodologia de RIE (Kit comercial Mouse/rat IGF-1 RIA Referéncia: DSL 2900 —
Diagnostic Systems Laboratories Inc.)

3.9- AVALIACAO DE FIBROSE

Processamento Histoldgico

Apbés a retirada do musculo papilar, estes foram fixados em formalina
tamponada a 10% por 24 h. ApOs este periodo, esse material foi colocado em
cassetes plasticos identificados com os homes dos respectivos grupos experimentais
e, posteriormente, mantidos em alcool 70% até o momento do processamento

histologico.
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Imunoistoquimica

Cortes histolégicos de musculo papilar de 4 nm de espessura foram obtidos e
corados com a técnica de coloracao picrosirius-red para quantificacdo da fibrose.

Foram selecionados 4 campos para cada amostra de musculo papilar, com a
objetiva de 100X. Foram desprezados campos com fibras transversais, com
cordoalhas tendineas e por¢des de tecido que enrugaram no momento de fixacao do
tecido na lamina.

Utilizou-se o programa Leica QWin V3, que calcula a fibrose em porcentagem
(area de tecido colageno em relacéo a area de tecido colageno mais area de midcito
X100).

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

tratamento, em triplicata, por diferentes pesquisadores.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada no Departamento de Bioestatistica da UNESP. Empregou-se a
ANOVA one-way, e teste de Tuckey pos hoc. Foi considerado o nivel de significancia
de 5%.

4- RESULTADOS

No decorrer do estudo, 1 animal do grupo EA0+PI, e 2 animais do EA0+GH
morreram. A mortalidade nesse modelo se d& principalmente devido a arritmias,
isquemia subendocardica e alteracéo da circulacéo coronariana 2%%.

Como as variaveis ecocardiograficas ndo apresentaram diferencas antes e
apos 2 semanas de observacao, tanto no Grupo EAo quanto no EAo+GH, os
resultados apresentados representam, apenas, os valores obtidos ap6s 14 dias do
tratamento.

A idade e o peso dos animais foram semelhantes entre os grupos estudados
(Tab.1). Os niveis de IGF-1 no soro mostraram-se diminuidos no grupo EAo quando
comparados ao grupo Controle. No grupo EAo+GH, esses niveis hormonais se
elevaram em relacdo ao grupo EAo e normalizaram comparados ao Controle

(Tab.1).
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais (médiaxzDP) dos animais apos 2 semanas de

tratamento com GH, 1 mg/kg/dia.

Controle (n:7) EAo0 (n:6) EA0+GH (n:5)
Idade (sem) 37,43+2,82 36,00+3,16 38,6+1,52
Peso corporal(g) 529,68+27,34 476,27+66,12 490,28+35,35
IGF-1 (ng/ml) 1816,32+266,76a 837,12+211,27b 2108,10+689,15a

C, controle + placebo; EAo+PL, estenose adrtica + placebo; EAo+GH, estenose adrtica + hormonio de crescimento;
IGF-1, fator de crescimento insulina-simile, tipo 1
Letras representam a diferenca estatistica entre os grupos

Auséncia de letras: ndo ha diferenca estatistica

Em relacdo as variaveis ecocardiograficas estudadas, verificou-se que

0

grupo EAo+GH apresentou aumento de AE/PC e de IMVE comparativamente ao

grupo C e valores semelhantes ao grupo EA. O grupo EAo apresentou VEPP

significativamente menor em relagédo ao grupo C e semelhante ao grupo EAo+GH.

Este dltimo apresentou valores dessa variavel semelhante ao grupo Controle. Nao

houve diferenca entre % enc. endo, % enc. mio entre os 3 grupos. Nao foi possivel

detectar-se diferencas entre os valores de E/A entre os 3 grupos (Tab. 2).

Tabela 2— Variaveis ecocardiograficas (médiatDP) apds 2 semanas de tratamento

com GH, 1 mg/kg/dia.

C(n:7) Eao(n:6) EA0+GH(n:5)
AE/PC (mm/kg) 10,87+0,78a 18,55+2,48b 17,68+3,44b
IMVE (g) 2,07+0,25a 3,62+0,57b 4,21+1,13b
VEPP (mm/s) 43,83t5,45a 31,46+2,32b 35,14+9,80ab
% Enc. Endo 51,69+5,39 50,52+8,02 47,32+10,06
% Enc. Mio 30,56+2,88 26,8315,45 26,72+6,41
E/A* 1,36+0,35(7) 7,346+4,41(4) 8,54+3,74(3)

C, controle + placebo; EAo+PL, estenose adrtica + placebo; EAo+GH, estenose adrtica + hormonio de crescimento;
AE/PC, atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal; % Enc. Endo, % de encurtamento endocérdico; % Enc. Mio, % de
encurtamento miocardico; VEPP, velocidade de encurtamento da parede posterior; IMVE, indice de massa de ventriculo
esquerdo

*ndo foi realizado andlise estatistica deste indice devido ao numero reduzido de animais, que esta descrito entre
parénteses

Letras representam a diferenca estatistica entre os grupos
Auséncia de letras: ndo ha diferenga estatistica
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As variaveis morfologicas A/PC e VE/PC apresentaram valores maiores no
grupo EAo tratado ou ndo com GH, em relacdo ao Controle e valores semelhantes
entre os grupos EAo e EAo+GH (Tab. 3).

Os indices de fibrose foram significativamente maiores no grupo EAo,
tratados ou ndo com GH, em relacdo ao Controle. No grupo EAo+GH houve reducéo

significativa desse indice (56,9%) em relacdo ao grupo EAo(Tab. 3).

Tabela 3— Dados anatébmicos (médiatDP) dos animais tratados com GH ou PL na

dose de 1 mg/kg/dia, durante 14 dias.

Controle(n:7) EA0(n:6) EA0+GH(n:5)
A/PC (mg/gr) 0,21+0,07a 0,56+0,15 b 0,70+0,29 b
VE/PC (mg/gr) 1,77+0,26a 3,13+0,85 b 3,31+0,48 b
VD/PC(mg/gr) 0,44+0,07a 1,03+0,28b 0,95+0,32b

indice de fibrose (%) 1,88+0,88 a 10,34+1,29b 4,44+1,37c

C, controle + placebo; EAo+PL, estenose adrtica + placebo; EAo+GH, estenose aértica + hormonio de crescimento;
A/PC, atrios corrigido pelo peso corporal; VE/PC, ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal; VD/PC,
ventriculo direito corrigido pelo peso corporal

Letras representam a diferenca estatistica entre os grupos

Auséncia de letras: ndo ha diferenga estatistica

5- DISCUSSAO

Nesse estudo, avaliamos a influéncia do tratamento com GH sobre a fibrose
cardiaca e suas consequéncias funcionais, em ratos portadores de insuficiéncia
cardiaca grave, secundaria a estenose aértica.

Verificamos diminuicao significativa das concentracfes séricas de IGF-1 nos
ratos com insuficiéncia cardiaca, secundaria a EAo, a semelhanca do que ocorre em
outros modelos experimentais ou em humanos portadores de IC #3%37339 Relatou-
se que esta diminuicdo pode decorrer da redugdo ou resisténcia a acao do GH e
pode influenciar negativamente a funcdo e a morfologia do coragdo 2#3¢37:383940 Ng
primeira situacdo, doses suplementares seriam potencialmente eficientes para
normalizar o estado hormonal e suas possiveis conseqiiéncias cardiovasculares. Na

segunda circunstancia, seriam necessarias doses supra-fisiolégicas para obterem-se
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efeitos semelhantes ?*°. Nesse estudo, utilizamos a dose de 1 mg/Kg/d, que foi
suficiente para elevar significativamente os niveis séricos de IGF-1, no grupo tratado
com GH, atingindo niveis semelhantes aos do controle (Tab.1). Isto sugere que a
dose administrada nao foi excessiva e que nao houve resisténcia a acdo do GH, no
momento avaliado.

A semelhanca do que foi observado em outros modelos experimentais e em

humanos com sobrecargas pressérica ou volumétrica 8332264142

, ocorreu aumento
da fibrose nos ratos portadores de estenose adrtica, em estudo (Tab.3). Esta
alteracao foi implicada na transicdo da fase compensada da hipertrofia cardiaca para

insuficiéncia cardiaca .

Deste modo, a avaliacdo de intervencOes terapéuticas

sobre esse aspecto da remodelacéo cardiaca € exequivel nesse modelo.
Observamos que o tratamento de ratos portadores de EAo com GH,

promoveu significativa diminuigéo da fibrose (56,9%). Semelhante efeito foi descrito

em modelo de cardiopatia isquémica, tratados com aquele horménio **®

, mas nao no
de sobrecarga pressorica, segundo nosso conhecimento. Considerando-se a
importancia da reducao da fibrose miocardica no progndéstico na doenca hipertensiva
cardiaca, esse achado pode ter implicacfes terapéuticas significativas.

Os mecanismos envolvidos no efeito redutor do GH sobre a fibrose nao foram
esclarecidos. Apesar do objetivo desse estudo ndo abordar esse aspecto é possivel
postular algumas hipoteses baseada nas informacdes oferecidas por outros estudos.

O metabolismo do colageno cardiaco resulta do equilibrio entre a sua sintese
e a degradacdo °. Varios estudos mostraram que o GH pode interferir em um e/ou
outro aspecto desse metabolismo em diferentes modelos experimentais ou clinicos.

Dependendo do modelo, da metodologia de avaliagdo do metabolismo de
colageno, das concentracdes séricas e do tempo de exposicdo ao GH, mostrou-se

9,10,12,13

que o GH induziu ao aumento =*>'"!8 diminuicdo ou inalteracéo da sintese

de colageno **. Em modelos experimentais de fibrose cardiaca induzida por TGF-

9,43

beta *? ou em miocardiopatia isquémica 0 GH administrado em doses e tempos

limitados, diminuiu a fibrose cardiaca. Uma das caracteristicas em comum desses
modelos € a presenca de apoptose ou necrose dos cardiomiécitos que podem,

secundariamente, levar ao preenchimento dos espacgos estabelecidos por tecido

3,9,23

fibroso Descreveu-se o efeito antiapoptotico da administracdo do GH no

9,43

modelo de miocardiopatia isquémica e em humanos com cardiopatia dilatada

4445 Além disto, o GH mostrou efeito antagdnico & sinalizacdo do TGF-beta 2,
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indutora de fibrose cardiaca *. Deste modo, considerando-se essas informacées e a
observacdo de que em modelos de miocardiopatia secundaria a sobrecarga
pressorica, incluindo o de EAo0, ocorreu aumento de necrose e/ou apoptose
8.9.23434449% um dos mecanismos possiveis para explicar o efeito anitfibrético do GH,
observado no presente estudo, seria a sua influéncia indireta sobre a sintese de
coldgeno, mediante a reducdo de apoptose ou necrose.

Em relacdo a degradacdo de colageno, mostrou-se que a administracao de
GH em adultos com deficiéncia de GH, promoveu diminuicdo das metaloproteinases
plasmaticas 2 e 9, as principais encontradas no miocardio e responsaveis pela
colagendlise *’. No entanto, observou-se que a exposicéo cronica a concentracdes
excessivas GH ndo aumentou a atividade de metaloproteinases em um modelo
animal de acromegalia *.

Além disto, o eixo GH/IGF-1 pode ter efeito imunomodulatério, favorecendo o
aumento de citocinas antiinflamatoérias séricas, envolvidas no aparecimento de

necrose, apoptose e fibrose na insuficincia cardiaca ***

45,46

, em detrimento das pro-
inflamatorias Desconhece-se o efeito do GH sobre o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, também relacionado ao desenvolvimento de fibrose °.
Estudos experimentais ou clinicos mostraram que a diminuicdo ou a
prevencdo de fibrose promoveu melhora funcional cardiaca, principalmente

diastdlica >>*

, 0 que néo foi observado no presente estudo. Esta diferenca pode ser
explicada, em parte, porque, diferentemente da maioria daqueles estudos, nos quais
o GH foi utilizado como coadjuvante da terapia classica de insuficiéncia cardiaca,
neste, o horménio foi administrado, isoladamente.

Além disto, o0 momento tardio de intervencao terapéutica com GH, realizado
no presente estudo, pode ter influenciado no resultado funcional. Em ratos com
cardiomiopatia dilatada, observou-se melhora funcional ao se administrar o GH aos 4
meses, mas ndo aos 10 meses **. No modelo de micocardiopatia isquémica, por
exemplo, a administracdo precoce, imediatamente apos a ligadura coronariana, de
doses semelhantes a utilizada no presente estudo (0,8 mg/Kg/d), por 4 semanas,
diminuiu a fibrose desenvolvida, provocou aumento da largura dos midcitos e
melhora das fungdes sistélica e diastdlica naqueles animais °.

Um dos fatores implicados na melhora da funcéo cardiaca, apds o tratamento

103234 & 'em varias

54

com GH, em estudos experimentais de miocardiopatia isquémica

observacdes clinicas *"#849°0513253 f4i g seu efeito tréfico sobre o midcitos
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Nesse estudo, apesar de ndo ter sido avaliada, é possivel que tenha ocorrido
hipertrofia dessas células. Essa possibilidade baseia-se na observacdo da
semelhanca dos indicadores ecocardiograficos (IMVE) e anatémicos (VE e VE/PC)
de hipertrofia do VE entre os grupos de EAo tratados ou ndo com GH (Tab.2 e 3),
apesar da significativa diminuicdo da fibrose no grupo tratado com o horménio.
Alguns consideram que hipertrofia adicional dos midcitos poderia ser prejudicial a
funcéo cardiaca '°. No entanto, ndo observamos piora funcional dos ratos EAo
tratados com GH em relacéo ao placebo, corroborando o que foi mostrado em outros
estudos em modelos de miocardiopatia isquémica **?%°°. Por outro lado, a auséncia
de melhora funcional pode ter sido secundaria @ ma qualidade funcional dos
cardiomidcitos, encontrados nessa fase da remodelacao cardiaca.

Em humanos, também héa controvérsias quanto ao efeito funcional do GH em
portadores de insuficiéncia cardiaca. Ao contrario do que foi observado em estudos

47,49,50,51,52,53,56

nao controlados , a auséncia de efeito funcional do GH foi relatada em

estudos controlados e randdémicos em portadores de insuficiéncia cardiaca 3#°"89,
Naqueles estudos, o tratamento com GH também foi instituido em fases muito
tardias da remodelagdo cardiaca. Além disto, incluiram-se nesses estudos,
pacientes com diferentes etiologias de miocardiopatia.

O modo como foi administrado o GH pode influenciar os resultados. Alguns
autores mostraram que a administracdo do GH em pulsos induziu, mais eficazmente,
a producdo de IGF-1 em tecidos periféricos, como por exemplo o coracdo, em
oposicao ao figado que € mais propenso a responder a continuas doses de GH no
plasma **. Em humanos, a administracdo venosa de 0,1 UlI/Kg/d, por 24 horas,
melhorou hemodinamicamente, portadores de insuficiéncia cardiaca, a maioria em
classes funcionais Graus Il de acordo com a New York Heart Association, de modo
semelhante ao observado com a administracdo de dobutamina e inibidores da
fosfodiesterase *’. A administracdo intramuscular de 8 Ul/d de GH, por 3 dias,
também melhorou significativamente, um portador de insuficiéncia cardiaca
refrataria, a ponto de n&o necessitar de transplante cardiaco *°. Em outro estudo, a
administracdo de GH melhorou a capacidade de realizacdo de exercicios em dois
pacientes com insuficiéncia cardiaca grave *°.

Outro fator que pode contribuir com as discrepancias desses resultados

funcionais é a variacdo do estado hormonal do eixo GH/IGF-1, previamente ao
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tratamento, nos modelos experimentais ou em humanos portadores de insuficiéncia
cardiaca 394,

Independentemente de efeitos funcionais, a diminuicdo da fibrose pode
atenuar a ocorréncia de arritmias e de morte stbita e melhorar o prognéstico 2>,
Observou-se que apesar de nao ter ocorrido melhora funcional significativa, a
administracdo precoce de GH (4 semanas, apos a ligadura coronariana), por tempo
limitado (4 semanas), promoveu diminuicdo da apoptose e fibrose de midcitos e
aumentou a sobrevida de ratos com cardiopatia isquémica, apos 13 semanas de
observacdo *.

Deste modo, os resultados deste e dos estudos referidos sugerem que,
devido ao seu significativo efeito redutor de fibrose, em diferentes modelos
experimentais, a administracdo do GH poderia exercer papel coadjuvante na terapia

da insuficiéncia cardiaca.

6 -CONCLUSAO

O tratamento de ratos portadores de insuficiéncia cardiaca grave, secundaria a
estenose adrtica, com horménio de crescimento, na dose de 1 mg/kg/dia, promove
significativa reducéo da fibrose miocéardica e néo altera a funcéo cardiaca, avaliada

ecocardiograficamente.



7. REFERENCIAS

1. COHN, J.N.; FERRARI, R.; SHARPE, N. Cardiac remodeling--concepts and
clinical implications: a consensus paper from an international forum on cardiac
remodeling. Journal of the American College of Cardiology, v.35, n.3, p.569-82,
2000.

2. REMME, W.J. Pharmacological modulation of cardiovascular remodeling: a guide
to heart failure therapy. Cardiovascular Drugs and Therapy, v. 17, p.349-360,
2003.

3. BROWN, R.D., et al. The cardiac fibroblast: therapeutic target in myocardial
remodeling and failure. Annual Revision of Pharmacology and Toxicology, v.45,
p.657-687, 2005.

4. BURLEW, B.S.; WEBER, K.T. Cardiac fibrosis as a cause of diastolic dysfunction.
Herz, v.27, n.2, p.92-98, 2002.

5. GONZALEZ, A.; LOPEZ, B.; DIEZ,J. Fibrosis in hypertensive heart disease: role of
the renin-angiotensin-aldosterone system. Medical Clinics of North America, v.88,
p.83-97, 2004.

6. BURLEW, B.S.; WEBER, K.T. Connective tissue and the heart. Functional
significance and regulatory mechanisms. Cardiology Clinics, v.18, n.3, p.435-42,
2000.

7. FROHLICH, E.D. Ischemia and fibrosis: the risk mechanisms of hypertensive heart
disease. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.33, n.6, p.693-
700, 2000.

8. OKOSHI, M. P. et al. Myocyte necrosis is the basis for fibrosis in renovascular
hypertensive rats. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.30,
n.9, p.1135-44, 1997.

9. GRIMM, D. et al. Differential effects of growth hormone on cardiomyocyte and
extracellular matrix protein remodeling following experimental myocardial infarction.
Cardiovascular Research, v.40, n.2, p.297-306, 1998.

10. CITTADINI, A. et al. Growth hormone attenuates early left ventricular remodeling
and improves cardiac function in rats with large myocardial infarction. Journal of the
American College of Cardiology, v.29, n.5, p.1109-1116, 1997.

35



11. RIBEIRO, H.B. et al. Estudo evolutivo da Morfologia e Fungdo Cardiaca em
ratos submetidos a estenose aortica supravalvar. Arquivos Brasileiro de Cardiologia,
v.81, n.6, p.562-8, 2003.

12. IMANISHI, R. et al. GH suppresses TGF-b- mediated fibrosis and retains cardiac
diastolic function. Molecular and Cellular Endocrinology, v.218, p.137-146, 2004.
13. BRUEL, A.; OXLUND, H. The effect of growth hormone on rat myocardial
collagen. Growth Hormone & IGF Research, v.9, n.2, p.123-130, 1999.

14. CITTADINI, A. et al. Differential Cardiac effects of growth hormone and insulin-
like growth factor 1 in the rat. Circulation, v.93, p.800-809, 1996.

15. DOESSING, S.; KJAER, M. Growth hormone and connective tissue in exercise.
Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports, v.15, p.202-210, 2005.
16. LONGOBARDI, S. et al. Growth hormone (GH) effects on bone and collagen
turnover in healthy adults and its potential as a marker of GH abuse in sports: a
double blind, placebo-controlled study. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, v.85, n.4, p.1505-12, 2000.

17. BOGAZZI, F. et al. Improvement of intrinsic myocardial contractility and cardiac
fibrosis degree in acromegalic patients treated with somatostatin analogues: a
prospective study. Clinical Endocrinology, v.62, p.590-596, 2005.

18. LI, Q. et al. Overexpression of insulin-like growth factor-1 in mice protects from
myocyte death after infarction, attenuating ventricular dilation, wall stress, and
cardiac hypertrophy. Journal of Clinical Investigation, v.100, n.8, p.1991-1999,
1997.

19. COLAO, A. et al. Growth hormone and the heart. Clinical Endocrinology, v.54,
n.2, p.137-154, 2001.

20. CUNEO, R.C. GH and cardiac failure. Journal of Clinical Endocrinology
Metabolism, v.86, n.10, p.4635-4637, 2001.

21. HAYWARD, R.P.; EMANUEL, R.W.; NABARRO, J.D. Acromegalic heart disease:
influence of treatment of the acromegaly on the heart. Quartely Journal of
Medicine, v.62, n.237, p.41-58, 1987.

22. CITTADINI, A. et al. Importance of an intact growth hormone/insulin-like growth
factor 1 axis for normal post-infarction healing: studies in dwarf rats. Endocrinology,
v.142, p.332-338, 2001.

23. BERANEK, J.T. Does growth hormone reduce fibrosis? Cardiovascular
Research, v.43, n.1, p.252-254, 1999.

36



24. RYOKE, T. et al. Progressive cardiac dysfunction and fibrosis in the
cardiomyopathic hamster and effects of GH and angiotensin-converting enzyme
inhibition. Circulation, v.100, p.1734-1743, 1999.

25. COBEA. Principios éticos na experimentacdo animal. http:/ www.cobea.org.br.

26. GONCALVES, G. et al. O Bloqueio do sistema renina-angiotensina atenua a
remodelacdo cardiaca de ratos submetidos a estenose adrtica. Arquivos
Brasileiros de Cardiologia, v.84, p.304-308, 2005.

27. CARVALHO, R.F. et al. Myosin heavy chain expression and atrophy in rat
skeletal muscle during transition from cardiac hypertrophy to heart failure.
International Journal of Experimental Pathology, v.84, n.4 , p.201-206, 2003.

28. LITWIN, S.E. et al. Serial echocardiographic-Doppler assessment of left
ventricular geometry and function in rats with pressure-overload hypertrophy: chronic
angiotensin-converting enzyme inhibition attenuates the transition to heart failure.
Circulation, v.91, p.2642-2654, 1995.

29. DOUGLAS, P.S. et al. Hypertrophic remodeling: gender differences in the early
response to left ventricular pressure overload. Journal of the American College of
Cardiology, v.32, n.4 , p.1118-1125, 1998.

30. ISGAARD, J. et al. Growth hormone improves cardiac function in rats with
experimental myocardial infarction. European Journal of Clinical Investigation,
v.27,n.6, p.517-525, 1997.

31. TIVESTEN, A. et al. Similar cardiovascular effects of growth hormone and insulin-
like growth factor-1 in rats after experimental myocardial infarction. Growth
Hormone & IGF Research, v.11, p.187-195, 2001.

32. GROESBECK, M. D.; PARLOW, A. F. Highly improved precision of the
hypophysectomised female rat body weight gain bioassay for growth hormone by
increased frequency of injections, avoidance of antibody formation, and other simple
modifications. Endocrinology, v.120, n.6, p. 2582-2590, 1987.

33. YANG, R.H. et al. Growth hormone improves heart function in rats with
congestive heart failure. Journal of Heart Failure, v.1, p.793, 1993.

34. IIMOTO, D.S.; COVELL, J. W.; HARPER, E. Increase in cross-linking of type |
and type Il collagens associated with volume-overload hypertrophy. Circulation
Research, v.63, p.399-408, 1998.

35. BREGAGNOLLO, E.A. et al. Efeitos da inibicdo prolongada da enzima de

conversdo da angiotensina sobre as caracteristicas morfolégicas e funcionais da

37



hipertrofia ventricular esquerda em ratos com sobrecarga pressorica persistente.
Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v.84, p.225-232, 2005.

36. BROGLIO, F. et al. Activity of GH/IGF-1 axis in patients with dilated
cardiomiopathy. Clinical Endocrinology, v.50, p.417-430, 1999.

37. KONTOLEON, E. P. et al. Hormonal profile in patients with congestive heart
failure. International Journal of Cardiology, v.87, p. 179-183, 2003

38. OSTERZIEL, K.J. et al. The severity of chronic heart failure due to coronary
artery disease predicts the endocrine effects of short-term growth hormone
administration. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v.85, n.4,
p.1533-1539, 2000.

39. LEE, W. L. et al. Changes of the insulin-like growth factor | system during acute
myocardial infarction: implications on left ventricular remodeling. Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, v.84, n.5, p.1575-1581, 1999.

40. CICOIRA M, Kalra PR, Anker SD. Growth hormone resistance in chronic heart
failure and its therapeutic implications. Journal of the Cardiac Failure, v.9, n.3,
p.219-226, 2003.

41. MICHAEL, J.B. et al. Morphometric analysis of collagen network and plasma
perfused capillary bed in the myocardium of rats during evolution of cardiac
hypertrophy. Basic Research in Cardiology, v.81, p. 142-154, 1986.

42. KHOURI, S. J. et al. A practical approach to the echocardiographic evaluation of
diastolic function. Journal of American Society of Echocardiography, v.17, n.3,
p.290-297,2004.

43. CITTADINI, A. et al. Growth hormone prolongs survival in experimental
postinfarction heart failure. Journal of the American College of Cardiology, v.41,
n.12, p.2154-2163, 2003.

44. ADAMAPOULOS, S. et al. Growth hormone administration reduces circulating
proinflammatory cytokines and soluble Fas/soluble Fas ligand system in patients with
chronic heart failure secondary to idiopathic dilated cardiomyopathy. American Heart
Journal, v.144, n. 2, p. 359-64, 2002.

45. PARISSIS, J.T. et al. Growth hormone-induced reduction of soluble apoptosis
mediators is associated with reverse cardiac remodelling and improvement of
exercise capacity in patients with idiopathic dilated cardiomyopathy. European
Journal of Cardiovascular Prevention & Rehabilitation, v. 12, n. 2, p. 164-68,
2005.

38



46. ADAMAPOULOS S. et al. Effects of growth hormone on circulating cytokine
network, and left ventricular contractile performance and geometry in patients with
idiopathic dilated cardiomyopathy. European Heart Journal, v. 24, n.24, p. 2186-
96, 2003.

47. RANDEVA, H. S. et al. Growth hormone replacement decreases plasma levels of
matrix metalloproteinases (2 and 9) and vascular endothelial growth factor in growth
hormone-deficient individuals. Circulation. v. 109, n.20, p.2405-10, 2004.

48. MATTHEWS, K. G. et al. Cardiac IGF-1 manipulation by growth hormone
following myocardial infarction. Growth Hormone & IGF Research, v. 14, p. 251-
260, 2004.

49. O'DRISCOLL JG, et al. Treatment of end-stage cardiac failure with growth
hormone. Lancet. v.349, n.9058, p.1068, 1997.

50. BOCCHI, E.A. et al. Growth hormone for optimization of refractory heart failure
treatment. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v.73, n.4, p.391-398, 1999.

51. GENTH-ZOTZ S. et al. Recombinant growth hormone therapy in patients with
ischemic cardiomyopathy: effects on hemodynamics, left ventricular function, and
cardiopulmonary exercise capacity. Circulation, v.99, n.1, p.18-21, 1999.

52. FRUSTACI, A. et al. Reversible dilated cardiomyopathy due to growth hormone
deficiency. Chest, v.102, n.1, p.326-327, 1992.

53. SPALLAROSSA, P. et al. Evaluation of growth hormone administration in patients
with chronic heart failure secondary to coronary artery disease. American Journal of
Cardiology, v.84, n.4, p.430-433, 1999.

54. SACCA, L; NAPOLI, R.; CITTADINI, A. Growth hormone, acromegaly, and heart
failure: an intricate triangulation. Clinical Endocrinology, v.59, n.6, p.660-671, 2003.
55. DUERR, R.L. et al. Insulin-like growth factor-1 enhances ventricular
hypertrophy and function during the onset of experimental cardiac failure. Journal of
Clinical Investigation, v.95, n.2, p.619-627, 1995.

56. FAZIO, S. et al. A preliminary study of growth hormone in the treatment of
heart failure in patients with dilated cardiomyopathy. New England Journal of
Medicine, v.334, n.13, p.809-814, 1996.

57. PERROT, A. et al. Growth hormone treatment in dilated cardiomyopathy.
Journal of Cardiovascular Surgery, v.16, n.2, p.127-131, 2001.

39



58. ACEVEDO, M. et al. Administration of growth hormone to patients with
advanced cardiac heart failure: effects upon left ventricular function, exercise
capacity, and neurohormonal status. International Journal of Cardiology, v.87,
n.2/3, p.185-191, 2003.

59. ISGAARD, J. et al. A placebo-controlled study of growth hormone in patients
with congestive heart failure. European Heart Journal , v. 19, n. 11, p. 1704-11,
1998.

60. GIUSTINA, A. et al. Endocrine predictors of acute hemodynamic effects of
growth hormone in congestive heart failure. American Heart Journal, v.137, n.6,
p.1035-1043, 1999.

40



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE ABREVIATURAS
	HISTÓRICO
	CAPÍTULO 1
	Resumo
	Abstract
	1. Introdução
	2. Métodos
	3. Resultados
	4. Discussão
	5. Referências

	CAPÍTULO 2
	Resumo
	Abstract
	1. Introdução
	2. Objetivos
	3. Métodos
	4. Resultados
	5. Discussão
	6. Conclusão
	7. Referências




