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Resumo

Este estudo avaliou a influéncia do hormdnio de crescimento (GH) sobre a morfometria
e a expressdo dos fatores de regulagdo miogénica no musculo estriado esquelético de ratos
com insuficiéncia cardiaca cronica induzida por estenose aodrtica, assim como a dosagem
sérica de IGF-1. Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso corporal inicial de 70 a 80g,
mantidos em gaiolas individuais, a temperatura de 23°C, com ciclos de luminosidade de 12h e
foram alimentados durante todo o periodo experimental com ragéo e agua ad libitum. Para a
indugdo da estenose adrtica, os animais foram submetidos a tricotomia e toracotomia mediana,
apds anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/Kg intramuscular) e cloridrato de xilidino
(10mg/Kg intramuscular). 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 de sua raiz. Quando
apresentaram taquipnéia, que sugere uma disfuncdo ventricular na fase de hipertrofia
compensada, caracterizando o estagio de remodelagao cardiaca, observado em média na 25
semana poés inducdo de estenose aodrtica e submetidos ao ecocardiograma utilizado para o
céalculo do estagio da remodelagcédo cardiaca pela técnica de Fisher. Utilizou-se 21 animais
divididos em trés grupos: Controle (C: n=7), Estenose Adrtica + Placebo (EAo: n=7) e Estenose
Adrtica + Hormonio de Crescimento (EAo+GH: n=7). O GH humano foi administrado por via
subcutdnea na dose de 2 mg/kg/dia, durante 14 dias. Apés o segundo ecocardiograma,
realizado apdés 14 dias de tratamento com GH, os animais foram eutanasiados, pesados e o
sangue foi retirado para a dosagem do IGF-1. Apé6s a retirada e pesagem do musculo séleo,
fragmentos foram congelados em nitrogénio liquido. Cortes histol6gicos com 8 um, obtidos em
criostato a —20 °C, e submetidos a coloracdo HE e Picrosirios-red. Esse material foi utilizado
para o calculo na area das fibras, e andlise da distribuicdo do coldgeno. A avaliacdao da
expressado génica dos fatores de regulagédo miogénica (MRFs) Miogenina e MyoD foi realizada
pela Reagdo em Cadeia da Polimerase apds Transcricao Reversa (RT - PCR). O peso dos
animais foi semelhante entre os grupos estudados. A razdo do peso do musculo s6leo/PC
apresentou-se igual em todos os grupos. A area das fibras do mdasculo séleo foi
significativamente menor no grupo EAo em relagdo ao C. No grupo EAo+GH observou-se
aumento significativo na area das fibras em relacdo ao grupo EAo, ndo encontrada entre os
grupos C e EAo+GH. Os indices de fibrose foram significativamente maiores no grupo EAo,
tratados ou nao com GH, em relacdo ao C. No grupo EAo+GH houve reducao significativa de
(20,9%) da fibrose no musculo em relagdo ao grupo EAo. Os niveis de IGF-1 no soro
mostraram-se diminuidos no grupo EAo quando comparados ao grupo C. A expressao génica
da miogenina foi semelhante entre os grupos estudados, porém a expressao génica da MyoD
aumentou significativamente no grupo EAo+GH em relacdo ao EAo, nao sendo significativo
guando comparado ao grupo C. Na insuficiéncia cardiaca a redugéo da expresséo do fator de
regulacdo miogéncia e MyoD é acompanhada da atrofia do musculo séleo e fibrose muscular.

O GH promoveu a hipertrofia do musculo séleo, diminui¢cdo da fibrose e aumento da expressao



da MyoD em ratos com insuficiéncia cardiaca crénica. Os resultados mostram que o GH pode

ser uma proposta de terapia coadjuvante para portadores de insuficiéncia cardiaca.



Abstract

This study evaluated the effect of growth hormone on the morphometry and myogenic
regulatory factor expression in skeletal muscle of rats with aortic stenosis induced chronic heart
failure, and determined serum IGF-1 levels. Male 70 to 80g Wistar rats were kept in individual
cages at 23°C, with 12h light dark cycles, and were fed food and water ad libitum throughout the
experimental period. For aortic stenosis, animals underwent thoracotomy and median
trichotomy after anesthesia with ketamine hydrochloride (50mg/kg IM) and xylidine
hydrochloride (10mg/Kg IM). The ascending aorta was then dissected and a 0.6mm internal
diameter silver clip was placed approximately 3mm from its root.

When rats presented tachypnea, suggesting ventricular dysfunction at the compensated
hypertrophy stage, characterizing the cardiac remodeling stage, which was on average 25
weeks after aortic stenosis induction, they were submitted to echocardiogram to calculate
cardiac remodeling stage by the Fisher technique.

Twenty one animals were divided into three groups: C - control (n=7), EAo - aortic
stenosis + placebo (n=7), and GH - aortic stenosis + growth hormone (n=7). Human GH was
administered subcutaneously at 2mg/kg/day for 14 days. After a second echocardiogram,
performed after 14 days of GH treatment, rats were sacrificed and weighed. Blood was
withdrawn for IGF-1 determination. Soleus muscles were removed and weighed, and fragments
frozen in liquid nitrogen. Histological sections (8um), obtained in a cryostat at -20°C were
stained with HE and Picrosirius-red. This material was used to calculate muscle fiber area and
analyze collagen distribution in muscle. Myogenic regulatory factors Myogenin and MyoD gene
expression was determined by semi-quantitative RT-PCR.

Animal body weights were similar between groups. Sol weight/body weight was similar
between groups. Soleus muscle fiber area was significantly lower in EAo than C. Soleus muscle
fiber area in EAo+GH was significant higher than EAo. Fibrosis was significantly higher in EAo,
treated or not with GH, in relation to C. There was significant reduction in fibrosis (20.9%) in
EAo0+GH compared to EAo. Serum IGF-1 levels decreased in EAo compared to C.

Myogenin mRNA levels were similar between groups, but MyoD mRNA significantly
increased in EAo+GH in relation to EAo; this was not significant when compared to C. Reduced
MyoD mRNA expression in heart failure was accompanied by soleus atrophy and muscular
fibrosis. GH promoted soleus muscle hypertrophy, decreased fibrosis, and increased MyoD
mRNA expression in rats with chronic heart failure. These results show a potential role for GH in

coadjuvant therapy for individuals with heart failure.



| - Introducao

Desenvolvimento Embrionario do Musculo Esquelético

A maioria dos musculos esqueléticos de aves e mamiferos com excecao
de alguns musculos craniofaciais e esofagicos sdao formados a partir dos
somitos; condensacoes transitérias do mesoderma paraxial originadas em cada
lado do tudo neural do embrido (revisados em Summerbell & Rigby, 2000;
Pourquie, 2001; Pownall, et al., 2002). Os somitos diferenciam-se ao longo do
eixo dorso-ventral do embrido e originam o dermomiétomo localizado
dorsalmente, e o esclerotomo localizado ventralmente (Figura 1). O
dermomiétomo origina a derme e a musculatura esquelética dos membros e
tronco, enquanto que o esclerétomo origina a cartilagem e os ossos das
vértebras e costelas.

A porcao epaxial do dermomidétomo origina a musculatura profunda do
dorso, a partir de células progenitoras da borda medial dorsal (BMD) que
migram profundamente do dermomiétomo, saem do ciclo celular, se alongam e
diferenciam-se em fibras musculares (Christ & Ordahl, 1995; Amthor, et al.,
1999) (Figura 1). Um padrdo similar de eventos induz a formacao da borda
lateral ventral (BLV) para estabelecer o dermomiétomo hipoaxial nao
migratério, o qual originara a musculatura lateral do tronco. Algumas células da
BLV se separam do dermomidétomo e migram ventralmente para regides de
desenvolvimento dos musculos esqueléticos da parede ventral do corpo, da
lingua, dos membros e do diafragma.

A regulacdo do processo de formacdo dos musculos esqueléticos
envolve a apropriada ativacao, proliferacao e diferenciacdo de varias linhagens
de células miogénicas e depende da expressdo e atividade de fatores

transcricionais, conhecidos como fatores de regulagédo miogénica.
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Figura 1. Origem embriondria dos musculos do tronco e dos membros. O mesoderma paraxial
pré-somitico esta localizado em cada lado da notocorda. A segmentacdo do mesoderma
paraxial em somitos ocorre ao longo do eixo dorso-ventral e em uma direcao cefalica — caudal
do embrido. Em resposta a sinais da notocorda e do tubo neural, os somitos se diferenciam e
subdividem-se para originar o dermomiétomo e o esclerétomo. Células da borda medial dorsal
(BMD) do dermomidétomo migram profundamente do dermomiétomo para formar o
dermomiétomo epaxial. Um evento semelhante ocorre na borda lateral ventral (BLV) do
dermomi6tomo, para a formagéo do dermomiétomo hipoaxial. Algumas células da BLV se
separam do dermomiétomo e migram para regides de desenvolvimento dos musculos da
parede ventral do corpo, da lingua, dos membros e do diafragma (células hipoaxiais migrantes)
(adaptado de Parker, et al., 2003).

Fatores de Regulacao Miogénica

Durante o desenvolvimento embrionario, o comprometimento das células
somiticas do mesoderma com a linhagem miogénica depende inicialmente de
sinais positivos [Wnts, Sonic hedgehog (Shh), Noggin] ou negativos (BMP4)
oriundos de tecidos circundantes, tais como a notocorda e o tubo neural
(revisado em Chargé & Rudnicki, 2004). Esses sinais irdo ativar os genes



capazes de transformar células ndo musculares em células com um fenétipo
muscular.

Os genes responsaveis por essa transformacao sao membros da familia
dos fatores transcricionais “basic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte
a MyoD, Miogenina, Myf5 e o MRF4; coletivamente chamados de fatores de
regulacao miogénica (do inglés, myogenic regulatory factors ou MRFs). Os
MRFs compartilham um dominio homélogo bHLH, que é necessario para a
ligacdo com o DNA e para a dimerizagao com fatores transcricionais da familia
da proteina E. Os heterodimeros MRF-proteina E e os monémeros de MRFs
ligam-se a sequéncias de DNA (5-CANNTG-3"), conhecidas como Ebox,
presentes na regido promotora de varios genes musculo — especificos, levando

a expressao dos mesmos (Murre, et al., 1989; Lassar, et al., 1991) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura cristalografica do complexo formado pelo dimero do fator transcricional da
familia “basic Helix-Loop-Helix” (bHLH) MyoD e o DNA (adaptado de Ma, et al., 1994).

Assim como os MRFs, a familia de fatores transcricionais MEF2 (do
inglés, myocyte enhancer factor-2) também esta envolvida na ativacdo de
genes musculo - especificos (revisado em Naya & Olson, 1999). Os MEF2 sao
expressos em muitos tecidos, mas é apenas durante o desenvolvimento dos
musculos cardiaco, liso e estriado que esses fatores ativam a transcricao
(Naya, et al., 1999). Estudos demonstram uma acao interdependente entre a
familia MEF2 e os MRFs no controle da diferenciagdo do musculo esquelético
(Novitch, et al., 1996; Novitch, et al., 1999; Ridgeway, et al., 2000)
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Na diferenciagdo do musculo esquelético, o comprometimento das
células somiticas do mesoderma com a linhagem miogénica € marcado pela
expressdao dos MRFs Myf5 e MyoD (Figura 3). Isso é demonstrado pela total
auséncia de tecido muscular em camundongos duplo Knockout MyoD:Myf5 e
pela observacdo de que, nesses animais, as supostas células progenitoras
musculares permanecem multipotentes e contribuem para tecidos néao
musculares do tronco e dos membros desses camundongos (Rudnicki, et al.,
1993; Kablar, et al 1998; Palmer & Rudnicki, 2001). As células da linhagem
miogénica em proliferacdo, positivas para Myf5 e/ou MyoD, sao entédo
denominadas de mioblastos (Megeney & Rudnicki, 1995).

Embora a MyoD e o Myf5 definam a identidade dos mioblastos, as
células precursoras somiticas devem ser “pré-comprometidas” com a linhagem
miogénica antes da expressdo dos MRFs. No embrido, esse “pré-
comprometimento” é realizado pelo fator transcricional Pax3, da familia Pax (do
inglés, paired-box), o qual € expresso em células do mesoderma pré-somitico e
dos primeiros somitos epiteliais (Goulding, et al., 1994; Williams & Ordahl,
1994). Ja no dermomid6tomo, as células precursoras, que apresentam
expressdo de Pax3 induzida por sinais secretados pelo mesoderma da placa
lateral e pelo ectoderma superficial, sdo mantidas como uma populacdo nao
diferenciada e em proliferagao; contribuindo assim para a expansao das células
da linhagem miogénica (Amthor, et al., 1999) (Figura 3).

Os mioblastos que saem do ciclo celular, positivos para Myf5 e MyoD,
tornam-se miocitos diferenciados e iniciam a expressdo dos MRFs miogenina e
MRF4, os quais regulam a diferenciagdao dessas células em fibras musculares
(Figura 3) (Megeney & Rudnicki, 1995). Embrides deficientes em miogenina
morrem no periodo perinatal devido a deficiéncia na diferenciagdo dos midcitos,
evidenciada pela quase total auséncia de fibras musculares nesses mutantes
(Hasty, et al, 1993; Nabeshina, et al., 1993). Similarmente, camundongos
deficientes em MRF4 demonstram uma série de fendtipos consistentes com
seu papel na diferenciacdo dos miécitos durante a miogénese (Patapoutian, et
al., 1995; Rawls, et al., 1995; Yoon, et al., 1997).

Finalmente, no processo de miogénese, os midcitos mononucleados se

fundem para formar os miotubos (Figura 3) e, no animal adulto, o musculo
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esquelético torna-se um tecido estavel, caracterizado por fibras musculares

multinucleadas (Decary, et al., 1997; Schmalbruch & Lewis, 2000).

Whnis
Shh
Noggin
i ] Mioblasto Midcito Miotubos
Célula
somitica — — ./_‘.'7 — . <E':> —*
mesodermal @ 7
(- ]T MyoDMyf5 Miogenina’MRF4
BMP4 Pax3
Célula
precursora

Figura 3. Células somiticas mesodermais recebem sinais de tecidos circundantes os quais
podem induzir [Wnts, Sonic hedgehog (Shh), Noggin] ou inibir (BMP4) a expresséo de Myf5 e
MyoD. A expressao de Pax3 nas células precursoras contribui para a expansao das células
miogénicas. Apds a indugdo de Myf5 e/ou MyoD, as células somiticas mesodermais séo
comprometidas com a linhagem miogénica (mioblastos). A expressdo de miogenina e MRF4
induz a diferenciagdo dos mioblastos em midcitos. Posteriormente, os midcitos se fundem para

originar os miotubos (Amthor, et al., 1999).

Eventos celulares na formacao dos Musculos Esqueléticos

A formagdo dos musculos dos membros e do diafragma envolve pelo
menos duas populagcdes de mioblastos, os primarios e 0s secundarios
(Hauschka, 1994) (Figura 4). A caracterizagao in vitro dessas duas populacdes
de células demonstra uma distincdo quanto a morfologia dos clones e as
necessidades de meio de cultura (White, et al., 1975, Rutz, et al., 1982; Seed &
Hauschka, 1994). Além disso, ha uma diferenca na expressdo das isoformas
de cadeia pesada de miosina entre essas duas populacdes de células,
sugerindo que os mioblastos primarios sdo destinados a originar fibras lentas,
enquanto que os secundarios sao destinados a originar fibras rapidas (para
uma revisdo, Stockdale, 1992). Entretanto, experimentos demonstram a
importancia de outros fatores, como a inervacao, na determinacéo dos tipos de
fibras musculares (Hughes & Blau, 1992; Pin & Merrifield, 1997).

A formacédo dos miotubos a partir dos mioblastos ocorre a partir de dois
eventos distintos temporalmente (Figura 4). Inicialmente, ocorre a formacgao

dos miotubos primarios, 0os quais apresentam nucleos localizados na regiao
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central, e miofibrilas, na regido periférica do sarcoplasma (Kelly & Zacks, 1969;
Ontell & Kozeka, 1984). Esses miotubos fornecem um suporte (andaime) para
a posterior formacao dos miotubos secundarios a partir da proliferacéo e fusao
de mioblastos adjacentes aos miotubos primarios (Ontell & Kozeka, 1984; Ross
et al., 1987). Posteriormente, ocorre a separacao dos miotubos primarios e
secundarios e a diferenciacdo em fibras primarias e secundarias; os nucleos
migram para a regiao periférica e as miofibrilas passam a ocupar todo o
sarcoplasma (Ontell & Kozeka, 1984; Ross, et al., 1987).

Durante o processo da miogénese, uma distinta populacdo de
mioblastos ndo se diferencia e permanece quiescente entre a membrana
plasmatica da fibra muscular em desenvolvimento e a lamina basal, sendo
denominados de células satélites ou mioblastos indiferenciados (Mauro, 1961).
As células satélites sdo as responsaveis pela regeneracdo e crescimento pos-
natal do musculo esquelético (para uma revisdo, Chargé & Rudnicki, 2004)
(Figura 4).

13
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Figura 4. Formacdo das fibras musculares estriadas. As células precursoras originam
diferentes populagdes de mioblastos (a,b e c). Alguns mioblastos (a) se alinham e fundem-se
formando os miotubos primarios, que apresentam nucleos na regido central e, iniciam a sintese
de miofibrilas que ocupam a regido periférica no sarcoplasma do miotubo. Os miotubos
primérios fornecem o suporte para a subsequente formagao dos miotubos secundérios, a partir
de outra populacdo de mioblastos (c). Posteriormente ocorre a separagdo dos miotubos
primarios e secundarios e a diferenciacdo em fibras primarias e secundarias. Os ndcleos das
fibras migram para a regido periférica da fibra e as miofibrilas passam a ocupar todo o
sarcoplasma. Alguns mioblastos (b), denominados de células satélites, ndo se fundem e
permanecem quiescentes entre a membrana plasmatica da fibra e a lamina basal (Dal Pai-Silva
et al.,, 2005).

Caracteristicas das Fibras Musculares Esqueléticas Adultas

Os primeiros estudos envolvendo o tecido muscular classificavam os
musculos em “vermelhos” ou “brancos” (Ranvier, 1873). A cor vermelha esta
relacionada com a presenca do pigmento mioglobina e com o grau de
vascularizacdo do musculo. Com a utilizacdo de técnicas histoquimicas,
observou-se que a maioria dos musculos estriados dos mamiferos é constituida
por uma populagdo heterogénea de fibras, que apresentam caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas distintas (Dubowitz & Pearse, 1960).
Inicialmente, as fibras musculares foram classificadas em vermelhas,
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intermediarias e brancas (Ogata, 1958). Posteriormente, trés tipos principais de
fibras musculares foram descritas, sendo denominadas de fibras dos tipos |, lIA
e 1IB, de acordo com o padrao de reagdo para a atividade da ATPase da
porcdo globular da cadeia pesada da miosina (ATPase miofibrilar ou m-
ATPase) (Brooke & Kaiser, 1970).

A molécula de miosina é um hexadmero formado por duas cadeias
pesadas de miosina (do inglés, myosin heavy chain ou MHC), enroladas em «-
hélice, e quatro cadeias leves de miosina (do inglés, myosin light chain ou
MLC) (Lowey, et al., 1969; Weeds & Lowey, 1971; Elliot & Offer, 1978; Warrick
& Spudich, 1987). Cada cadeia pesada pode ser separada em duas porcoes:
meromiosina leve, em forma de bastdo, e meromiosina pesada, conhecida
como por¢cao globosa da miosina, a qual apresenta o sitio de ligagcdo com a
actina e a regiao capaz de ligar-se a molécula de ATP e hidrolisa-la (atividade
ATPasica) (Huxley, 1969; Lowey, et al., 1969) (Figura 5).

Sitio de ligagao com a actina —_,

Sitio de ligagdo com o ATP —*

Cadeia leve essencial / f =
Cadeia leve reguladora ”

Figura 5. Esquema da molécula de miosina da classe Il. Cada molécula de miosina é
composta por duas cadeias pesadas de miosina (MHC) e quatro cadeias leves de miosina
(MLC). As MHC podem ser clivadas e gerar as meromiosina leves (LMM) e meromiosina
pesadas (HMM). As HMM sao compostas pela porgcao globosa S1 e pela por¢éo o hélice em
forma de bastao, S2. As MLC estao dispostas na proporcao de duas cadeias (uma essencial e

uma reguladora) para cada subfragmento S1 (Dal Pai-Silva, et al., 2005).
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Ashmore & Doerr (1971), utilizando a combinacdo das reacdes
histoquimicas para deteccdo da atividade das enzimas m-ATPase e succinato
desidrogenase (SDH), classificaram as fibras musculares como BRed, aRed e
aWhite. Posteriormente, Peter, et al., (1972), classificaram as fibras musculares
em SO (slow oxidative), FOG (Fast oxidative glycolytic) e FG (Fast glycolytic),
baseando-se na combinagdo das reagdes histoquimicas e na deteccao da
atividade das enzimas m-ATPase e NADH tetrazdlio redutase (NADH-TR).

Estudos mais recentes, envolvendo a microdissec¢cao de fibras e,
associando a reacao histoquimica m-ATPase com a técnica da eletroforese,
possibilitaram a separacdo de quatro isoformas de cadeia pesada de miosina
(MHC) presentes nas fibras musculares: fibras do tipo I, com MHCI, fibras do
tipo 1A, com MHC lla, fibras do tipo IIB, com MHC IIb e fibras do tipo IID com
MHC lld (Termin, et al., 1989). A MHCIId est4 presente nos musculos de
pequenos mamiferos e possui uma velocidade de contracao intermediaria entre
as MHClla e MHCIlb (Hilber, et al, 1999). As fibras [ID apresentam
caracteristicas histoquimicas e bioquimicas similares as fibras 2X descritas em
ratos (Larsson et al.,, 1991), camundongos e coelhos (Hamalainen & Pette,
1993), sendo também denominadas de fibras IID/IIX (para uma revisdo ver
Scott, et al., 2001). Baseado em varios tipos de evidéncias e na andlise de
sequéncias de DNA, a MHC originalmente identificada em humanos como
MHCIIb é na verdade homéloga a MHCIId/lIx presente nas fibras IID/IIX de
pequenos mamiferos (Pette & Staron, 1997). Portanto, os humanos expressam
as seguintes isoformas de MHC (da mais lenta para a mais rapida): MHCI,
MHClla e MHCIIx/d (Staron, 1997); e ndo expressam a mais rapida isoforma de
todas as MHC, a MHCIIb (Hilber, et al., 1999).

As fibras do tipo I, 1lA, 1ID/X e 1IB séo classificadas como fibras puras
(Pette & Staron, 1997; Staron, et al., 1999). Porém, além das fibras puras, que
expressam apenas um tipo de RNA mensageiro para a MHC, ha fibras que co-
expressam diferentes genes para a MHC (Biral, et al.,, 1988; Aigner, et al.,
1993; Schiaffino & Reggiani, 1994; Caiozzo, et al., 2003). Essas fibras sao
classificadas de acordo com o tipo de MHC predominante: (IC=MHCI>MHClIa,
[IC=MHClla>MHCI, [IAD=MHClla>MHCIId, [IBD=MHCIlIb>MHCIId), sendo
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denominadas de fibras hibridas ou polimérficas (Staron & Pette, 1993; Di
Maso, et al., 2000).

A velocidade de contracdo de uma fibra muscular esta diretamente
relacionada com o tipo de MHC (revisado em Talmadge, et al., 1993). A MHC
capaz de rapida hidrolise do ATP é caracteristica das fibras do tipo Il, que sao
fiboras de contracdo rapida. J& a MHC de baixa atividade ATPasica €
encontrada nas fibras do tipo |, de contracao lenta (Kelly & Rubinstein, 1994).

A identificagdo das caracteristicas contrateis das fibras musculares é
importante, pois como 0s musculos sdo compostos por varios tipos de fibras
musculares, suas propriedades refletem a soma das caracteristicas das fibras
que o constituem. Isso é possivel na estrutura da matriz extracelular do
musculo esquelético que permite a combinacdo das forcas geradas pela
contracdo de varias fibras musculares, a qual é transformada em movimento
via jungbes miotendinosas, onde as fibras musculares se aderem ao esqueleto

pelos tenddes (revisado em Kjaer, 2004).

Matriz extracelular do musculo esquelético

As fibras musculares estdo envoltas por uma matriz extracelular rica em
carboidratos e proteinas, que constituem o tecido conjuntivo do musculo;
organizado em trés bainhas: epimisio, que circunda todo o musculo; perimisio,
que divide o musculo em fasciculos e endomisio, que circunda cada fibra

muscular (para uma revisao ver Sanes, 2003 e Kjaer, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura da matriz extracelular do musculo esquelético. Musculo semitendinoso
bovino apds remocdo das proteinas das fibras musculares (microscopia eletrbnica de
varredura). A: Epimisio (EP), B: Perimisio (P) e Endomisio (E). C: Detalhe do endomisio
circundando uma fibra muscular esquelética. (adaptado de Kjaer, 2004)

Estudos de microscopia Optica revelaram inicialmente que cada fibra
muscular estd envolvida por um delicado tubo, denominado sarcolema,
formado por 3 componentes: fibrilas reticulares, que seguem um curso em
espiral ao redor da fibra (Borg & Caulfield, 1980), membrana basal (Zacks et
al., 1973; Borg & Caulfield, 1980) e membrana plasmatica da fibra muscular. A
membrana basal é formada por duas discretas camadas: a lamina reticular e a
lamina basal (Mauro & Adams, 1961). Posteriormente, estudos de microscopia
eletrdbnica demonstraram que a lamina basal é ainda subdividida em lamina
densa (10 a 15 nm de espessura) e lamina rara (2 a 5 nm de espessura),
adjacente a membrana plasmatica (Inoue, 1989). Os principais componentes
da membrana basal sdo: laminina, fibronectina, entactina, heparam sulfato e os
colagenos dos tipos I, lll, IV, V e VI (Duance, et al., 1977; Duance, et al., 1980;
Walsh, et al., 1981; Foidart, et al., 1981; Sanes, 1982; Stephens, et al., 1982;
Bayne, et al., 1984; Linsenmayer, et al., 1986; Eldridge, et al., 1986; Lehto, et
al., 1988). Na superficie externa da membrana plasmatica, observa-se uma
camada de glicoproteinas, o glicocalix, que se continua com a lamina basal.

Poucas moléculas tém sido localizadas no epimisio e no perimisio
(Bailey & Sims, 1977; Duance, et al., 1977; Duance, et al., 1980; Foidart, et al.,
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1981; Sanes, 1982; Stephens, et al., 1982; Linsenmayer, et al., 1986; Lehto, et
al., 1988; Light & Champion, 1984). A fibronectina esta presente em ambas
camadas, bem como os colagenos dos tipos V e VI. O colageno do tipo | esta
concentrado no epimisio e o colageno do tipo Il no perimisio, ambos presentes
em concentracbes maiores no epi - e perimisio que no endomisio. Laminina e
colageno IV estdo presentes no local de contato da lamina basal com o

perimisio, mas ausentes no perimisio e endomisio propriamente ditos.

Plasticidade do Musculo Esquelético

O musculo esquelético possui uma alta plasticidade, podendo alterar sua
matriz extracelular e as caracteristicas morfolégicas, metabdlicas, contrateis e
funcionais de suas fibras musculares em diversas patologias. A insuficiéncia
cardiaca é uma dessas condicbes patolégicas que induz adaptacdes
qualitativas e quantitativas nas propriedades do musculo esquelético.

Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) constitui uma importante patologia devido a
gravidade de suas manifestacbes e a sua prevaléncia. Dados obtidos nos
Estados Unidos e na Europa mostram que a incidéncia média de IC éde 1 a5
casos por 1000 habitantes/ano, e sua prevaléncia é de aproximadamente 1% a
2% da populacao (Givertz, et al., 2005). No Brasil, conforme dados publicados
pelo Ministério da Saude, a IC encontra-se entre as principais causas de
internacao do Sistema Unico de Satde (Albanesi Filho, 2005).

A IC é um estado fisiopatolégico no qual o coracao é incapaz de
bombear sangue de acordo com as necessidades metabdlicas teciduais, ou
pode fazé-lo adequadamente as custas da elevacédo da pressao de enchimento
ventricular (Givertz, et al., 2005). De acordo com Cohn, (1988), a IC é uma
sindrome clinica associada a disfuncao cardiaca, diminuicao da expectativa de
vida e intolerdncia aos exercicios fisicos. Essa intolerdncia aos exercicios
fisicos, bem como a reducdo da atividade locomotora, estdo associados aos
principais sintomas dos pacientes com IC: a fadiga e a fraqueza muscular
(Wilson, et al., 1993; Poole-Wilson & Ferrari, 1996; Wilson, 1996; Bigard, et al.,
1998).
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Alteracoes nas Fibras do Musculo Esquelético na IC

Embora varios fatores tenham sido descritos como responsaveis pelo
desenvolvimento de fadiga e fraqueza muscular, a sua etiopatogenia ainda néao
estda completamente esclarecida. Esse fendmeno é decorrente, em parte, da
mudanca no metabolismo de oxidativo para glicolitico (Bernocchi, et al., 1996)
e da presenca de alteracdes nos tipos de fibras musculares (Lipkin, et al., 1988;
Sullivan, et al., 1990; Mancini, et al., 1992; De Sousa, et al., 2000; Carvalho, et
al., 2003). A IC induz a expressao da isoforma de cadeia pesada de miosina
(MHC) em diregao a isoforma rapida (Simonini, et al. 1996; Bigard, et al., 1998;
Vescovo, et al., 1998; Carvalho, et al., 2003), a qual esta relacionada com a
severidade da IC (Vescovo, et al., 1996; Spangenburg, et al.,, 2002). Dados do
nosso laboratério também demonstraram mudancas na composicao das
isoformas da miosina e na proporcao dos tipos de fibras durante a transicao de
hipertrofia ventricular para IC (Carvalho, et al., 2003).

Mecanismos Responsaveis pelas Mudancas dos Tipos de Fibras
Musculares na Insuficiéncia Cardiaca

Os mecanismos responsaveis pelas alteracbes na composicao das
isoformas da miosina no musculo esquelético na IC nao estdo completamente
definidos. E provavel que os fatores de transcricdo pertencentes & familia
“pasic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 e
o MRF4, conhecidos como fatores de regulacdo miogénica, sejam
responsaveis pelas mudangas nos tipos de fibras. Como descrito
anteriormente, na miogénese, esses fatores transcricionais musculo-
especificos regulam a ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
miogénicas. A MyoD e a Myf5 sdo expressos em mioblastos na fase de
proliferacdo, que antecede a de diferenciacdo, enquanto que a Miogenina e o
MRF4 sao expressos em células no final da fase de diferenciacao (Megeney &
Rudnicki, 1995). Esses fatores ligam-se a sequéncias de DNA (5°-CANNTG-
3"), conhecidas como Ebox, presentes na regido promotora de varios genes
musculo—especificos, levando a expressao dos mesmos (Murre, et al., 1989;
Lassar, et al.,, 1991).
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Na fibra muscular adulta, a Miogenina e a MyoD também podem estar
envolvidas na manutencdo do seu fendtipo, rapido ou lento; a Miogenina é
expressa em niveis superiores aos da MyoD em musculos lentos, enquanto
gue o oposto é verdadeiro para masculos rapidos (Hughes, et al., 1993; Voytik,
et al.,, 1993). Similarmente, a MyoD é associada a expressao das isoformas
rapidas de miosina de cadeia pesada dos tipos IIX e 1IB (Hughes et al., 1993;
Hughes, et al., 1997, Mozdziak, et al., 1998; Mozdziak, et al., 1999, Seward, et
al., 2001). Como na IC existe uma transicao das isoformas de miosina de lenta
para rapida, é provavel que essa alteracao seja decorrente de uma mudanca
na expressao dos fatores de regulacao miogénica, MyoD e miogenina.

Ha poucas informacdes na literatura a respeito do papel dos fatores de
regulacao miogénica na transicao das isoformas de cadeia pesada de miosina
que ocorre nos portadores de insuficiéncia cardiaca. A primeira hipétese deste
trabalho é que a transicdo das isoformas de cadeia pesada de miosina, de
lenta para rapida, que existe na IC, é devida as mudancas na expressao dos
fatores de regulacao miogénica.

Alteracoes da Matriz Extracelular do Musculo Esquelético na IC

Outro fator responsabilizado pelo desenvolvimento de fadiga e fraqueza
muscular na IC é a presenca de atrofia da musculatura esquelética, observada
em diferentes modelos animais (Simonini, et al., 1996; De Souza, et al., 2000;
Vescovo, et al, 1998; Dalla Libera, et al, 1999; Carvalho, et al, 2003;
Carvalho, et al., 2005) e em pacientes com essa sindrome (Mancini, et al.,
1992; Harrington, et al., 1997; Toth, et al., 1997; Poehlman, 1999; Anker, et al.,
2003). A atrofia da musculatura esquelética na IC é acompanhada por
alteracées na matriz extracelular adjacente as fibras musculares e envolve,
principalmente, apoptose de células intersticiais (Vescovo, et al., 1998; Dalla
Libera, et al., 1999; Vescovo, et al., 2000), aumento no conteudo de colageno
(Filippatos, et al., 2003) e da atividade de metaloproteinases (MMPs) (Schiotz
Thorud, et al., 2005). Porém, tem sido aventado que, no musculo esquelético, a
apoptose mionuclear pode nao resultar em imediata morte da fibra muscular,
pois a proliferacdo de células satélites poderia contrabalancear a morte dos
nacleos e disfarcar a perda de massa muscular (Vescovo, et al., 1998).
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Células-satélites sdo mioblastos quiescentes localizados entre a lamina basal
e 0 sarcolema da fibra muscular (Isgaard, et al., 1999). Geralmente, sao
inativas no adulto, mas sdo capazes de proliferar e se diferenciar para a
reposicao de nucleos nas fibras musculares nos processos de degeneracao,
bem como contribuir para o crescimento muscular (Mauro, 1961; Maison, et al.,
2003).

Varios fatores estdo envolvidos com recrutamento de células-satélite,
dentre eles o horménio de crescimento (GH) e o fator de crescimento
semelhante a insulina-I (IGF-1) ou somatomedina C (Adams, et al., 1999).

Alteracao Neurohormonal

Alteracao no eixo GH/IGF-1 podem ter papel na miopatia associada a
insuficiénia cardiaca. O GH é secretado na pituitaria anterior; seus principais
efeitos metabdlico sdo mediados pela ativacdo de somatomedinas,
principalmente o IGF-1. Recentes estudos tém identificado o IGF-1 como um
importante regulador de vias anabdlicas e do crescimento muscular (Schulze,
2005). Na insuficiéncia cardiaca crbnica, parece haver um estado de
resisténcia ao GH, caracterizado por aumento de sua concentracdo e reducao
nos niveis de IGF-1(Niebauer, et al, 1998). Pacientes com insuficiéncia
cardiaca e deficiéncia de IGF-1 apresentam reducao na area seccional da fibra
e da forca muscular quando comparados a doentes sem insuficiéncia cardiaca
e niveis normais de IGF-1 (Niebauer, et al., 1998). Em ratos com insuficiéncia
cardiaca, a administracao de altas doses de GH promoveu a normalizacao da
forca e massa muscular, bem como, a diminuicao dos niveis séricos de TNF-
alfa e de apoptose em musculos esqueléticos (Dalla Libera, et al., 2004).
Apesar destes estudos realizados, ndo esta bem esclarecido qual o papel do
GH na manutencdo da massa muscular na IC. A hip6tese do nosso trabalho é
que a administracdo de GH em ratos com IC pode levar a mudanca no padrao
de expressao dos fatores que controlam o fenétipo muscular, prevenindo as

alteragbes no musculo esquelético.
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Il - OBJETIVO

Avaliar o efeito do GH sobre a morfometria e a expressdao dos fatores de
regulacdo miogénica no mauasculo estriado esquelético de ratos com

insuficiéncia cardiaca cronica.
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Il - METODOLOGIA

Animais e Protocolo Experimental

Esse estudo foi realizado no Laboratério Experimental do Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), e no
Laboratério de Biologia do Musculo Estriado do Departamento de Morfologia,
Instituto de Biociéncias (IB), UNESP.

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 3 semanas e peso corporal
de 70 a 80g, 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 e foram alimentados durante todo o periodo
experimental com ragédo Labina e agua ad libitum. O protocolo experimental foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Inducao da Insuficiéncia Cardiaca por EAo

Para a inducédo da estenose aédrtica (EA0), cerca de 35 ratos foram
submetidos a tricotomia e toracotomia mediana, apdés anestesia com cloridrato
de cetamina (50 mg/Kg intramuscular) e cloridrato de xilidino (10 mg/Kg
intramuscular). A seguir, a aorta ascendente foi dissecada e um clipe de prata,
com 0,6 mm de didmetro interno, e colocado a aproximadamente 3 mm de sua
raiz. Durante a cirurgia, os ratos receberam ventilacdo manual a pressao
positiva e 1 ml de soro fisiolégico aquecido, intraperitonealmente (Figura 7). Os
animais foram mantidos em gaiolas, com quatro ratos cada, a temperatura de
23°C e com ciclos de luminosidade de 12h, no Biotério do Laboratério
Experimental do Departamento de Clinica Médica — FMB — UNESP — Botucatu.
Os ratos receberam racéo e agua ad libitum (Gongalves, et al., 2005; Carvalho,
et al., 2003).
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Clipe Prata

Figura 7. Cirurgia para a indugdo da Estenose Adrtica (Gongalves, et al., 2005; Carvalho, et al.,
2003).

Avaliacao Estrutural e Funcional do Coracao pelo
Ecocardiograma (ECO)

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg),
administrados por via intraperitoneal, quando apresentaram taquipnéia, que
sugere uma disfuncdo ventricular na fase de hipertrofia compensada,
caracterizando o estagio de remodelacao cardiaca, que foi observado em
média na 25 semana pdés inducdo de estenose aodrtica. Apds tricotomia da
regiao anterior do térax, os 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 eletrénico de 7,5 MHz. Para
avaliar as medidas estruturais do coracdo foram obtidas imagens em modo
monodimensional (modo-M) orientado pelas imagens em modo bidimensional,
estando o transdutor em posicdo para-esternal eixo menor. A avaliagcdo 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 (Isgaard,
et al., 1997; Tivesten, et al., 2001). 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

25



valores das medidas das estruturas cardiacas representam a média aritmética
de pelo menos 5 ciclos cardiacos consecutivos. O didmetro diastélico (DDVE) e
sistélico (DSVE) do VE foi medido no momento do ciclo cardiaco em que seu
valor maximo e minimo, respectivamente. As espessuras diastolicas e
sistolicas da parede posterior (EDPP e ESPP) e do septo interventricular
(EDSIV e ESSIV) foram medidas no momento em que a cavidade ventricular
esquerda apresentava didmetro maximo e minimo, respectivamente. A medida
da raiz da aorta (AO) foi realizada no instante imediatamente anterior a
abertura da valva aodrtica. O atrio esquerdo (AE) foi medido no momento em
que seu diametro era maximo. A fungéo sistolica do ventriculo esquerdo (VE)
foi avaliada pela porcentagem de encurtamento sistdlico (diametro diastélico
/diametro sistélico)/didametro diastélico) e pela velocidade de encurtamento da
parede posterior do ventriculo esquerdo. A funcéo diastélica do VE foi avaliada
pela razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E)
e da contracédo atrial (onda A) do fluxo transmitral. A avaliacdo da disfuncéo
diastélica e sistdlica também foi baseada na relacdo do diametro do atrio
esquerdo relativamente ao peso corporal (PC). A hipertrofia ventricular
esquerda foi avaliada pelo indice de massa ventricular esquerda e pela relagéo
do didmetro diastélico do VE relativamente ao PC.
As varidveis derivadas das dimensdes acima descritas foram:

e espessura relativa do VE= EDPP/DDVE

e massa do VE (MVE, g)= 1,04 x [[EDPP+EDSIV+DDVE)® — DDVE?],
onde 1,04 é a densidade especifica do miocardio.

e indice de MVE (IMVE, g/kg)= MVE/peso corporal

e porcentagem de encurtamento endocardico (% enc. Endo.)= [([DDVE
— DSVE) / DDVE] x 100

e porcentagem de encurtamento miocardico (% enc. Mio.)= {[(DDVE +
> EDSIV + V2 EDPP) — (DSVE + 2 ESSIV + 2 ESPP)] / (DDVE + Y2 EDSIV +
2 EDPP) ¢ x 100.

e velocidade de encurtamento da parede posterior do VE (VEPP,
mm/s): calculada a partir da tangente maxima do movimento sistélico do

endocardio da parede posterior do VE.
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Critério para Selecao dos Animais

Os resultados ecocardiograficos foram utilizados para o calculo da
funcéo discriminante e classificacdo do estagio da remodelagédo cardiaca. Foi
desenvolvida uma fungao discriminante, pela técnica de Fisher, utilizando-se,
simultaneamente, cinco variaveis, que mais discriminaram os grupos controle,
estenose adrtica leve e moderada-grave (p<0,001): AE/PC, IMVE, VEPP, %
Enc endocardico e miocardico.

A partir destas variaveis discriminatérias utilizou-se a técnica da
discriminagao grafica de Fisher, pela construcdo das regras de classificagéo de
novos animais nos grupos de estudo. Esta técnica constituiu em definir funcdes
lineares utilizando-se varidveis ecocardiograficas, que em numero de duas
representaram os eixos discriminantes para os grupos. O primeiro eixo
(horizontal) do plano cartesiano refere-se ao detentor da maior quantidade de
informacao biolégica para a discriminagdo, enquanto o segundo (vertical), a
segunda maior quantidade. A soma das duas quantidades indica total de
informacgdao biolégica contida no processo grafico de discriminagao.

A fungédo discriminante possibilitou diferenciar trés grupos funcionais,
mediante a analise concomitante das 5 (cinco) variaveis, com precisao de

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

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

Primeiro eixo (horizontal);
X1=0,188437*AE/PC-0,216861*%enc.endo-0,656054*%enc.médio-1,486010*IMVE-0,326327*VEPP
Segundo eixo (vertical);

X2=0,469914*AE/PC+1,106150*%enc.endo- 0,687396%enc.médio+11,099200*IMVE-0,498903*VEPP
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Figura 8. Regides Graficas de Fisher para a Discriminagao da Disfungéo Cardiaca.

A alocacdo de um novo animal foi realizada pelos valores numéricos
obtidos nas duas funcbes representadas no plano cartesiano dos eixos
discriminadores, cujo indicativo do mais provavel, correspondeu a regiao de
pertinéncia do valor, a partir do qual selecionamos os animais do Grupo EA
grave, conforme descrito anteriormente.

Os animais que, inicialmente, ndo se enquadraram nessa classificacéo
foram submetidos a realizagdo de novo(s) ecocardiograma(s), até atingirem

estagio mais grave, quando entao foram incluidos no estudo.

Grupos Experimentais

Apés a avaliacao da funcao cardiaca pelo ECO e sua classificacao pela
funcdo discriminante de Fisher, os animais com EAo classificados como com
insuficiéncia cardiaca grave, foram submetidos ou ndo ao tratamento com
horménio de crescimento (GH).

Foram utilizados 21 animais, distribuidos em 3 grupos:

G1 — Grupo Controle (n=7)

G2 — Grupo EAo (n=7)

G3 — Grupo EAo+GH (n=7)

Foi administrada a dose de 2 mg/kg/dia, por via subcutanea, durante
duas semanas, periodo que nao promove o desenvolvimento de anticorpos

anti-GH humano em animais (limoto, et al., 1998).
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Sacrificio dos Animais e Coleta do Material de Estudo
Analise Morfoldgica

Os musculos séleos direito e esquerdo foram dissecados e retirados. O
musculo séleo direito foi pesado e amostras foram congeladas em nitrogénio
liguido e armazenadas em Freezer a —80°C para posterior analise.

Cortes histolégicos com 8 um foram obtidos em micrétomo criostato a
—20°C e submetidos a coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (HE), para a
analise da morfologia geral das fibras musculares e Picrosirios-red, para a
analise da distribuicao do colageno no musculo.

As laminas coradas pela Hematoxilina e Eosina foram utilizadas para o
calculo da area das fibras musculares. Foram mensuradas as areas de perfis
de fibras em 5 campos em cada animal, utilizando-se um Sistema para Andlise
de Imagens Computadorizado. Todas as fibras inteiras do campo foram

mensuradas.

As laminas coradas com Picrosirios-red foram utilizadas para a
mensuragao da area ocupada pelo colageno no musculo. Foram mensuradas
as areas em 5 campos em cada animal, utilizando-se um Sistema para Analise

de Imagens Computadorizado.
Avaliacao Hormonal

Foi realizada a dosagem das concentragcdes séricas de IGF-1. O sangue
foi coletado apdés 12 horas da ultima injecdo com GH, em todos os grupos
analisados. Apos a retirada, o sangue foi centrifugado a 4°C e amostras do
soro foram separadas e armazenadas a -80°C para processamento e analise.

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

29



Avaliacao da expressao génica dos fatores de regulacao
miogénica da familia bHLH por Reacao em Cadeia da
Polimerase apos Transcricao Reversa (RT - PCR).

1. Extragcdo de RNA com TRIzol.

No momento da extragdo de RNA, fragmentos do musculo séleo
esquerdo congelado em nitrogénio liquido foi homogeneizado em Polytron com
TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido) e as células em cultura
dissociadas com TRIzol (1 mL de TRIzol/3,5 cm do didmetro das placa). O
material insoluvel resultante da homogeneizacao foi retirado por centrifugacao
a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. Essa solugao foi coletada e transferida para
um tubo de 1,5 mL e incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente para
permitir a completa dissociacao dos complexos nucleos - protéicos. Apds esse
periodo, foi acrescentados 0,2 mL de cloroférmio, por mL de TRIzol utilizado,
homogeneizando vigorosamente, e incubando novamente, desta vez por 3
minutos a temperatura ambiente. Apds essa segunda incubacao o material foi
centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C.

Para a precipitagdo do RNA, a fase aquosa formada apds a
centrifugacdo do material, foi separada e precipitada por intermédio da
incubagéo com 0.5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente)
por 10 min a temperatura ambiente. Apdés esse periodo, o material foi
novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento
formado foi lavado com 1mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado
inicialmente) gelado e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. O
sedimento de RNA formado foi seco em centrifuga a vacuo, ressuspenso em
solucdo de 0.5% preparada com agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato),
incubando a 60 °C por 10 min para a inativacao de qualquer possivel residuo
de RNase. O RNA foi entdo quantificado por espectrofotometria a 260 nm,
usando-se o fator de correcao proprio para o RNA. Foi também determinada a
razdo entre 260 e 280 nm, 0 que nos forneceu uma estimativa da qualidade da

extracdo (razéo > 1.65).
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Foi procedida entdo a eletroforese (25 ug de RNA total) em gel de
agarose (1%)/formaldeido, em tampao Tris 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA
1imM (TBE) 1X uma voltagem de 70 mV para analisar a integridade do RNA.

2. Gel analitico de agarose para RNA

Foram dissolvidos 0.25 mg de agarose, por aquecimento, em 25 mL de
tampao fosfato 10 mM, pH 7.0, resfriado a 50 °C e despejados sobre uma cuba
com pocgos de aplicacdo. A espessura do gel foi de aproximadamente 5 mm. A
preparacdo permanece a temperatura ambiente por 45 minutos.

Nesse intervalo de tempo, a amostra foi preparada desnaturando 3 ul de
RNA com uma mistura de glioxal, DMSO e tampao fosfato 100 mM, pH 7.0, por
15 minutos a 50 °C. A seguir foi adicionado 3 ul de tampao de aplicagéo, € a
amostra foi aplicada no gel.

A eletroforese foi realizada na corrente constante de 40 mA por
aproximadamente 45 minutos, sob agitacdo do tampéo fosfato 10 mM, pH 7.0,
para manutencdo do pH. Terminada a eletroforese, o gel foi corado com uma
solucdo de laranja de acridina 30 ug/mL por alguns segundos e descorado em
H-O MilliQ.

O gel foi colocado sobre o Foto UV 450 DNA Transilluminator, da
Fotodyne Incorporated que, corado com laranja de acridina, para que o RNA
seja visualizado e fotografado, com filme de revelacdo instantdnea 677, da
Polaroid. O DNA digerido com a enzima de restricdo Hind lll foi usado como
padrdao de comparacao de peso molecular.

3. Primers

Os oligonucleotideos que foram utilizados como primers (iniciadores)
para a reac¢ao de polimerase em cadeia do produto de transcricdo reversa, do
RNA total extraido do musculo esquelético, dos fatores de transcricao
miogénica foram: MyoD, como descrito por Smith, et al., 1994 e Miogenina,
como descrito por Hsu, et al., 1997. Para controle interno, foi utilizada a

ciclofilina.
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PCR

Produto Aceiso Sequéncia Inicio Temp. Ciclos Peso,
N °C o
5 GACGGCTCTCTCTGCT
cCTT 259
MyoD | M84176 | 5. GTCTGAGTCGCCGCTG | 782 60 34 544
TAGT
5 TGCCACAAGCCAGACT
. ACCCACC 827
Myogenina | M24393 | 5. cGGGCACTCACTGTC | 1050 | ©3 34 | 246
TCTCAA
5 ACGCCGCTGTCTCTT T
o TC 9
Ciclofilina M19533 3" TGCCTTCTTTCACCTT 431 57.7 32 440
cc

Tabela 1. Oligonucleotideos que foram utilizados como primers para PCR do produto de

transcricdo reversa RNA.

Os primers foram sintetizados comercialmente e ressuspensos em 200ul
de agua autoclavada. Ap6s a avaliacdo da DO 260 nm, os primers foram
diluidos para uma concentracdao final de 30 pMol/ull para os fatores

transcricionais e 20 pMol/ull para o RPL 19.
4. RT-PCR

A transcricdo reversa do RNA total obtido do musculo esquelético foi
realizada incubando-se, por 5 minutos a 75°C, aliquotas contendo 1,5 ug de
RNA total ao qual foi adicionado; 1 ul de Ramdon Primers e 13 ul de HoO com
DEPC (dietil pirocarbonato) por amostra. Em seguida, foi adicionado 11 ul de
uma mistura composta de 4 ul de agua DEPC, 5 ul de tampéao de transcriptase
reversa (MMLV reverse transcriptase 5X buffer), 1,3 ul de dNTPs 10 mM, 0.625
ul de RNA Inhibitor (inibidor de RNAses), 1 ul de enzima de transcriptase
reversa. A mistura foi incubada a 42°C durante uma hora, seguida de um
periodo de 15 minutos a 75°C.

Aliquotas de 3 ul da reacdo de RT foram adicionadas a 47 ul de uma
mistura contendo 38 ul de agua autoclavada, 5 ul de tampdo 10X Taq
polimerase, 1 wl de dNTPs (10 mM), 1 ul de primers senso e antisenso (10
pmol) e 0.35 de Taq polimerase por amostra. O controle interno (RPL 19) foi

adicionado no inicio do quinto ciclo, uma vez que o0 numero de ciclos para
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esses primers € 24, enquanto que o numero de ciclo para os fatores

transcricionais é 30.

O ciclo utilizado a cada jogo de primers foram 34 de 95°C, 45 seg;
anelamento da MyoD, 53°C e da Miogenina, 60°C , por 30 seg; 72 °C, 1 min,

e uma extenséao final de 10 minutos.

Ao final dos ciclos, 5 ul do produto da reagédo de PCR foram analisados

em gel de agarose 1% em tampao TBE (1x) e corados com brometo de etideo.

As bandas referentes a amplificacdo dos fatores transcricionais e do
controle interno foram visualizadas em transiluminados, fotografadas e

analisadas densitometricamente.
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IV — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com técnica de variancia para o modelo
com um fator, complementado com o teste de comparagdes multiplas de Tukey
(Norman & Streiner, 1994). Para andlise das variaveis ecocardiograficas
utilizou andlise de variancia para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes — Analise dos perfis médios de resposta (Johnson & Wichern,

1998). Foi considerado o nivel de significancia de 5%.
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V - RESULTADOS

O peso dos animais foi semelhante entre os grupos estudados. As
variaveis morfolégicas VD/PC e VE/PC apresentaram valores maiores no grupo
EAo ou ndo com EAo+GH, em relacao ao C e valores semelhantes nos grupos
EAo e EAo+GH. A variavel Pséleo/PC apresentou-se igual em todos os grupos
(Tabela 2).

Tabela 2. Dados anatdmicos (médiatDP) dos animais tratados com EAo+GH
ou EAo (2 mg/kg/dia), durante 14 dias.

C EAo EAo+GH
Peso Corporal (g)
Antes do tratamento 572,86186,76 567,00+71,99 544,17+52,95
Pos-tratamento 545,86+75,43 546,00+54,17 538,33+40,97
VE/PC (mg/gr) 1,70+£0,10 a 3,36+0,99 b 2,8240,20 b
VD/PC(mg/gr) 0,54+0,11 a 1,1940,29 ¢ 0,85+0,23 b
Pséleo/PC(mg/gr) 0,51+0,08 0,48+0,05 0,53+0,09

C, controle + placebo; EAo, estenose adrtica + placebo; EAo+GH, estenose aodrtica + hormédnio 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; Ps6leo/PC, peso do musculo soleo corrigido pelo peso corporal. Letras representam a diferenga estatistica
entre os grupos. Auséncia das letras: ndo ha diferenga estatistica.

No nosso estudo, a presenca de IC foi confirmada, no sacrificio dos
ratos, pelo encontro de derrame pleural, ascite, trombo no atrio direito e
hipertrofia do ventriculo direito (Feldman, et al.,, 1993; Carvalho, et al., 2003).
No decorrer do periodo experimental, 2 animais do grupo EAo e 1 animal do
grupo EAo+GH morreram.

A andlise morfolégica do musculo séleo mostrou fibras musculares com
aspecto normal em todos os grupos estudados (Figura 9). A area das fibras do
musculo séleo foi significativamente menor no grupo EAo em relagdo ao C. No
grupo EAo+GH observou-se aumento significativo na area das fibras em
relacdo ao grupo EAo, ndo havendo diferenca significativa entre os grupo C e
EAo+GH (Tabela 3).

A area do musculo sbleo ocupada pelo colageno apresentou-se
significativamente maior no grupo EAo e EAo+GH, em relagéo ao C. Porém no
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grupo EAo+GH houve reducgéo significativa (20,9%) da area de colageno no

musculo em relagéo ao grupo EAo (Figura 9 e Tabela 3).

Figura 9. Corte transversal do muasculo séleo. A e B: Grupo Controle (C). C e D: Grupo
Estenose aortica (EA0). E e F: Grupo Estenose aodrtica + Hormonio de Crescimento (EAo+GH).
Fibras musculares (f). Nucleo das fibras musculares (n). Tecido conjuntivo do Endomisio (e) e
Perimisio (p) em B,D e F.
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Os niveis de IGF-1 no soro apresentaram-se diminuidos no grupo EAo
quando comparados com o grupo C. No grupo EAo+GH, esses niveis

hormonais foram semelhantes ao grupo EAo (Tabela 3).

Tabela 3. Dados referentes & Area das fibras musculares (AST), Area ocupada
por Colageno (Col), e dosagem do IGF (ng/ml ) — Basal. Dados representados

como média+DP.

C EAo EAo+GH
AST 3302,90+131,57 b 2880,90+148,76 a 3548,52+264,05 b
Col 2711,46+850,94 a 4175,24+254,47 b 3376,02+478,23ab

IGF-1 (hg/ml) 2176,80+447,19b 1287,64+496,06 a 1662,33+602,54 ab

C, controle + placebo; EAo, estenose adrtica + placebo; EAo+GH, estenose adrtica + horménio de crescimento. IGF-1, fator
de crescimento insulina-simile, tipo 1. Letras representam a diferenga estatistica entre os grupos. Auséncia das letras: ndo ha
diferenga estatistica.

Em relacdo as variaveis ecocardiograficas estudadas, verificou-se nos
grupos EAo e EAo+GH apresentou aumento de AE/PC e de IMVE
comparativamente ao grupo C. Os grupos EAo e EAo+GH apresentaram VEPP
significativamente menor em relacao ao grupo C. 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 (Tabela 4).
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Tabela 4. Variaveis ecocardiograficas (médiazDP) dos animais tratados com
GH ou PL na dose de 2 mg/kg/dia, durante 14 dias.

C EAo EAo+GH

AE/PC(mm/kg)

Inicial 10,06%£1,39 a 14,61£1,26 b 15,50£1,76 b

Pos-tratamento 12,47+3,27a 16,33+2,12 b 15,70+2,18 b
% Enc. Endo

Inicial 52,44+2,75 48,55+3,50 46,30+8,62

Pés-tratamento 51,2948,89 47,27+4,71 49,11+15,10
% Enc. Mio

Inicial 31,66+2,03 28,95+2,31 27,39+4,89

Pds-tratamento 32,1745,48 28,70+1,83 31,2948,12
VEPP(mm/seg)

Inicial 40,77+4,36 b 31,09+0,90 a 30,70+6,82 a

Pos-tratamento 43,08+7,79 b 31,24+6,77 a 30,51+8,62 a
IMVE (g)

Inicial 1,90+0,15 a 3,11£0,44 b 2,9410,47 b

Pds-tratamento 2,02+0,27 a 3,33+0,60 b 3,41£0,61 b

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

representam a diferenga estatistica entre os grupos. Auséncia das letras: ndo ha diferenca estatistica.

Os resultados referentes a expressdao génica da miogenina e MyoD

foram obtidos em duplicata em géis diferentes para cada gene, e os resultados

finais foram calculados pela média dos géis. Para a detecgcdo das diferengas

relativas na integridade das amostras de RNA dos genes alvo, foi realizada a

normalizacdo da quantidade do produto da reacdo do transcrito do gene alvo

para a quantidade de produto da reacéo do transcrito do gene ciclofilina.

A expressao génica da miogenina foi semelhante entre os grupos

estudados (Figura 10A), porém a expressdao génica da

significativamente no grupo EAo+GH

MyoD aumentou

em relagdo ao EAo, porém, esse

aumento nao foi significativo quando comparado ao grupo C (Figura 10B).
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Figura 10. Expressdo génica dos MRFs Miogenina (A) e MyoD (B) no musculo s6leo dos
grupos Controle (C), Estenose Adrtica + Placebo (EAo) e Estenose Aédrtica + GH (EAo+GH). A
expressao génica da Miogenina e MyoD foi normalizada pelo gene constitutivo ciclofilina. (C)
Esquema representativo dos géis da miogenina e MyoD obtido do produto de PCR. Dados

normalizados expressos em média * desvio padrdao. * Dados estatisticamente significativos. p

<0.05.
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VI - DISCUSSAO

Neste trabalho, analisamos o efeito da administracdo GH sobre o
musculo esquelético de ratos com insuficiéncia cardiaca crénica induzida por
estenose adrtica. No decorrer do estudo, 1 animal do grupo EAo, e 2 animais
do grupo EAo+GH morreram. A mortalidade dos animais nesse modelo
experimental ocorre principalmente devido a arritmias, isquemia
subendocérdica e alteracbes da circulagdo coronariana (Litwin, et al., 1995;
Bregagnollo, et al., 2005). No nosso estudo, os indicadores ecocardiograficos
(IMVE) e anatémicos (VE e VE/PC) mostraram-se aumentados no grupo EAo
indicando possivel hipertrofia cardiaca com a progressdao dos estagios da
remodelacdo cardiaca, havendo piora na estrutura e fungcdo do miocardio.
Esses dados, associados aos achados clinicos, como taquipnéia, derrame
pleural, ascite, trombo no atrio esquerdo e hipertrofia ventricular direita,
confirmaram que os animais estavam em insuficiéncia cardiaca (Remme, 2003;
Browh, et al, 2005; Burlew & Weber, 2002; Gonzalez, 2004). Ap6s o
tratamento com GH ndo houve alteragdes entre as variaveis, demonstrando
que o GH nao alterou as condi¢gées morfofuncionais no musculo cardiaco dos
ratos submetidos a sobrecarga pressoérica tratados com GH em relagdo ao
EAo. A auséncia de melhoria funcional pode ser secundaria a ma qualidade
funcional dos cardiomidcitos, nessa fase da remodelacdo cardiaca,
corroborando o que foi mostrado em estudos em modelos de miocardiopatia
isquémica (Cittadini, et al., 1997; Litwin, et al., 1995; Duerr et al., 1995). No
entanto, alguns trabalhos indicam uma diminuicdo de fibrose no miocardio em
ratos com IC induzida por EAo, ap6s tratamento com GH em até 56,9%,
comparado ao grupo EAo (Moreira, 2006). Esse fato pode atenuar a
ocorréncia de arritmias e morte subita e melhorar o prognéstico (Remme, 2003;
Browh, et al., 2005; Frohlich, 2000).

No nosso estudo, a analise morfoldgica foi realizada no musculo séleo,
tendo em vista que outros estudos mostraram que este musculo apresenta
alteracdes na insuficiéncia cardiaca aguda (Carvalho, et al., 2006) e crénica
(Carvalho, et al., 2003, Martinez, 2008). Os animais do grupo EAo mostraram
atrofia das fibras musculares quando comparada com os animais do Grupo C.
No grupo EAo+GH houve aumento significativo na area das fibras em relagao
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ao grupo EAo, porém nao houve diferenga significativa entre os grupo C e
EAo+GH com e apds a administragdo do GH. A atrofia das fibras musculares
na IC tem sido comumente observada tanto em estudos clinicos (Sulivan, et al.,
1990; Mancini, et al, 1992; Anker, et al., 1999), como em trabalhos
experimentais (Delp, et al., 1997; Carvalho, et al., 2003; Schulze, et al., 2003;
Dalla Libera, et al, 2004). No entanto, a atrofia € dependente do modelo
utilizado bem como do tipo de musculo analisado. No modelo de IC induzida
por monocrotalina, droga que induz severa hipertensdo arterial pulmonar
seguida de hipertensdo ventricular direita e insuficiéncia cardiaca aguda
(Reindel, et al., 1990; Vescovo, et al., 1998), ndo foi observada atrofia no
musculo séleo (Carvalho, et al., 2006) e diafragma (Lopes, et al., 2008), porém
o musculo EDL apresentou atrofia (dados nao publicados). Ja, Martinez, 2008
observou atrofia no musculo s6leo em ratos com IC induzida por infarto
(Zornoff, et al., 2000). Alguns fatores parecem estar envolvidos na atrofia
muscular, como reducdo da atividade fisica e neuromuscular, ativacado
sistémica de neurohorménios e citocinas inflamatérias que acompanham o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Dalla Libera, et al., 2001; Fillipatos,
et al., 2005; Toth, et al., 2006).

Tem sido demonstrado que a atrofia da musculatura esquelética na
insuficiéncia cardiaca também pode ser induzida pelo fator de necrose tumoral
(TNF-o) (Beutler, et al., 1985; Tisdale, 1997; Argiles & Lopez-Soriano, 1999),
citocina envolvida com a ativacdo de fatores transcricionais envolvidos em
varios processos celulares como apoptose, imunidade e inflamacéo, e
desenvolvimento/diferenciacdo (para uma revisdo Baldwin, 1996); também
pode ocorrer pelo aumento da miostatina (McPherron, et al., 1997; Lee, 2004) e
pela ativacdo do sistema ubiquitina-proteossoma (Schulze, et al., 2005). De
fato, em nosso laboratério, demonstramos um aumento de trés componentes
do sistema proteossomal dependente de ubiquitina: MuRF1, MAFbx e
ubiquitina, em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida pela monocrotalina
(dados nao publicados), o que mostra o possivel envolvimento desta via no
processo de atrofia da musculatura.

O aumento na area das fibras musculares nos animais que receberam

GH demonstra o efeito anabdlico do horménio no musculo séleo. O grau de
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envolvimento do hormdnio com essa resposta muscular ndo esta esclarecido,
porém, parece que o GH pode atuar diretamente no musculo ou através do
IGF-1. No nosso estudo, o nivel de IGF-1 no plasma aumentou no grupo
EAo+GH o que reforca a hipotese do seu envolvimento no processo de
hipertrofia muscular.

O mecanismo pelo qual o IGF-1 pode evitar a atrofia muscular na
insuficiéncia cardiaca é controverso. Pode impedir a morte celular por
apoptose, conforme demonstrado por Dalla Libera (2004) e/ou estimular a
hipertrofia das fibras musculares. Em ratos mdx, propensos a desenvolver
apoptose e atrofia muscular, foi demonstrado que o IGF-1 pode ativar os
mecanismos envolvidos com a manutencao das fibras musculares impedindo a
morte celular (atrofia) restaurando assim, a funcdo muscular (Barton, et al.,
2002).

Por outro lado, IGF-1 pode atenuar a perda de massa muscular
diminuindo a atividade do sistema proteossomal dependente de ubiquitina
(Mitch, et al., 1999, Dehoux, et al., 2004) através da via do phosphatidylinositol
3 kinase (PI3K) (Kandarian & Jackman, 2006). Embora no nosso estudo nao
avaliamos os componentes das vias envolvidas com a atrofia e/ou hipertrofia
muscular, é possivel que o IGF-1 tenha atuado desta forma no grupo com
insuficiéncia cardiaca que recebeu GH.

A area do musculo sbéleo ocupada pelo colageno foi significativamente
maior no grupo EAo, em relacdo ao C. No grupo EAo+GH houve reducdo da
area de colageno no musculo em relagdo ao grupo EAo, embora nao
estatisticamente significativa. Na IC, a atrofia da musculatura esquelética é
acompanhada por alteracbes na matriz extracelular adjacente as fibras
musculares e envolve, principalmente, a apoptose de células intersticiais
(Vescovo, et al., 1998; Dalla Libera, et al, 1999; Vescovo, et al., 2000),
aumento no conteudo de colageno (Filippatos, et al., 2003) e da atividade de
metaloproteinases (MMPs) (Schiotz Thorud, et al., 2005; Carvalho, et al.,
2006). Desta forma, a auséncia de atrofia do musculo s6leo quando da andlise
do peso do musculo corrigido pelo peso corporal nos grupos do nosso
experimento confirmou que a atrofia do musculo séleo é acompanhada do

aumento do tecido conjuntivo do perimisio e do endomisio.

42



No nosso estudo, a expressao génica do MRF MyoD diminuiu no grupo
EAo, aumentou significativamente no grupo Eao+GH em relacdo ao EAOo,
porém, esse aumento nao foi significativo quando comparado ao grupo C. J4, a
expressdao génica do MRF miogenina foi semelhante entre os grupos
estudados.

Os MRFs sao fatores fatores transcricionais pertencentes a familia
“pasic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 e
o MRF4. Esses fatores ligam-se a sequiéncias de DNA (5-CANNTG-3"),
conhecidas como Ebox, presentes na regido promotora de varios genes
musculo especificos, levando a expressdao dos mesmos (Murre, et al., 1989;
Lassar, et al,, 1991). A MyoD e Myf5 sao expressos em mioblastos na fase de
proliferacdo, enquanto que a Miogenina e o MRF4 sao expressos em células
no final da fase de diferenciacao (Megeney & Rudnicki, 1995).

Na fibra muscular adulta, a Miogenina e a MyoD também podem estar
envolvidos na manutencao do seu fendtipo, rapido ou lento; a Miogenina é
expressa em niveis superiores aos da MyoD em musculos lentos, enquanto
que o oposto é verdadeiro para muasculos rapidos (Hughes, et al., 1993; Voytik,
et al., 1993).

A causa da diminuicao da expressao do mRNA da MyoD durante a IC
nao esta bem esclarecida, porém, alguns autores apontam o envolvimento de
citocinas inflamatérias, como o TNF-a no processo (Anker, et al., 1999). Essa
citocina mostrou-se aumentada em pacientes (Levine, et al., 1990; McMurray,
et al.,, 1991) e ratos Sprague-Dawley com insuficiéncia cardiaca (Dalla Libera,
et al., 1999; Dalla Libera, et al., 2001) e ha evidéncias que o TNF-o além de
ativar o sistema proteossomal dependente de ubiquitinas (Cai, et al., 2004;
Acharyya, et al., 2004), também pode estar envolvido com a diminuicao da
expressdao do RNA mensageiro para a Myod (Guttridge, et al., 2000; Acharyya,
et al., 2004).

Em nosso estudo, o aumento na expressao da MyoD no musculo séleo
dos animais que receberam GH pode ser um indicador de ativacdo e
proliferacao das células satélites por estimulo do IGF-1, que aumentou neste
grupo. Tem sido demonstrado que o IGF-1 pode promover o aumento da
massa muscular induzindo a hipertrofia das fibras musculares (Coleman, et al.,
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1995), pela ativagdo das células satélites (Barton-Davis, et al., 1998). Como as
células satélites em proliferacdo expressam MyoD, é possivel que a hipertrofia
observada no musculo s6leo dos animais com EAo que receberam GH esteja

relacionada com o recrutamento e maior atividade deste tipo celular.

A expressao da miogenina ndo mostrou variacdo entre 0s grupos
estudados. A miogenina € mais expressa nos musculos lentos (Hughes, et al.,
1993; Voytik, et al., 1993), freqiientemente esta associada a expressado de
enzimas oxidativas e parece ter papel fundamental na caracterizacdo do
metabolismo muscular (Hughes, et al., 1999; Ekmark, et al., 2003; Siu, et al.,
2004). Apesar de nao termos analisado parametros metabdlicos no nosso
estudo, é possivel que esses nao estejam alterados; no entanto, estudos
posteriores serdo necessarios para melhor avaliar o papel da miogenina na

insuficiéncia cardiaca e em resposta ao GH.

Em conclusdo, na insuficiéncia cardiaca a reducdo da expressdo do
fator de regulagdo miogéncia MyoD é acompanhada da atrofia do musculo
sbleo e fibrose muscular. O GH promoveu a hipertrofia do musculo séleo,
diminuicdo da fibrose e aumentou a expressdo da MyoD em ratos com
insuficiéncia cardiaca. Esses resultados mostram que o GH pode ser utilizado

como terapia coadjuvante para portadores de insuficiéncia cardiaca crénica.
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VIl - CONCLUSAO

Em conclusédo, na insuficiéncia cardiaca a reducdo da expressdo do
fator de regulacdo miogéncia MyoD é acompanhada da atrofia do musculo
sbleo e fibrose muscular. O GH promoveu a hipertrofia do musculo séleo,
diminuicdo da fibrose e aumentou a expressdao da MyoD em ratos com
insuficiéncia cardiaca. Esses resultados mostram que o GH pode ser utilizado

como terapia coadjuvante para portadores de insuficiéncia cardiaca crénica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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