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RESUMO

QUEIROZ, Ana Paula Antunes. Efeitos da Alteracéo do Status Tireoidiano no Modelo de
Isquemia-Reperfusdo de Coragdes Isolados de Ratos. 2013. 74p. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina \eterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Weterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O HT (hormdnio tireoidiano) possui importante papel na homeostase do organismo. Os HTs
sofrem influéncia direta do eixo hipotalamo-hipd6fise-tiredide e a também das desiodases.
Com relacdo ao coragdo, este sofre influéncia direta e indireta dos HTs. Diversos genes
cardiacos podem ser modulados pelos HTs no sentido do aumento da contratilidade
miocérdica. O excesso dos HTs esta associado com: aumento do débito cardiaco, aumento da
frequéncia e contratilidade cardiacas em humanos e animais. Os HTs em excesso podem levar
a faléncia cardiaca em pacientes hipertireoideos. A reducdo crénica do HT leva a disfuncéo e
dilatacdo da cadmara ventricular, bradicardia, injuria na contratilidade cardiaca e com isso
reducdo do débito cardiaco. Assim, ha informagbes a serem esclarecidas com relacdo ao
coracdo associados com hipertireoidismo e hipotireoidismo. Em um estudo, o hipotireoidismo
foi induzido pelo modelo de infarto do miocardio em ratos (Olivares et al., 2007), sendo que
esta mesma condicdo ocorreu em cardiopatias clinicas. Neste estudo, o hipotireoidismo foi
associado com a inducdo da desiodase tipo 3, principal via catabolica do HT no coracéo
infartado. Assim é preciso ser esclarecido se o hipotireoidismo pos-infarto seria uma
adaptacdo do coracdo doente ou se faria parte do desenvolvimento da doenca miocéardica. Para
responder essa questdo, estudamos a influéncia no coracao da hipertireotoxicose induzida por
T4 e do hipotireoidismo induzido por metimazol. Os grupos experimentais foram compostos
por ratos Wistar machos, sendo divididos em grupos controle, grupo T4 e grupo MMZ. Apos
0 tratamento, os animais foram eutanasiados, tiveram o sangue coletado para dosagens de T4
e T3 sericos pela técnica de radioimunoensaio e seus coracOes retirados rapidamente e
colocados num sistema de coracdo isolado pela técnica de Langendorff modificada. As
avaliac@es funcionais foram: eletrocardiograma; pressdes diastolica e sistolica finais e pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo que foram gravadas durante o experimento com
coracdo isolado. Posteriormente, os coragdes foram submetidos ao modelo de isquemia-
reperfusdo global, ja bem descrito na literatura. Apds o experimento no coracéo isolado, este
foi submetido a avaliacdo histopatoldgica, principalmente para o estudo da area de isquemia.
Os dados foram analisados pelo programa ANOVA seguido do teste de Bonferoni com o
auxilio do programa GhraphPad (versdo 5.0). E os resultados foram representados como
média £ erro padrdo da média e as diferencas foram consideradas significativas se P < 0.05.
Os resultados sugeriram que o HT elevado causou hipertrofia cardiaca, melhora na PDVE na
reperfusdo e ndo alterou a area de infarto. Porém o HT elevado tornou os coracdes mais
susceptiveis a fibrilacdo. No entanto o nivel demasiadamente reduzido de HT foi deletério ao
coracao que sofreu injuria de reperfusdo, porém reduziu o indice de fibrilacdo cardiaca. Pode-
se concluir que nivel aumentado do HT pode ser cardioprotetor contra a injuria de isquemia e
reperfusdo, no entanto, torna o coracdo mais sensivel a arritmias fatais. Por outro lado,
embora os padrées funcionais reduzidos, o hipotireoidismo diminuiu as chances de fibrilacdo
apos isquemia e reperfusdo miocardica. Porém mais estudos devem ser realizados para se
determinar com maior precisdo o papel da alteracdo do status tireoidiano no coracdo
submetido a isquemia.

Palavras- chave: horménio tireoidiano, coracédo, isquemia
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ABSTRACT

QUEIROZ, Ana Paula Antunes. Effects of Alterations in Thyroid Status on Myocardial
Ischemia-Reperfusion Injurie in Isolated Rat Hearts. 2013. 74p. Dissertation (Master
Science in Veterinary Medicine, Pathology and Clinical Sciences). Instituto de \eterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013

The TH (thyroid hormone) plays an important role in homeostasis. The THs suffer direct
influence of the hypothalamic-pituitary-thyroid and also the deiodinases. With respect to the
heart, it suffers direct and indirect influence of THs. Several cardiac genes can be modulated
by THs towards increased myocardial contractility. Excess of the TH is associated with:
increased cardiac output, increased heart rate and cardiac contractility in humans and animals.
The THs excess can lead to heart failure in hyperthyroid patients. The reduction of the TH
leads to chronic dysfunction and ventricular chamber dilation, bradycardia, cardiac
contractility injury and thus reduced cardiac output. Thus, there are informations to be
clarified with respect to the heart associated with hyperthyroidism and hypothyroidism. In one
study, hypothyroidism was induced model of myocardial infarction in rats (Olivares et al.,
2007), and this same condition occurred in cardiac clinics. In this study, hypothyroidism was
associated with induction of type 3 deiodinase, the main catabolic pathway of TH in infarcted
heart. So we must be clear whether hypothyroidism post-infarction was an adaptation of the
diseased heart or would be part of the development of myocardial disease. To answer this
question, we studied the influence in the heart about tireotoxicose induced T4 and
hypothyroidism induced by methimazole. The experimental groups were composed of male
Wistar rats were divided into control group, T4 group and MMZ group. After the treatment,
the animals were euthanized, had blood collected for determination of serum T4 and T3 by
radioimmunoassay and their hearts rapidly removed and placed in a isolated heart system by
the modified Langendorff technique. Functional evaluations were eletrocardiogram; end
diastolic and systolic pressure, developed pressure by the left ventricle. Subsequently, the
hearts were subjected to ischemia-reperfusion model of global, already well described in the
literature. After the experiment in the isolated heart, this was subjected to histopathological
evaluation, mainly to study the area of ischemia. The data were analyzed by ANOVA
followed by Bonferoni test with the help of the program GhraphPad (version 5.0). And the
results were represented as mean + standard error of the mean, and differences were
considered significant if P < 0,05. The results suggested that the high HT caused cardiac
hypertrophy, improved PDVE reperfusion and did not alter infarcted area. But the high HT
become the hearts more susceptible to fibrillation. However the critically low level of HT was
deleterious to the heart that has suffered injury reperfusion, but decreased the rate of cardiac
fibrillation. It can be concluded that increased level of HT may be cardioprotective against the
ischemia-reperfusion injury, however, renders the heart more susceptible to fatal arrhythmias.
Moreover, although the reduced functional mechanical parameters, hypothyroidism decreased
the chances of fibrillation after myocardial ischemia and reperfusion. But more studies should
be conducted to determine more precisely the role of the change of thyroid status in the heart
subjected to ischemia and reperfusion.

Keywords: thyroid hormone, heart, ischemia
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Figura 25: peso dos animais dos grupos controle (n= 18), MMZ (n= 14) e T4 (n=10)
ao fim do tratamento. Esta pesagem foi realizada no dia do experimento com coracéo
isolado. Os dados representam valores médios + S.M.E. dos grupos controle, MMZ e
T4. Utilizou-se analise ANOVA, teste one-way seguido do post test Bonferroni (**
P<0,01).

Figura 26: peso dos coragdes dos grupos controle (n= 18), MMZ (n= 12) e T4 (n=9)
ao final do tratamento. Esta pesagem foi realizada no dia do experimento com
coracdo isolado. Os dados representam valores médios + S.E.M. dos grupos controle,
MMZ e T4. Utilizou-se teste ANOVA, one-way seguido do post test Bonferroni (* *
* P <0,001).
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do post test Bonferroni (* * * P < 0,001).
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médios + S.E.M. dos grupos controle, MMZ e T4. Utilizou-se teste ANOVA, one-
way seguido do post test Bonferroni (* * * P < 0,001).

Figura 29:Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a
realizacdo dos experimentos. O registro demonstra pressdes do ventriculo esquerdo
(VE) durante o protocolo de isquemia e reperfusdo de coracdo do grupo controle.
EST- periodo de estabilizacdo; PSVE — pressdo sistolica ventricular do VE; PDFVE —
pressdo diastolica final do VE; PDVE — pressdo desenvolvida pelo VE. Imagem
cedida gentilmente pelo Laboratério de Eletrofisiologia Cardiaca Antonio Paes de
Carvalho (IBCCF-UFRJ).

Figura 30:Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a
realizacdo dos experimentos. O registro demonstra pressdo desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (VE) durante o protocolo de isquemia e reperfusdo de coracdo do
grupo MMZ. Imagem cedida gentilmente pelo Laboratorio de Eletrofisiologia
Cardiaca Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).

Figura 31:Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a
realizacdo dos experimentos O registro demonstra pressdo desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (VE) durante o protocolo de isquemia e reperfusdo de coracdo do
grupo T4. Imagem cedida gentilmente pelo Laboratério de Eletrofisiologia Cardiaca
Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).

Figura 32: PDVE Basal-Pressdao Desenvolvida do Ventriculo Esquerdo(expressa em
mmHg) durante o periodo basal do experimento do coragdo isolado dos diferentes
grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores
médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test
Bonferroni ( ** P <0,01)
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Figura 33: PSVE (120 minutos) - Curso temporal da PSVE expressa em mmHg
durante o protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6),
MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios + SEM dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni . ** P <
0,01;*** p < 0,001.

Figura 34: PSVE- Pressdo Sistélica do Ventriculo Esquerdo expressa em mmHg no
altimo minuto do periodo da reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6),
MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam 0s valores médios + SEM dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni .

Figura 35: PDFVE (120 minutos)- Curso temporal da PDFVE(expressa em mmHg)
durante o protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6),
MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios + SEM dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two- way seguido do post test Bonferroni ( ** P <
0,01;*** P < 0,001).

Figura 36: PDFVE-Pressdo Diastélica Final do Ventriculo Esquerdo (expressa em
mmHg) no Gltimo minuto do periodo da reperfuséo nos 3 diferentes grupos: controle
(n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios + S.E.M. dos
3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni

Figura 37: PDVE (120 minutos)- Curso temporal da PDVE (expressa em mm Hg)
durante o protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6),
MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios + SEM dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni (* P <
0,05; ** P < 0,01;*** P < 0,001).

Figura 38: Recuperacdo da PDVE(%) - 120 minutos - Curso temporal da recuperagédo
da PDVE durante o protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos:
controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios +
SEM dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni

Figura 39: Recuperacdo da PDVE(%) analisada no ultimo minuto da reperfusdo-
recuperacdo da PDVE durante o Gltimo minuto do protocolo de isquemia e reperfusédo
nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados
representam os valores médios + SEM dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-
way seguido do post test Bonferroni

Figura 40: PSVE (5 minutos) - representacdo grafica da analise da PSVE (expressa
em mmHg) nos 5 minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes grupos:
controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os resultados representam os valores médios
+ S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test
Bonferroni (* p <0,05).
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Figura 41: PDFVE (5 minutos) - representacdo grafica da analise da PDFVE
(expressa em mmHg) nos 5 minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes
grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os resultados representam os valores
médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post
test Bonferroni.

Figura 42: PDVE (5 minutos) - representacdo grafica do decaimento da PDVE
(expressa em mHg) nos 5 minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes
grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os resultados representam os valores
médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post
test Bonferroni.

Figura 43- PDVE % (5 minutos) - representacdo grafica do decaimento na
recuperacdo da PDVE nos 5 minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes
grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os resultados representam os valores
médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post
test Bonferroni (* P < 0,05; ** P < 0,01).

Figura 44: imagens demonstrando graficos sobres a analise das arritmias durante a
reperfusao dos coragdes dos grupos controle, MMZ e T4: a)frequencia de BVP ; b)
freqiiencia de bigeminismos; c) freqliencia de salvas; d) freqliencia de TV; e) duracao
de TV ; f) frequencia total de arritmias g) percentagem de Fibrilacdo Ventricular . Os
resultados representam os valores medios + S.E.M. dos 3 grupos: controle (n=7),
MMZ (n=6) e T4(n=5).Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test
Bonferroni (* p <0,05).

Figura 45: Area de infarto — porcentagem da area de infarto definida como area de
infarto do coracao/area total do coracdo. Imagens de cortes de cora¢des corados com
TTC estdo abaixo do grafico. Os resultados representam os valores médios + S.E.M.
dos grupos controle (n=7), MMZ (n=6) e T4(n=5). Utilizou-se teste ANOVA one-way
seguido do post test Bonferroni (** P < 0,01).
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1 INTRODUCAO

Atireoide é uma glandula enddcrina importante para a homeostase do organismo. Seus
principais produtos de secregdo sdo 0s hormonios tireoidianos (HTs), a tretraiodotironina ou
tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3), sendo este Gltimo o hormdnio metabolicamente ativo. O
T3 atua em todas as células do organismo, exercendo funcGes fundamentais para a
proliferacdo, diferenciacéo, apoptose, desenvolvimento, crescimento e metabolismo celular.

De acordo com o estado metabolico celular/tecidual, bem como, em diversas
condicdes de desafio homeostatico, os HTs sofrem regulacdo, por meio de uma alca de
feedback envolvendo o eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide, e sofrem ativacdo ou inativacao
através das desiodases do tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3).

Em relacdo ao sistema cardiovascular, o coragédo sofre influéncia direta e indireta do
HT. Diversos genes cardiacos podem ser modulados pelo HT no sentido do aumento da
contratilidade miocardica, podendo levar a hipertrofia excessiva e danos ao sistema
cardiovascular.

No ano de 1926, ocorreram relatos de mortes relacionadas com tireotoxicose na cidade
de Ontario, Canada, onde o indice de mortes por essa doenca duplicou em relagdo a década
anterior (STANBURY et al, 1998) .

Em um estudo entre 1988 a 1994 realizado nos Estados Unidos, foi encontrada taxa
de 4,6 % de hipotireoidismo na populacdo americana (0,3% hipotireoidismo clinico e 4, 3%
subclinico). No caso do hipertireoidismo foi encontrado em 1,3% na populacéo, sendo 0,5%
clinico e 0,7% subclinico (HOLLOWELL et. al, 2002).

No ano de 2001, em uma pesquisa sobre saude na cidade de Busselton, na Australia
Ocidental, em pessoas com e sem disfuncédo da tiredide, foi analisada a prevaléncia de doenca
coronariana. Nesse estudo foi verificado que em pacientes sem disfuncédo da tiredide tiveram
menor prevaléncia da doenca cardiaca. Para afirmar isso foi visto nesse estudo, que pacientes
com hipotireoidismo subclinico (de um total de 119 pessoas) tiveram maior indice de doenca
coronariana do que pacientes eutireoideos (de um total de 1906 pessoas) (WALSH et al,
2005).

Tambeém j& foram descritas diversas alteracdes cardiacas causadas pelos HTs séricos
reduzidos (hipotireoidismo) que culminam em bradicardia, diminuicdo da performance
cardiaca, entre outras.

O hipotireoidismo secundéario ao infarto do miocardio induzido experimentalmente foi
demonstrado em ratos (OLIVARES et al, 2007). Esta mesma condicdo ja foi relatada nos
estudos em pacientes humanos e cdes com relacdo as cardiopatias clinicas. No caso do nosso
estudo, o hipotireoidismo foi associado a inducdo ectdpica da desiodase tipo 3, a principal via
catabdlica dos HTs. Se o hipotireoidismo pds-infarto € uma condicdo alostatica importante
para a manutencdo da vida ou se é parte integrante de uma série de complicacdes mal
adaptativas, isso ainda nao foi esclarecido.

Sabe-se que pacientes na clinica veterinaria que possuem o nivel de HT muito elevado
ou diminuido, possuem alteracfes na morfologia e funcdo cardiacas que podem ser analisadas
por ecocardiograma. E esses pacientes com HT muito alterado podem estar propensos a
desenvolver sérios danos cardiacos muito graves e até obstrucdo de vasos com
comprometimento sistémico. Através desse estudo foi importante avaliar as lesdes cardiacas
apos a reperfusdo seguida de obstrucéo.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia do nivel do HT na funcéo
cardiaca e no grau da lesdo apos a utilizacdo do modelo de isquemia e reperfusdo de coragdes
isolados de ratos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hollowell%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836274

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Hormoénios Tireoidianos
2.1.1 Eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide

A sintese do horménio tireoidiano (HT) é regulada, em parte, devido a liberacdo de
hormdnio liberador de tireotropina (TRH) no hipotalamo. Neste local ha neurénios do nicleo
paraventricular que secretam este horménio (TRH). Este hormdnio é liberado via sistema
porta hipotalamo-hipofisério, e age nos receptores dos tireotrofos na pituitaria promovendo a
sintese, liberacdo e glicosilacdo da tireotropina (TSH), que atua em seu receptor especifico
nas células do foliculo tireoidiano promovendo a sintese e liberacdo dos HTs:T3 e T4
(WONDISFORD, 2002). A liberagdo do TSH é estimulada por essa via, porém pode ser
inibida por dopamina e somatostatina que estdo presentes no hipotdlamo (MORENO et al,
1998).

Os HTs produzidos pela tiredide, como pode ser visto na figural, reduzem sintese de
TSH e TRH e sdo os principais responsaveis pela regulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-
tiredide. A reducdo do T4 causa aumento da expressdo do TSH e TRH. Se essa reducdo de
HT, T3 por exemplo, perdurar devido a uma deficiéncia nutricional de iodo ou por tratamento
medicamentoso, a desiodase tipo 2 presente no hipotalamo e na pituitaria anterior irdo
converter o T4 em T3 impedindo um hipotireoidismo central (ARROJO E DRIGO et al,
2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wondisford%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12045252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arrojo%20E%20Drigo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22967761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arrojo%20E%20Drigo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22967761
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Figural: esquema modificado demonstrando o eixo hipotadlamo - hipoéfise- tiredide.lll- 3° ventriculo ; D2-
desiodase. TRH- horménio liberador de tireotropina; PVN- nlcleo paraventricular; T3- tri-iodotironina; T4 —
tiroxina (Fonte: ARROJO E DRIGO et al, 2013).

2.1.2 Sintese do Homornio Tireoidiano

Actireoide é uma glandula enddcrina importante para a homeostase do organismo. Seus
principais produtos de secrecdo sdo os hormdnios tireoidianos (HTS): tretraiodotironina ou
tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3), sendo este ultimo o hormdnio metabolicamente ativo. O
T3 atua em todas as células do organismo, exercendo fungdes fundamentais para o
desenvolvimento, crescimento e metabolismo celular.

Este horménio (HT) é sintetizado apartir de tireoglobulina e iodo. A tireoglobulina é
sintetizada (na célula folilcular da tireoide), exocitada na membrana apical, se acumulando na
luz do foliculo tireoidiano. O iodo (que é absorvido na forma de iodeto pela flora intestinal) é
transportado pelo transportador de Nal (NIS) localizado na membrana basal da célula
folicular e pela proteina pendrina até a membrana apical da célula folicular (KIMURA, 2008),
como pode ser demonstrado na figura 2. A tireoperoxidase (TPQO), que age na membrana

apical, ¢ uma enzima essencial e atua nas etapas seguintes da sintese do HT, como: oxidagdo
3



do iodeto; organificacao do iodo a residuos de tirosina da tireoglobulina (KIMURA, 2008),
formando monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT); e acoplamento de MIT e DIT para
formar T3 e T4 (BALUCAN et al., 2013). Assim, o HT é sintetizado pela tireoide em resposta
ao TSH. O TSH age em seu receptor especifico (TSHr) localizado na membrana basal (limite
externo) da célula do foliculo tireoidiano e estimula as demais etapas descritas para a sintese
do HT.

O T3 e T4 sdo secretados pela tiredide e no sangue sdo transportados principalmente
pela proteina ligadora de tiroxina (TBG) (ROSEN & PRIVALSKY, 2011), pela transtirretina
e albumina.
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Figura 2: Esquema modificado das reacfes de sintese do HT- transporte de iodeto (pela NIS e pela pendrina),
oxidacdo do iodeto (pela TPO), iodacéo de residuos tirosil da tireoglobulina (organificacdo do lodo) e acoplamento
de 2 iodotirosinas (ID). ID1-desiodase tipo 1; ID2- desiodase tipo 2; ID3- desiodase tipo 3; T4- tiroxina,T3- tri-
iodotironina; rT3- Tri-iodotiroinina reversa; T2 -—di-iodotironina, RE- reticulo endoplasmaético; NIS- co-
transportador de Na+ (s6dio) e I (iodo) ; MCTS8- transportador monocarboxilato 8 (Fonte: MANNA et al, 2013).

Acoplamanto

2.1.3 Metabolismo do Hormonio Tireoidiano: desiodases

A producdo de T4 pela tiredide predomina sobre T3. Porém, a maior parte de T3
provém do metabolismo do T4 através da desiodacao pela desiodase tipo 2 (D2). O horménio
tireoidiano sofre metabolizacdo periférica através de retirada do iodo pelas desiodases (D1,
D2 e D3). A enzima D1 promove desiodacdo (retirada de iodo) do anel aromético externo
(5’desiodacdo) de T4 gerando T3 (forma ativa do HT). Como pode ser visto na figura 3, esta
enzima pode também remover o iodo do anel interno (5 desiodacdo) de T3 e T4, causando
formacdo de formas inativas (T2 e T3r). A D2 expressa no coracdo tem maior afinidade por
T4. Esta enzima faz desiodacdo do anel externo de T4 causando uma conversdo local
(tecidual) de T4 em T3 (forma ativa). A enzima D3 faz desiodacdo de T4 e T3 convertendo-0s
respectivamente em T3r e T2, ambas inativas (KIMURA, 2008). Nos vertebrados a D1 junto a
D2 possibilita um maior ajuste de T3 plasmatico, porém a D2 possui um papel importante em

4


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balucan%20FS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosen%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21760978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Privalsky%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21760978

ajustar o T3 a nivel intracelular e em tecidos como adeno-hipéfise, SNC e tecido adiposo
marrom (ARROJO et al, 2012). Niveis maiores de expressdo de D2 sdo encontrados em
tecidos onde h& necessidade maior de HT para que ocorra uma homeostase local
(SALVATORE et al., 1996).

A desiodase tipo 1 (D1) é descrita como sendo expressa no figado, rins, tiredide e
Sistema Nervoso Central (SNC). A desiodase tipo 2 (D2) é expressa no SNC, adeno-
hipofise, tecido adiposo, placenta, tiredide, musculo e coracdo. E a desiodase tipo 3 (D3) é
expressa no SNC, placenta e pele (KIMURA, 2008).

Figura 3: reacBes basicas de desiodacdo.D-1- desiodase tipo 1; D-2- desiodase tipo 2;D-3-desiodase tipo 3;T4-
tiroxina; rT3- triiodotironina reversa; T2-diiodotironina (MANNA et al, 2013)

2.1.4 Mecanismo de acdo do Hormonio Tireoidiano

Os HTs atraves de seus efeitos gendmicos e ndo gendmicos exercem funcdes na
regulacdo do metabolismo, proliferacéo e diferenciacdo celular. Algumas importantes funcdes
que os HTs exercem é no sistema cardiovascular.

2.1.5 Efeitos Genémicos do Hormonio Tireoidiano no Coracéo

Com relagdo aos seus efeitos gendémicos, 0 HT causa ativacdo da transcricdo de genes
que codificam determinada proteina. Para isso 0 HT atravessa a membrana do cardiomidcito
através de transportadores membranais, MCT8 (transportador monocarboxilato 8) e MCT10
(transportador monocarboxilato 10) (WOJCICKA et. al, 2013) e vai agir no nucleo da célula
(acdo gendbmica). O T3 exerce sua acdo através de ligacdo ao receptor nuclear do HT (Tr)
como pode ser visto na figura 4. Este receptor Tr possui afinidade maior por T3 do que por
T4. No cardiomiocito ha presenga de Tral e Trp1 presentes no citossol e TRal presente no
nucleo e no citossol (OJAMAA, 2010). Mais precisamente o Tral estd presente em maior
numero do que Trp no miocardio (KLEIN &, DANZI, 2007). O receptor Tr reside no nucleo,
ligado a0 RXR- receptor X de &cido retindico (DAVIS et. al, 2008) e neste local , o Tr se liga
a Elementos responsivos ao T3 (TRE) em uma regido do DNA. Dessa forma o T3 ao se ligar
ao Tr promove a transcricao genética (FAZIO et al, 2004) e sintese de proteina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arrojo%20E%20Drigo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21679772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Danzi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923583

Figura 4: imagem modificada demonstrando parte do cardiomidcito e possiveis locais de agdo do HT. NCX—
trocador de sodio-calcio; Na+/K+ATPase — bomba de sodio-potéassio ATPase; Ca** — calcio; TRE- elementos
responsivos ao T3 ; TR - receptor para hormonio tireoidiano ;T3- tri-iodotironina;K+ - potéssio; AMPc-
adenosina monofosfato ciclico. (Fonte: KLEIN & OJAMAA, 2001).

Tabelal: Tabela modificada descrevendo a acdo do HT na expressdo de gens cardiacos.

GENS REGULADOS POSITIVAMENTE GENES REGULADOS NEGATIVAMENTE
Cadeia pesada de miosina o Cadeia pesada de miosina 8
Receptor B - adrenérgico fosfolamban
Serca 2 Tral
Na'/K*ATPase NCX

Serca 2- Ca™ ATPase do reticulo sarcoplasmatico; Na*/K*ATPase — bomba de sodio-potassio ATPase; Trol-
receptor al para horménio tireoidiano; NCX- trocador de Na*/Ca*? (Fonte: KLEIN & DANZI, 2007).

A partir da ligagdo ao Tr, o T3 ativa uma série de transcri¢cGes proteicas e aumento da
expressdo de alguns genes (Tabela 1), porém regula negativamente alguns genes. Essa
informacdo pode ser exemplificada através de estudos no tratamento com T3 em modelos
experimentais em ratos, que ocorrre aumento da expressdo da Serca 2 presente no miocérdio e
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reducdo da expressédo de fosfolamban (PLB) (SHENOY et al, 2001). O aumento da expressao
(através de T3) da Serca 2 no cardiomidcito e reducdo da expressdo de fosfolambam (proteina
que quando desfosforilada € inibidora da Serca) aumenta entrada ativa de célcio no reticulo
Sarcoplasmatico do cardiomidcito e assim facilitando a diastole, porque reduz a concentracdo
de calcio no citossol disponivel para contracdo. O reducdo da expressao de NCX é importante
para a reducdo dos efeitos deletérios da isquemia e reperfusdo no miocéardio, levando a
reducdo de influxo de célcio para a célula e assim diminuindo os efeitos causados por
sobrecarga de célcio intracelular que ocorre na injuria de isquemia e reperfuséo.

Adicionalmente foi observado em preparaces de miocardio de ratos tratados com
triiodotironina (T3), que o hormdnio aumenta a expressdo e a atividade da bomba
Na'/K*ATPase (KASTURI et al, 2008) que ¢ essencial para a estabilidade da diferenca de
potencial de membrana.

O HT estéa associado também com aumento da expressdo da cadeia pesada de miosina
a (MHC-a) (WANG et al, 2006), sendo que essa isoforma esta relacionada com uma maior
velocidade Atpasica e portanto maior velocidade/forca de encurtamento do cardiomidcito ou
seja a sistole ocorreria mais rapidamente devido ao aumento da expresséo de MHC- a..

2.1.6.Efeitos ndo Genémicos do Hormonio Tireoidiano no Coracgao

O mecanismo pelo qual o HT atua, neste caso, seria atraves de transducdo de sinais na
célula por atuar em receptores localizados na membrana celular.

O HT possui uma outra atividade importante no miocardio com relacédo a atividade do
trocador de sodio-hidrogénio (Na*/H" ou NHE) presente na membrana plasmatica. O T4, via
acdo ndo genbmica, pode atuar via receptor av33 na membrana plasmatica, ativar a proteina
quinase ativada por mitdégenos (MAPK) e com isso ativar o trocador NHE (DAVIS et al,
2008) podendo ativar também por essa via a angiogénese. O NHE age a favor da Na"K*
ATPase, e causa efluxo de H e o influxo de Na" pela célula (SOUZA, 2008). A ativacdo de
NHE contribui para regular o pH da célula, sendo muito importante em eventos isquémicos,
que causam acidose intracelular como apds injuria de isquemia e reperfuséo.

O HT pode atuar também na translocacdo de receptores extranucleares, Tra ou Trf3
(DAVIS et al, 2008) para o nucleo. Nos cardiomiocitos, Tra. 1 e Trf3 lestdo presentes no
citossol, o Tra 1estd presente no nucleo e citossol (OJAMAA, 2010).

A hipertrofia cardiaca causada pelo HT é principalmente por acdo ndo gendmica, como
pode ser visto na figura 5, no cardiomiocito o T3 se liga ao Tral no citossol ou ao fator de
crescimento para receptor proteina-tirosina-cinase (RPTK) que estd na superficie da célula e
assim ativa PI3K p110 através de interacdes com p85 (subunidade de PI3K). Essa isoforma
PI3Kp110 causa fosforilagdo de fofatidilinositol difosfato (PIP 2) para produzir
fofatidilinositol trifosfato (PIP3). Este Gltimo causa fosforilagdo de AKT atraves de cinase
dependente de fofatidilinositol (PDK1). A AKT ativada causa ativacdo de mammalian target
of rapamycin (mTor). Esta ativada causa fosforilacao de rpS6 e proteina de ligacdo para factor
elF4E (4E-BP1) e consequentemente a sintese de proteinas contrateis, promovendo o aumento
do sarcomero e hipertrofia cardiaca (OJAMAA, 2010). Essa hipertrofia causada pelo HT pode
ser fisiolégica. Porém se houver estimulo crénico pode haver inducdo de hipertrofia
patoldgica resultando em cardiopatia dilatada e faléncia cardiaca devido a uma ma resposta
adaptativa do miocardio (ARAUJO et. al, 2008) .
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Figura 5: esquema modificado representativo de acdo ndo gendmica de T3 em cardiomiécitos. GPCR- receptor
acoplado a proteina G; RPTK- fator de crescimento para receptor proteina-tirosina-cinase; T3- tri-iodotironina;
p110y PI3K- isoforma y de PI3K; pl10a PI3K — isoforma o de PI3K; Tral- receptor al para hormonio
tireoidiano; PIP 2-fofatidilinositol difosfofato; PI1P3-fofatidilinositol trifosfoato; GSK- 3p- glicogenio sintase -
3pB; mTor- mammalian target of rapamycin; 4E-BP1 — proteina de ligac8o para factor elF4E (Fonte: OJAMAA,
2010).

O T3 pode atuar no receptor Trf1 localizado no citosol e assim ativar a via de
fosfatidilinositol 3 cinase (P13K) levando ao aumento da atividade da bomba Na*/K*ATPase
na membrana plasmatica. E pela mesma via, o T3 leva a transcricdo de genes como por
exemplo o fator indusivel de hipoxia la. (HIFa) (DAVIS et al, 2008). Seria um exemplo de
acdo ndo gendmica estimulando a acdo genomica. O aumento da expressdao do gene HIFla,
leva a uma adaptacdo a hipoxia. Como pode ser visto na figura 6, o HT atraves de acdo ndo
gendmica age na proteina aVB3 localizada na membrana celular do endotélio, vai ativar via
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e trasnlocar o Tgf; para o ndcleo e estimular a
angiogénese, aumentando a perfusdo do coracdo, que se estiver sofrendo hipertrofia se
beneficia com esse aumento da vascularizacdo (OJAMAA, 2010) promovendo também uma
outra forma de adaptacdo a hipoxia miocéardica .
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Figura 6: esquema modificado represantativo de acdo ndo gendmica e gendmica do T3 em diversas células
(cardiomidcito-CM, Fibroblasto-FB, celulas endoteliais - CE). T3- tri-iodotironina; T4- tiroxina; ERK- quinase
regulada por sinal extracelular; TRal- receptor ol para hormoénio tireoideano; TRB1- receptor $1 para horménio
tireoideano; PI3k- fofatidilinositol trifosfoato; Akt- proteina cinase B; mTOR- mammalian target of rapamycin;
GATA- fator de transcri¢do codificado pelo gene GATA 4; HIF1a- fator indusivel de hipéxia 1a; MHCa- cadeia
pesada de miosina o ; SERCA2 - Ca+2 ATPase tipo 2 do reticulo sarcoplasmatico; PLB- fosfolambam. (Fonte:
OJAMAA, 2010).

Na tireotoxicose (mediada por D2 em camundogos trangénicos), o0 HT também por via
ndo gendmica, aumenta a responsivicidade p-adrenérgica cardiaca aumentando a producéo de
AMPc que ocorre também apds estimulo B-adrenégico em coracbes e no tecido adiposo
marrom (BIANCO et al, 2004).

Com relacdo ao potencial de acdo rapido do miocardio, na fase 3, ha aumento da
permeabilidade por potassio influenciando na repolarizacdo da célula miocéardica e reducao de
seu potencial de acdo ( JAFFET, 2009). No tratamento com T3 de midcitos isolados de ratos
eutireoideos e hipotireoideos ha reducdo da duracdo do potencial de acdo, que ocorre devido
aumento da corrente de potassio repolarizante (Ik) levando ao aumento na repolarizacéao . Esta
acdo de T3 seria por via ndo gendmica que poderia ativar sinalizagdes que regulam os canais
para potassio na membrana plasmatica. Porém, por via genémica o HT aumenta a expressao
de Ikl (canal retificador para potassio) e 1To, que podem também explicar a reducdo da
duracdo do potencial de acdo rapido do miocardio (SUN, et al 2000). O aumento da saida de
potassio influencia na antecipacdo do potencial de repouso, podendo a célula disparar um
novo potencial de acdo. Quanto mais curta se torna a duracdo do potencial de acdo do
miocéardio, maior a frequéncia de disparos de potencial de acdo o que pode influenciar na
taquicardia visualizada no eletrocardiograma de ratos e pacientes com hipertireotoxicose.

2.1.7 Hipertireoidismo - Alteracdes Hemodinamicas e Cardiacas

Em individuos com hipertireoidismo pode ocorrer: aumento da frequéncia cardiaca, do
volume sanguineo, da fracdo de ejecdo e do debito cardiaco; mas ha reducdo da resisténcia
vascular periférica e do tempo de relaxamento isovolumétrico (FAZIO et al , 2004).

Em excesso, os HT estdo associados com manifestacdes cardiovasculares como:
circulacdo hiperdindmica (WOEBER, 1992), aumento contratilidade cardiaca em humanos e
animais (KLEIN; DANZI, 2007).

Essa classe de horménios é angiogénica (como foi descrito anteriormente em agdes

9


http://www.medigraphic.com/pdfs/revmed/md-2009/md093d.pdf

ndo genomicas do HT) em coragdes de adultos e estimulam crescimento vascular em coracéo
apos infarto de ratos (TOMANEK et al, 1998).

O aumento moderado de niveis de HT causa aumento da expressdo da SERCA 2
(MOOLMAN, 2002) e aumento dos niveis cardiacos de RNAm (4cido ribonucléeico classe
mensageiro) da cadeia pesada de miosina oo (MHC- a), concominante a redug@o dos niveis de
MHC-B (EVERETT et al., 1984), favorecendo o aumento da contratilidade no miocérdio
(PANTOS et al.,, 2007). A SERCA 2 presente no cardiomiécito é importante para o
relaxamento uma vez que ela é importante para o transporte do Ca*? de forma ativa para
dentro do reticulo sarcoplasmatico. Essa mudanca ocorre através da regulacdo pelo HT da
transcricdo de genes de midcitos que codificam essas estruturas (KLEIN; OJAMAA, 2001). A
MHC-a possui atividade de sua ATPase maior e esté relacionada a uma maior velocidade de
contragdo (KIM et al., 1999) favorecendo-a. Com base nisso, o tratamento com HT poderia
melhorar a funcdo cardiaca no modelo p6s-infarto (MAHAFFEY et al, 1995) por favorecer a
contragdo e o relaxamento e por converter uma hipertrofia patologica para uma hipertrofia
fisiologica nos modelos animais de sobrecarga de pressdo cardiaca (CHANG et al, 1997).

No hipertireoidismo a relacdo entre debito cardiaco e pré-carga pode estar preservada
(WANG et al, 2010). Entretanto no hipertireoidismo tardio essa relacdo pode ndo estar bem
adaptada e pode ocorrer taquicardia, que causa reducdo do encurtamento do cardiomidcito,
contribuindo para reducéo da fracdo de ejecdo (HOLUBARSCH et al, 1998).

Os HTs em excesso também causam hipertrofia cardiaca pelo seu efeito na
proliferacdo celular (YAMADA-OKABE et al, 2003), afetando a contratilidade, podendo
levar a faléncia cardiaca em pacientes hipertireoideos (WANG et al, 2010).

Ha estudos que relatam que Tiroxina em excesso aumenta a susceptibilidade a
apoptose, reduzindo a contratilidade de cardiomiécitos (WANG et al., 2010), levando ao
aumento da area focal de fibrose no coracdo de ratos (GOMBERG-MAITLAND &
FRISHMAN, 1998), podendo indicar reparo ap0s apoptose ou necrose de cardiomidcitos no
miocardio ventricular. Ja foi mostrado que em excesso de T4 pode ocorrer ativacdo da via da
caspase para induzir apoptose (YAMADA-OKABE et al., 2003). Em cardiomidcitos
neonatais de ratos, T3 inibiu a expresssdo de PKC € (proteino quinase €) (RYBIN;
STEINBERG, 1996), fator que protege contra apoptose em cardiomiécitos (DORN;
BROWN,1999, in WANG et al, 2010) ressaltando esse efeito apoptético do T3. Uma alta taxa
de apoptose de cardiomidcitos hipertrofiados pode ser outro fator que contribui para a faléncia
cardiaca no hipertireoidismo (WANG et al, 2010) .

O HT reduz as correntes do canal de Ca™ tipo L no atrio esquerdo, resultando em
encurtamento do potencial de acdo e na maior susceptibilidade ao estabelecimento de
circuitos de reentrada (WATANABE et al 2003) e fibrilacdo atrial, os quais apresentam maior
incidéncia em pacientes com hipertireoidismo em comparacdo a populacdo saudavel (CHEN
et al, 2011). Neste evento, o0 HT atua via receptor para hormdnio tireoidiano (Tr) podendo
suprimir a via dependente de proteina de ligacdo a elemento responsivo a AMPc (CREB)
reduzindo a expressdo da subunidade a de canais de Ca* tipo L (CHEN et al, 2011). A
reducdo na expressdo dos canais de Ca*? pode proteger o cardiomidcito de uma sobrecarga de
calcio, mas em oposicdo, resulta no encurtamento do potencial de acdo e na refratariedade
atrial (YUE et al, 1997).

Ainda com relacdo ao atrio esquerdo de coragdes hipertireoideos, mudancas
hemodindmicas como elevacéo da pressdo do atrio (por exemplo secundério a um aumento na
massa ventricular esquerda) € sugerido também constituir risco aumentado para fibrilacéo
atrial (KAHALY; DILLMANN, 2005).
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2.1.8 Hipotireoidismo - Altera¢gdes Hemodin&micas e Cardiacas

No hipotireoidismo induzido, a reducdo da demanda por oxigénio é um importante
fator protetor da injuria tecidual devido a reducdo da producdo de radicais livres reativos
(ISMAN et al, 2003). Além disso, no estado metabélico reduzido ha protecdo contra o dano
oxidativo causado por espécies reativas ao oxigénio (OREN et al, 1996), protegendo os
tecidos da peroxidacdo lipidica (SWAROO; RAMASARMA, 1985). H& diversas evidéncias
de que através de acdo na imunidade mediada por células, o hipotireoidismo pode causar este
efeito protetor (ISMAN et al, 2003).

Em individuos com hipotireoidismo (FAZIO et al, 2004), é comum ocorrer: reducdo
da freqliéncia cardiaca, volume sanguineo, fracdo de ejecdo e débito cardiaco.Porém pode
haver aumento da resisténcia vascular periférica e do tempo de relaxamento cardiaco.

A reducéo cronica do hormonio tireoidiano leva a disfuncdo ventricular, dilatacdo da
camara ventricular (TANG et al, 2005), bradicardia, injuria na contratilidade cardiaca
(KLEIN, 2003) e com isso reducdo do débito cardiaco (LIU & GERDES, 1990; KLEIN,2002
in TANG et al, 2005).

A reducdo da contratilidade e atraso no relaxamento isovolumétrico em coragdes de
hipotireoideos, resulta da reducdo da expressdo de SERCA 2 e aumento da expressdo da
fospolambam (KLEIN & DANZI, 2007). Possivelmente, essa mudancga na expressao dessas 2
proteinas possa influenciar em uma alteracdo na fungéo diastolica .

Também € conhecido que devido ao hipotireoidismo ocorrem varios efeitos
eletrofisiolégicos como: bloqueio atrio-ventricular, prolongamento do intervalo QT e limiares
de estimulacdo atrial elevados. Este aumento do intervalo QT € um parametro
eletrocardiografico que estd associado com o risco aumentado para o desenvolvimento de
arritmia ventricular maligna (PATTON et al., 2008).

O hipotireoidismo promove fibrose do miocardio, estimulando os fibroblastos,
enquanto que o oposto € verdadeiro com relacdo ao hipertireoidismo. O HT reduzido pode
estimular também fibrose miocardica e aumento da expressao do colageno (WU et al., 2007).

Em animais submetidos ao hipotireoidismo tratados com propiltiouracil (uma droga
anti-tireoidiana), a reducdo do HT aumentou a resisténcia arteriolar, causou impedimento no
fluxo coronariano e reduzida densidade de arteriolas (TANG et al, 2005). Hipotireoidismo
crébnico em ratos adultos leva a perda de arteriolas coronarianas. Com o fluxo sanguineo
prejudicado, ocorre uma ma adaptacdo dos cardiomidcitos, e desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca (GERDES & IERVASI, 2010).

H& uma associacdo entre a mortalidade por doenca coronariana, e baixa funcéo
tireoidiana em mulheres (ASVOLD et al., 2008) e o hormdnio tireoidiano reduzido pode
contribuir para faléncia cardiaca (BIONDI & KLEIN, 2004).

Assim tanto o hipertireoidismo e hipotireoidismo podem levar a lesdo cardiovascular,
incluindo faléncia cardiaca. Devido ao status endocrino e condicdo cardiaca ocorrem
modificacdes estruturais adaptativas que podem estar sendo adequadas ou ndo ao coracao e ao
organismo. Assim, ha um conjunto de informacdes que precisam ser avaliadas com relacdo ao
coracdo em condicdes como hipertireoidismo e hipotireoidismo. Alteracbes nos hormoénios
tireoidianos por longo periodo podem levar a modificacGes adaptativas ao miocardio com
consequéncias a cardioprotecdo. Os mecanismos pelos quais o hormdnio tireoidiano e o
quanto seu status pode contribuir para a cardioprotecdo merece maior investigacéo.
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2.2 Acoplamento Excita¢éo-Contragao

O coracdo é uma bomba que recebe e ejeta sangue devido aos eventos de diéstole e
sistole do miocardio comandados pelo marcapasso nodo sinusal e sofrendo modulacédo pelo
sistema nervoso autondmico. O estimulo para a sistole chega na forma de despolariza¢do. O
potencial de acdo se propaga pela membrana pelos tdbulos transversos e ao chegar nos
receptores dihidropiridinicos (lca - canais de calcio tipo lento), alteram a permeabilidade da
membrana; e causa aumento da [Ca*? ]iou seja influxo de Ca*. Esse aumento causa ativacdo
dos receptores de rianodina tipo 2 (RyR2). Os RyR 2 se encontram na membrana do reticulo
sarcoplasmatico; e sua ativagdo causa liberacdo de Ca**? para o sarcoplasma. Se a liberacéo
de Ca**? for alta estaré disponivel para a contragdo do mésculo. Como pode ser visto na figura
7A, no reticulo sarcoplasmético do cardiomidcito existe também uma ATPase denominada
Ca*? ATPase do reticulo sarcoplasmatica (SERCA 2) que através de consumo de ATP bombeia
Ca *? para seu interior causando relaxamento do musculo (VASSALLO et al, 2008). A
SERCA é regulada através da fosfolambam. Quando esta é fosforilada, ocorre desligamento
entre SERCA e fosfolambam, permitindo a entrada de Ca**? para dentro do reticulo
sarcoplasmatico, sendo este evento importante para a diastole (REED et. al, 2000).

A miosina possui uma enzima com atividade de ATPase (hidrolise de ATP) inserida na
cadeia pesada da meromiosina pesada que € parte da miosina (VASSALLO et al, 2008). Com
a presenca de ATP e Ca*?, este se liga a troponina C, e com isso ocorre o deslizamento da
tropomiosina deixando livre o sitio da actina para ligagdo a miosina como pode ser visto na
figura 7B. A miosina ao se ligar a actina ativa sua ATPase e com isso formam-se pontes
cruzadas (entre actina e miosina) e contracao (sistole). Devido a hidrdlise de ATP hé liberacéo
de ADP + Pi. Se houver fornecimento de ATP, a actina de desliga da miosina (relaxamento ou
diastole). O ATP se liga a miosina, ocorre clivagem do ATP e liberacdo de fosfato inorganico
(Pi). O ciclo continua até que a SERCA 2 bombeie Ca™ de volta para o reticulo
sarcoplasmético. Com a presenca de Ca*? (REGNIER et. al 2004), este se mantém ligado a
Troponina C, estabilizando a tropomiosina em um estado aberto e ativo de forma a manter a
actina livre para a interacdo com a miosina, mantendo as pontes cruzadas (entre actina e
miosina) mais fortes.

O trocador NCX € encontrado em todas as células na membrana plasmatica e na
membrana do reticulo sarcoplasmatico. Este trocador contribui pra o equilibrio na [Ca**?] i
(concentracdo intracelular de Ca™) causando efluxo de Ca*? (REED et. al, 2000) e
contribuindo para evitar o acimulo excessivo de [Ca**] i.
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Fig7: esquema modificado demonstrando: A- acoplamento excitacdo-contracdo no miocardio;B- pontes cruzadas
entre miosina e actina. Na+/K+ATPase - bomba de sédio-potassio ATPase; NCX-trocador de sédio/célcio; RyR-
receptor de rianodina; RS- reticulo sarcoplasmético;NHE- trocador de sédio/hidrogénio; Ca+2ATPase-; PLB -
fosfolambam; Tn-Tm- complexo troponina- tropomiosina; AM-ADP- complexo actina-miosina- adenosina
difosfato; A- actina; M-ATP- complexo miosina- adenosina trifosfato; Pi - fosfato inorganico; ADP- adenosina
difosfato; ATP- adenosina trifosfato (Fonte: KANG et al, 2007).

2.3 Isquemia e Reperfuséo

O estudo da isquemia e reperfusdo € importante devido a alta taxa de doencas
cardiovasculares com obstrucdo de artérias corondrias, como por exemplo arterioesclerose e
aterosclerose, podendo levar ao impedimento do fluxo coronariano e infarto do miocéardio.

A doengca isquémica cardiaca causada por interrup¢do do fluxo sanguineo esta prevista
por se tornar a principal causa de mortes no mundo em 2020 (MURRAY & LOPEZ, 1997).

Nos Estados Unidos, aproximadamente um milhdo de pessoas por ano sofrem infarto
do miocéardio. Além disso, 700 pacientes (por ano) passam por cardioplegia devido a serem
submetidos a cirurgias cardiacas (TURER & HILL, 2010). Na cardioplegia utiliza-se a
parada do coracdo para realizacdo de cirurgias com uso de solugdes protetoras ao coracao.

Em raros casos, pacientes com dor no peito, alteracdes no eletrocardiograma
associados com hipertireoidismo pode sugerir isquemia miocardica (CHOI et al, 2005). No
caso de hipotireoidismo, este tem sido associado com elevados niveis de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) séricos e risco de doencas cardiovasculares (ASRANNA et al, 2012).

A falta de fluxo de sangue provoca isquemia no tecido. Na isquemia hd um
desequilibrio entre suprimento e demanda de oxigénio (O;), resultando em dano e disfuncédo
tecidual. Como tratamento utiliza-se a restauragdo do fluxo de sangue que também causa
lesdo no tecido denominada de injuria de isquemia e reperfusdo. Como exemplo, na resolucédo
de arteriosclerose, apds cateterismo de vasos ou quando um trombo se solta de um vaso
obstruido h& injuria de reperfus&o.
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A lesdo de isquemia e reperfusdo pode se manifestar através de: arritmias perigosas
tais como  taquicardias  ventriculares e  fibrilagdo, reduzida forca  de
desenvolvimento da contratilidade do miocardio e aumento da &rea de morte celular
(ROBERTS & CHRISTINI, 2011).

Esta lesdo de isquemia e reperfusdo induz estresse oxidativo. Pode ser visto na figura 8
que uma explosdo de espécies reativas de oxigénio (Eros) ou radicais livres ap6s a reperfusdo
do miocérdio isquémico é suficiente para induzir a morte celular (ROBIN et al., 2007).
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Figura 8: esquema modificado demonstrando os efeitos da isquemia e reperfusdo no miocardio. SOD-
Superéxido dismutase. (Fonte: VALKO et al , 2007).

No miocardio as trés maiores fontes de geracdo de radicais livres sdo: xantina oxidase
(presente principalmente nas celulas endoteliais); cadeia transportadora de elétrons das
mitocéndrias de cardiomiocitos e NADPH oxidase de leucdcitos (ZWEIER & TALUKDER,
2006).

Devido a reducdo do fluxo sanguineo, ha diminuicdo da tensdo de O, e formacdo de
Eros pelas mitocondrias. Como pode ser visto na figura 9, na isquemia, 0 cONSUMO eXcessivo
de ATP leva a formacdo de xantina e hipoxantina, que na reperfuséo, e devido ao influxo de
02, serdao metabolizados pela xantina oxidase e havera producéo de grande quantidade dessas
substancias (Eros) (GRANGER et al., 2001 in VALKO et al., 2006 ). Assim, devido as Eros
liberadas, e com a restauracdo do fluxo sanguineo apds um periodo de oclusdo coronariana
ocorre dano ao miocardio (VALKO et al., 2006).
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Figura 9: esquema modificado representando mecanismo molecular de geracdo de radicais livres. ATP-
adenosina trifosfato; ADP- adenosina difosfato; AMP- adenosina monofosfato ciclico, NADPH - nicotinamida
adenina dinuclotietideo fosfatase —oxidase; HX- hipoxantina; XO- xantina oxidase; 0, - peréxido ; L arg- L
arginina; L cit — L citrulina- NO- éxido nitrico; NOS- éxido nitrico sintetase; AD- adenosina deaminase ; NT —
transportador de nucleotideo; CoQH, — ubiquinona CoQ (Fonte: ZWEIER & TALUKDER, 2006).

Durante a isquemia o0 oxigénio se esgota. As celulas iniciam metabolismo anaerdbico
que produz um saldo menor de ATP, com progressao para acidose metabdlica. O trocador
trocador sddio-hidrogénio (NHE) localizado na membrana plasmatica causa efluxo de prétons
(H") e influxo de Na'. Além disso, ha aumento do efluxo de K* via Karp (canal de potéassio
sensivel a ATP) devido a sua inativacdo, e reduzida atividade da bomba de Na'/K*ATPase.
Assim, ha aumento de [Na'] intracelular e aumento da [K'] extracelular o que contribui para
reduzir a duracdo do potencial de acdo. Pode ser visto na figura 10 que devido ao aumento de
[Na'] intracelular, o trocador de Sodio Calcio (NCX) também localizado na membrana
plasmética comeca a trabalhar no modo reverso, aumentando o influxo de Ca** causando uma
sobrecarga de célcio intracelular (ROBERTS & CHRISTINI, 2011). Esta sobrecarga de
calcio intracelular esta associada a liberacfes expontaneas de céalcio e arritmias cardiacas
(ORCHARD & CINGOLANI, 1984 in ROBERTS & CHRISTINI, 2011).

Além da atuacdo de NCX no modo reverso, a ocorréncia de entrada de Ca*? através do
canal de Ca*? tipo L pode contribuir para o aumento da [Ca*?]; durante a isquemia (CHEN et
al., 2005 in MURPHY & STEENBERGEN, 2008). Essa sobrecarga de Ca* intracelular no
inicio da reperfusdo resulta em hipercontratura e morte celular (MOENS et al., 2005 in
ROBERTS & CHRISTINI, 2011).

Durante a isquemia cardiaca, a célula miocardica sofre danos e inclusive em suas
mitocéndrias. A mitocondria possui uma membrana interna que é impermeavel (FRANK et al,
2012). Na membrana interna da mitocondria existe um poro denominado de poro de transi¢do
de permeabilidade mitocondrial (PTM). Esse poro é formado por um canal dependente de
voltagem. Sob condicdes fisiologicas este se apresenta fechado e se abre na presenca de
sobrecarga de calcio intracelular (HEUSCH et al , 2010) que ocorre devido a acidose.

Durante a isquemia parte do ATP ¢ consumido, mas sua energia € utilizada para
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manter o potencial de membrana mitocondrial (MURPHY & STEENBERGEN, 2008) . Sendo
que neste momento de isquemia o poro se encontra fechado. Porém na reperfusdo, como pode
ser visto na figura 11, com a restauragdo do pH, ocorre abertura deste poro nos 5 minutos
iniciais (FRANK et al, 2012). Quando o pH é restaurado esse [Ca*]i em excesso iniciara a
ativacdo do PTM (HALESTRAP et al, 1997 in SCHRIEWER et al, 2013). A ciclosporina é
uma droga imunossupressora, atua no PTM e previne danos na membrana mitocondrial
devido a sobrecarga de célcio intracelular, reforcando assim a importancia do preservagao

mitocondrial (BOBADILLA et al,2001).
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FiguralO: esquema modificado demonstrando alteracBes que ocorrem na membrana citoplasmaética e na
mitocOndria principalmente ativacdo do poro de transi¢do mitocondrial apés lesdo de isquemia e reperfuséo.
NHE- trocador de s6dio e hidrogénio;ATP- adenosina trifosfato; ADP- adenosina difosfato;PTM- poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial;pH-potencial hidrogeniénico (Fonte: MURPHY & STEENBERGEN,

2008).
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Figura 11: imagem modificada demonstrando isquemia e reperfusdo, ativacdo e abertura do poro de transicdo
mitocondrial, que ocorrem devido a sobrecarga de Ca*® + estresse oxidativo + restauracéo do fluxo de sangue e

do pH-potencial hidrogenidnico. ATP- adenosina trifosfato; PTM- poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (Fonte:YETGIN et al, 2010).

A abertura do PTM representa 0 maior componente de regulacdo de degeneracdo de
organelas e de necrose de cardiomiocitos (SHAHEEN et al, 2011).

Além da sobrecarga de [Ca*]i, como pode ser visto na figura 12, a excessiva
quantidade de Eros decorrente da reperfusdo também causa abertura do PTM (SCHRIEWER
et al, 2013), levando a um colapso no potencial de membrana mitocondrial (ZOROV et al,
2006). Além disso, 0 aumento de Eros durante isquemia e reoxigenacao ocorre devido a danos
nos componentes da cadeia de transportadora de elétrons presente na mitocondria, resultando
em ineficiente transferéncia de elétrons, perda da fun¢do mitoncodrial, queda de ATP e mais
geracdo de superoxidos (MURPHY & STEENBERGEN, 2008).

Assim, a abertura do PTM ativada por excessiva [Ca*’]; é favorecida por altas
concentracdes de fosfato inorganico, Eros, O0xido nitrico e uma reducdo do potencial da
membrana interna mitocondrial. Essas condi¢des em conjunto acontecem durante a isquemia
e reperfusdo do miocardio (HEUSCH et al , 2010) e irdo levar a morte celular.

Seguido a injdria de isquemia e reperfusdo, radicais livres que foram formados
disparardo a injuria celular. Radicais livres causam lipoperoxidacdo que causa danificacdo da
membrana celular e inchago celular. Em virtude de seu elétron ndo emparelhado, os radicais
livres sdo instaveis, reativos e de curta duracdo. As Eros além de prejudicar as células, levam
a peroxidacdo de lipidios de membrana, desnaturacdo de proteinas, incluindo enzimas e canais
ionicos, e danificacdo ao DNA (ZWEIER & TALUKDER, 2006).
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Figura 12: imagem modificada demonstrando isquemia e reperfusdo, abertura do PTM e morte celular. ATP-
adenosina trifosfato;Eros- espécies reativas de oxigénio;pH - potencial hidrogenidnico; PTM- poro de transicdo
de permeabilidade mitocondrial (Fonte: WHITTINGTON et al, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Considerando que o hormonio tireoidiano exerce efeitos importantes no sistema
cardiovascular, o objetivo central deste estudo foi investigar se alteragdes no status tireoidiano
poderiam alterar a suscetibilidade ao infarto dos coracdes de ratos submetidos ao modelo de
isquemia-reperfuséo.

A isquemia e reperfusdo € modelo clinico de infarto com manobras invasivas de
reperfusdo. Com esse modelo de isquemia e reperfusdo é possivel analisar as lesGes que
acontecem durante e posteriormente ao evento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a funcdo cardiaca e o grau de lesdo miocardica de coragdes isolados de ratos
hipertireotoxémicos e hipotireoideos.

2. Estudar o efeito da alteracdo do status tireoidiano sobre as arritmias cardiacas de
reperfusdo em coracgdes isolados de ratos hipertireotoxémicos e hipotireoideos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, adultos ( > 45 dias), peso entre 87
a 157 gramas. Os animais utilizados eram procedentes do Biotério do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ. Os animais permaneceram em sala climatizada (+ 27°C),
sob controle de claro e escuro (12 horas por periodo), com &gua e racdo ad libitum. O
protocolo de estudo foi aprovado pelo comité de ética institucional IBCCF194-07/16.

A idade de 45 dias para os animais foi necessaria para que 0s animais pudessem ser
tratados e apds o tratamento tivessem mais do que 2 meses (180 e 200 gramas) 0 que estava
de acordo com tecnica realizada em outros estudos com coracéo isolado (ZIVKOVIC et al ,
2013).

4.2 Pesagem dos animais e consumo

Os animais foram pesados em balanca digital (Marte A500) no primeiro dia de
tratamento, depois a cada 3 dias e no dia da eutanasia.

A ingestdo de agua dos animais foi realizada diariamente no mesmo horario. Este
consumo definimos como quantidade de dgua ingerida pelos animais durante 24 horas. Sendo
que esta agua continha Metimazol (grupo MMZ); ou Tiroxina + NaOH (grupo T4) ambos
diluidos em agua destilada; ou agua destilada + Na OH (grupo controle).

4.3 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos: hipertireoideos (Grupo T4, n=17),
hipotireoideos (Grupo MMZ, n= 14) e eutireoideos (Grupo controle, n=18). A tireotoxicose
foi induzida por T4 na concentracdo de 12 mg/L (BARALDI et. al 2013) e o hipotireoidismo
induzido por metimazol na concentracdo de 300mg/L (NAM et. al 2012), ambos
administrados na agua de beber por 35 dias (figura 15). O metimazol € um farmaco do grupo
das tionamidas. Foi utilizado neste estudo por ser um farmaco inibidor da tireoperoxidase
(BANDYOPADHYAY et al, 2002), enzima que atua na sintese do HT e por isso esse farmaco
é capaz de reduzir o HT plasmatico.

O hipertireoidismo pode ser primério (tireoide executando sua funcdo em excesso) ou
secundario (o hipotalamo ou hipofise estimulando em excesso a tireoide); nos dois casos ha
aumento de T4 séricos. Na tireotoxicose utilizada em nosso modelo também ha aumento de
T4 sérico porém este aumento ndo foi devido ao estimulo da tireoide, uma vez que o T4 era
administrado por via oral, era absorvido e portanto ficava circulante.

Para a diluicdo da solucdo do grupo controle, nés utilizavamos 4 gramas de NaOH
diluidos em 50ml de agua destilada. Apds diluicdo, nos transferiamos a solucéo para um baldo
volumétrico e avolumavamos até obter uma solucdo de 100ml que ficava estocada em
geladeira. Desta solugdo nds retiravamos 5 ml e avolumavamos até 200 ml que era transferida
para uma garrafinha de beber que era utilizada para o grupo controle.

Para a diluicdo da solucdo do grupo T4, noés diluiamos 2,75 miligramas de T4
adicionados a 5 ml da solugédo estoque de NAOH e avoluméavamos até obter 200 ml pra uma
garrafinha. Esta garrafinha era utilizada para o grupo T4.

Para a diluicdo da solu¢do do grupo MMZ, nds pesavamos 2100 mg de metimazol
adicionados a 7000 ml de agua pura que ficava estocada. Desta solucdo estoque nos
retiravamos 200 ml para preencher a garrafinha de agua de beber para o grupo MMZ.
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Durante 2,5 semanas 0s animais eram tratados na UFRRJ e as semanas seguintes
foram conduzidos para a UFRJ (Universidade Federal do Rio de Janeiro) para que 0s animais
fossem ambientados. Assim durante as 5 semanas do tratamento, o peso corporal e 0 consumo
dos animais era mensurado com a frequéncia relatada anteriormente.

Apbés o periodo de tratamento, os animais foram submetidos & injecdo IP
(intraperitoneal) de heparina (heparina sodica 5000 Ul/ml :1 ml /Kg). Cinco minutos apds,
foram submetidos & inalagdo por CO2 e eutanasia por meio de decaptacdo em guilhotina para
que fosse realizada toracotomia, retirada do coragdo, e o0 coragéo isolado fosse canulado em
aparato de Langendorff modificado. Todo o procedimento foi realizado em ambiente
tranquilo, com imediata inconsciéncia seguida de morte, seguindo as normas da Resolucédo
1000 do CFMV (Conselho Federal de Medicina Veterinaria) de 2012. A utilizacdo do método
de guilhotina foi realizado por ser um artificio pelo qual é possivel ser coletado 0 maximo de
sangue para as dosagens séricas que serdo descritas a seguir e para que o0 coracdo pudesse ser
facilmente excisado por toracotomia sem sofrer hemodinamicamente e/ou leséo por demora
do procedimento. Uma vez que haja demora na retirada do coracéo (no caso de se fazer coleta
de sangue por flebotomia), este sofre estimulos iniciais que podem levar a cardioprotecédo
comprometendo todo o experimento.

4.3.1 Coleta de sangue

Logo apos a toracotomia, 0s animais tiveram o sangue coletado para as dosagens de
T4 e T3 séricos pela técnica de radioimunoensaio (RIE) utilizando Kits especificos. Através
dessas dosagens foi possivel determinar se houve alteracdes dos niveis hormonais para
confirmar tireotoxicose e hipotireoidismo nos grupos experimentais .

4.3.2 Biometria

Para que fosse realizada a biometria, os animais foram pesados como ja descrito
anteriormente. Foi realizada pesagem dos coracGes em balanca digital (Marte A500) e
medicdo do comprimento da tibia. Foram realizadas a razdo do peso do coracéo/peso corporal
e razdo peso do coracdo/comprimento da tibia para medicdo de indice indireto de hipertrofia
cardiaca.

4.3.3 Protocolo Experimental — coracéo isolado

Neste estudo foi utilizada técnica de Langendorff modificada ou técnica de coracédo
isolado modificada. A preparacdo do coracdo isolado modificada proporciona estudos com
pesquisa cardiovascular, farmacologia, incluindo estudos com lesdo de isquemia e reperfuséo,
terapia celular e transplante cardiaco (SKRZYPIEC-SPRING et al, 2007). Sendo que no
nosso trabalho nds estudamos lesdo de isquemia e reperfusdo como modelo de inducdo de
infarto.

Para que fosse realizada a técnica, apds a toracotomia e coleta do sangue, 0s coracdes
dos ratos foram retirados rapidamente e submersos em solu¢édo de Krebs-Henseleit modificada
[NaCl (118 mM), KCL (4,7 mM), NaHCO3 (25 mM), KH2PO4 (1,2 mM), MgS0O4 (1,2mM),
glicose (10 mM) e CaCl2 (1,8mM)], saturada com mistura carbogénica (95% O2 +5 % CO,)
para ajustar o pH em 7,4 e aquecida a 37°C. Esses coragdes foram pesados e a seguir,
rapidamente a aorta era canulada para que fosse realizada técnica modificada de Langendorff
(PANTOS et al., 2000). Como demonstrado na figura 13, a aorta era perfundida com fluxo
constante de 10 ml/min de forma retrograda com a solugdo de Krebs-Henseleit modificada
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através de uma bomba peristaltica (Gilson, Miniplus 3). Um baldo de latex era inserido no
ventriculo esquerdo através de uma incisdo no atrio esquerdo para que fosse medida a pressao
dentro do ventriculo esquerdo. Este baldo era conectado por uma cénula, que estava conectada
a um transdutor de pressdao (PT 300, Grass Technologies). O volume deste baldo era
preenchido com &gua destilada para que a pressdo ventricular atingisse pressao diastélica
inicial de 10 mmHg. Este transdutor era conectado a um amplificador (ML 110
ADInstruments), que era conectado a um conversor digital analégico (PowerLab 400,
ADInstruments). Assim 0s registros eram digitalizados e armazenados em computador para
posterior analise através do programa Chart 4.0 (ADInstruments). Logo apés a insercdo do
baldo de latex, e verificada a pressao diastélica intraventricular de 10 mmHg os coragdes eram
imersos novamente em solucdo de Krebs.

Os coracdes eram perfundidos com solucdo de Krebs modificada durante 5 minutos
iniciais (periodo de estabilizacdo), seguido por 25 minutos (periodo controle ou basal),
isquemia global de 30 minutos e reperfusdo de 1 hora como demonstrado na figura 14. A
isquemia era realizada por parada do fluxo da bomba de infuséo e a reperfusdo por retorno da
ligagdo desta. A isquemia e reperfuséo foi realizada com o objetivo de avaliar se 0s coragdes
dos ratos dos 3 diferentes grupos estariam mais ou menos susceptiveis ao insultos causados
pela injuria.

4.4 Eletrocardiograma in vitro

Durante o experimento no coragdo isolado foi medida a atividade elétrica do coracdo
atraves de eletrodos imersos na solucdo proximo ao epicardio para que fossem analisadas as
arritmias de reperfusdo. O eletrodo negativo era colocado proximo ao atrio direito e o eletrodo
positivo era colocado proximo ao apice ventricular. Era imerso em solu¢do um fio terra de
forma que os trés eletrodos eram mantidos em distancias equivalentes para obtermos o melhor
registro possivel. Os sinais elétricos eram conduzidos através dos eletrodos até um
amplificador (Bioamp 136, AD Instruments). Ap6s a amplificacdo, 0s sinais eram
digitalizados (Powerlab 400) e gravados no computador para analise no programa Chart 4.0
(AD Instruments).
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Figura 13:Representacdo esquematica da preparacdo de coracédo isolado (Langendorff) modificado e aparelhos
de aquisicdo de dados. 1- solucdo de Krebs; 2- bomba de infusdo; 3- transdutor de pressdo; 4- Conversor A/D;
5- Registro da Pressdo Intraventricular; 6 - bomba de aquecimento; 7- eletrodos. Imagem cedida gentilmente
pelo Laboratério de Eletrofisiologia Cardiaca Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).

Estabilizacédo Basal Reperfuséo

5 minutos 25 minutos 30 minutos 60 minutos

Figura 14: Esquema demonstrando o protocolo de isquemia e reperfusdo no qual foram realizados 5 minutos de

perfusdo durante a estabilizacdo, seguidos de 25 minutos de perfusdo durante o periodo basal, 30 minutos de
isquemia e 60 minutos de reperfusao.
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Figura 15: Esquema demonstrado o protocolo de todo o experimento: os animais foram tratados durante 35 dias.
No término do tratamento, todos os animais foram submetidos a eutanasia e seus coragdes foram canulados para
que fosse realizada isquemia e reperfusdo pela técnica de Langendorff modificada. Ao fim de todo o
experimento os coragBes foram corados com TTC para analise da &rea de infarto. RIE- radioimunoensaio; T4-
tiroxina; T3- tri-iodotironina; NaOH- hidroxido de sédio; TTC- trifeniltetrazolio

4.4.1 Analise das arritmias de reperfuséo

O registro do eletrocardiograma dos coragdes isolados foi analisado porque apds a
injdria de isquemia e reperfusdo € comum ocorrem arritmias. Estes registros foram analisados
durante os 30 primeiros minutos de reperfusdo (descartando o primeiro minuto). Estes
registros foram analisados de acordo com o guia de estudos de arritmias experimentais:
Conveccdo de Lambeth (WALKER et. al, 1988). As arritmias foram classificadas em:
batimentos ventricular prematuro (BVP); bigeminismo (BG), salvas (SS); taquicardia
ventricular (TV) e fibrilacdo ventricular (como demonstrados nas figuras 17 a 21). Com a
relacdo as taquicardias ventriculares foi contado o tempo de sua duracdo.

a) ritmo sinusal — batimento com onda P seguido de complexo QRS normal.

T

Figura 16: imagem demonstrando registro de eletrocardiograma, com presenca de ritmo sinusal
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b) BVP- sdo batimentos ventriculares isolados, com complexo QRS (despolarizacdo
ventricular) prematuro, que ndo é precedido por onda P (despolarizacdo dos atrios). Os BVP
normalmente possuem QRS anormais, prolongados e bizarros.

Figura 17: imagem demonstrando registro de eletrocardiograma com presenca de BVP (apontado por seta)
¢) Bigeminismo: variante do batimento ventricular prematuro. E caracterizado por registro

periddico de uma sequencia minima de uma onda P, um complexo QRS normal e um
batimento ventricular premauto. Sendo que essa seqtiencia pode se repetir.

| t t t t

Figura 18: imagem demonstrando registro de eletrocardiograma com presenca de bigeminismos (apontados por
seta).

d) Salva: sdo dois ou trés batimentos ventriculares prematuros consecutivos.

I A ™ F‘\f‘*”“\m Yy
BESGEEIGanuEEREE nEE HERE
Figura 19: imagem demonstrando registro de eIetrocardiograTma com presenca de uma salva apontado por seta

e)Taquicardia Ventricular- € definida por uma seqlencia de 4 ou mais batimentos
ventriculares prematuros consecutivos.

bbb A MY
s

Figura 20: imagem demonstrando registro de eletrocardiograma com presenca de taquicardia ventricular
sustentada (apontada pela seta) .

f) Fibrilagdo Ventricular: € definida como um sinal a partir do qual ndo se pode distinguir um
complexo QRS do préximo complexo QRS. E uma instabilidade morfoldgica pela qual ndo se
pode medir a frequéncia cardiaca.

WAV AAAANY TN Y IIMMAMAMAAAANVAANYANMA st ax i mae A4 U 14
Vel

Figura 21: imagem de registro de eletrocardiograma demonstrando fibrilacdo ventricular (apontado por seta)
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4.5 Performance do ventriculo esquerdo

As avaliagfes funcionais (in vitro) foram feitas por cateterizacdo ventricular para
registro de pressdo isovolumétrica. Através de cateterizacdo intraventricular esquerda foi
possivel a obtencdo dos pardmetros de contratilidade: pressdes sistélica (PSVE), pressao
diastolica final (PDFVE) e pressdao desenvolvida (PDVE) pelo ventriculo esquerdo durante o
experimento em coracdo isolado para posterior analise no programa Chart 4. Foram
descartados os coragBes que tiveram arritmias e PDVE < 80 mmHg no final do periodo de
estabilizacdo (anterior ao periodo basal).

4.6 Andlise da area de infarto

Apds o experimento como demonstrado na figural?7, os coragdes eram retirados da
solucdo de Krebs. Em seguida nos extraimos os atrios. O restante do coragdo (ventriculos
esquerdo e direito) foi seccionado em 3 ou 4 fatias transversais. Essas fatias (com 2 mm) eram
imersas e coradas em uma solucdo tampdo fosfato (pH 7,4) com TTC (trifeniltetrazolio,
Sigma ®) a 1% no qual era incubadas por 3 minutos. Este reagente, TTC é uma substancia
que cora area viavel do tecido (VIVALDI et al, 1985). Ap6s os 3 minutos, 0s coracfes eram
imersos em formol a 10% por um periodo entre 1 hora e 24 horas com o objetivo de obter
uma melhor imagem de contraste. Apos este periodo os cortes eram secos em papel toalha e
colocados entre 2 laminas para que a sua imagem fosse obtida atraves de um scaneer (HP
photosmart). As imagens gravadas foram analisadas através do programa Image J, para
determinacgdo planimétrica da area de infarto como demonstrado na figura 22. Atraves das
imagens, eram somadas as areas totais e as areas infartadas (de cor esbranquicada)
separadamente e foi feita a razdo dessas 2 areas (area de infarto/area total), na qual foi obtida
a percentagem da area de isquemia.
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Figura 22: Imagem de trés fatias transversais de um corac¢do do Grupo MMZ demonstrando andlise planimétrica
da érea de infarto (contorno amarelo por exemplo, na fatia do meio).
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4.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa ANOVA seguido do teste de Bonferoni com
0 auxilio do programa GhraphPad Prism (versdo 5.0). E os resultados foram representados
como média + erro padrdo da média e as diferengas foram consideradas significativas se P <
0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Hormonios Tireoidianos

5.1.1 Concentragao de T4 no plasma

A figura 23 demonstra que no grupo T4 houve maior concentracdo plasmatica de T4
comparando com o grupo controle (12,19 + 1,346 pg/dL versus 4,103 + 0,2525 pg/dL, sendo
grupo T4 versus grupo controle, P < 0,01). Por outro lado, no grupo MMZ houve menor
concentracdo plasmatica de T4 comparando com o grupo controle, (2,058 + 0,1352 pg/dL
versus 4,103 + 0,2525 pg/dL, sendo grupo MMZ versus grupo controle respectivamente, P <

0,05).
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Figura 23: nivel sérico de T4 (ug/dL) de animais dos grupos controle (n=6), MMZ (n=10) e T4 (n=11). Os
niveis séricos T4(tiroxina) estavam aumentados no grupo T4 e reduzidos no grupo MMZ significativamente. Os
dados foram representados como valor médio + S.E.M. dos grupos. Utilizou-se analise ANOVA one-way
seguido do post test Bonferroni (* * p< 0,01, * p <0,05).

5.1.2 Concentracao de T3 no plasma

E possivel observar na figura 24 que o valor de T3 plasmatico sérico de animais do
grupo T4 foi superior ao valor do grupo controle (347,1+ 36,82 ng/dL versus 27,86+ 5,536
ng/dL, sendo grupo T4 versus grupo controle respectivamente, P< 0,01). O valor de T3
plasmatico em animais do grupo MMZ foi menor comparando com o valor do grupo controle
(8,744+ 0,9188 ng/dL versus 27,86+ 5,536 ng/dL, sendo grupo MMZ versus grupo controle
respectivamente, P < 0,05).
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Figura 24: nivel sérico de T3 (ng/dL) de animais dos grupos controle (n=6) , MMZ (n=10) e T4 (n=11). Os
niveis séricos T3 (tri-iodotironina) estavam aumentados no grupo T4 e reduzidos no grupo MMZ
significativamente. Os dados foram representados como valor médio + S.E.M. dos grupos. Utilizou-se anélise
ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni (* * p< 0,01, * p <0,05).
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5.2 Biometria
5.2.1 Peso corporal

A figura 25 demonstra que ao final do tratamento, o peso corporal dos ratos dos grupos
MMZ e GrupoT4 ndo foram diferentes em relagdo ao grupo controle.

5.2.2 Peso do coragéo

Como pode ser demonstrado na figura 26, no dia do experimento com coragéo isolado
(35 dias apos o tratamento), o peso dos coragdes do grupo T4 possuia valor maior do que o
peso dos coragdes do grupo controle (1734 + 59,80 mg versus 1043 + 58,00 mg, sendo grupo
T4 versus grupo controle respectivamente, P < 0,001 ). E mais um dado verificado foi que o
peso dos coragdes do grupo MMZ foi menor do que o peso dos coragdes do grupo controle
(678,3 + 75,12 mg versus 1043 + 58,00 mg, sendo grupo MMZ versus grupo controle
respectivamente, p<0,01).
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Figura 25: peso dos animais dos grupos controle (n= 6), MMZ (n= 6) e T4 (n=5) ao fim do tratamento. Esta
pesagem foi realizada no dia do experimento com coracdo isolado. Os dados representam valores médios +
S.E.M dos grupos controle, MMZ e T4.  Utilizou-se analise ANOVA, teste one-way seguido do post test
Bonferroni
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Figura 26: peso dos coraces dos grupos controle (n= 6), MMZ (n= 6) e T4 (n=5) ao final do tratamento. Esta
pesagem foi realizada no dia do experimento com coracdo isolado. Os dados representam valores médios +
S.E.M. dos grupos controle, MMZ e T4. Utilizou-se teste ANOVA, one-way seguido do post test Bonferroni
(***P<0,001; **p<0,01).
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5.2.3.Relacéo peso do coracgéo/peso corporal

Esta relacdo foi analisada por ser um dos indices indiretos para se avaliar se havia
hipertrofia cardiaca. A relacéo peso do coracdo/peso corporal no grupo T4 foi maior do que no
grupo controle (7,301+ 0,4691 mg/g versus 4,901 + 0,4001 mg/g, sendo grupo T4 versus
grupo controle respectivamente, * * p < 0,01), o que pdde ser demonstrado através da figura
27. N&o houve diferenca no valor desta relagdo entre o grupo MMZ e o grupo controle.
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Figura 27: Relacdo peso do coracdo/peso corporal dos grupos controle (n= 6), MMZ (n= 6) e T4 (n=5) ao final
do tratamento. Os dados representam valores médios + S.E.M. dos grupos controle, MMZ e T4. Utilizou-se
teste ANOVA, one-way seguido do post test Bonferroni (* * p < 0,01).

5.2.4 Relacéo peso do coragdo/comprimento da tibia
A figura 28 mostra que no grupo T4 o peso do coracdo/comprimento da tibia foi maior

do que em relacdo ao grupo controle (745,0 + 144,2 mg/cm versus 340,9 + 12,52 mg/cm,
sendo grupo T4 versus grupo controle respectivamente, * * p< 0,01).
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Figura 28: Relacédo peso do coracdo/comprimento da tibia dos grupos controle (n= 6), MMZ (n= 6) e T4 (n=4)
ao final do tratamento. Os dados representam valores médios + S.E.M. dos grupos controle, MMZ e T4.
Utilizou-se teste ANOVA, one-way seguido do post test Bonferroni (* * p<0,01).

5.3 Mortalidade

Na tabela 2 a seguir pode ser visualizado que ocorreu ao final do tratamento maior
namero de mortes no grupo T4 do que nos outros 2 grupos. Ao final do tratamento os animais
do grupo MMZ apresentavam-se com cacquesia e bastante letargicos, porém apenas um
animal deste grupo veio a 6bito. Enquanto os animais do grupo T4, em sua maioria ao fim do
tratamento apresentavam-se muito agitados, com sangramento nasal e ocular. Neste grupo T4
6 animais vieram a 6bito. No grupo MMZ um animal veio a 6bito no biotério, no 35° dia de
tratamento (experimento de outubro de 2012). Do grupo T4, 4 animais vieram a 6bito no
biotério, no 9° dia de tratamento (experimento de janeiro de 2013); e 2 animais vieram a 6bito
no biotério, no 31° dia de tratamento (experimento de marco de 2013).

Tabela 2: Tabela demonstrando a mortalidade nos grupos controle, MMZ e T4

NG Porcentagem de mortes
NdUmero de animais umero apos o tratamento

antes do tratamento de mortes apos
o tratamento

Grupo Controle 18 0 0
Grupo T4 17 6 35%
Grupo MMZ 14 1 7%

5.4.Coracao isolado

Para o protocolo experimental do coracdo isolado, todos os coracgdes ficaram durante o
experimento inteiro (120 minutos) imersos em solucdo de Krebs-Hanseleit modificada. O
experimento foi gravado através do programa Chart 4.0. Foram aceitos para as analises 0s
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registros dos coracfes que apresentaram ritmo sinusal e pressdo desenvolvida do ventriculo
esquerdo de > 80 mmHg no fim da estabilizacdo. Assim, foram utilizados para analise
estatistica os registros de 6 animais do grupo controle, 6 animais do grupo MMZ e 5 animais
do grupo T4.

5.4.1 Performance do Ventriculo Esquerdo

Pode ser verificado nas figuras 29, 30 e 31 uma representagdo dos registros de
pressdes intraventriculares do ventriculo esquerdo dos grupos controle, MMZ e T4 durante o
experimento com coragdo isolado. Na figura 29, 30 e 31 estdo representadas a pressdo
sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), pressdao diastélica final do ventriculo esquerdo
(PDFVE) e pressdo desenvolvida (PDVE), que é a PSVE subtraida da PDFVE. A presenca de
PDVE indica que ha contratilidade (sistole e diastole) do coracdo, o que durante a isquemia
nao ocorre.

PSVE

EST BASAL ISQUEMIA REPERFUSAO

20/09/2012 16231813

Pres=ao (mmHg)

tgaan N 16:40 £320 5000 " 1:06:40 12320 1:4000 1356
3

GRUPO CONTROLE

PDFVE

Figura 29:Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a realizagdo dos
experimentos. O registro demonstra pressdes do ventriculo esquerdo (VE) durante o protocolo de isquemia e
reperfusdo de coracdo do grupo controle. EST- periodo de estabiliza¢do; PSVE — pressdo sistolica ventricular do
VE; PDFVE - pressdo diastdlica final do VE; PDVE — pressdo desenvolvida pelo VE. Imagem cedida
gentilmente pelo Laboratério de Eletrofisiologia Cardiaca Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).
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Figura 30: Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a realizacdo dos
experimentos. O registro demonstra pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (VE) durante o protocolo de
isquemia e reperfusdo de coracdo do grupo MMZ. Imagem cedida gentilmente pelo Laboratério de
Eletrofisiologia Cardiaca Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).
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Figura 31:Esquema demonstrativo do programa Chart 4 windows utilizado durante a realizagdo dos
experimentos. O registro demonstra pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (VE) durante o protocolo de
isquemia e reperfusdo de coracdo do grupo T4. Imagem cedida gentilmente pelo Laboratério de Eletrofisiologia
Cardiaca Antonio Paes de Carvalho (IBCCF-UFRJ).
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5.4.2 PDVE (Basal)

No periodo basal apds o periodo de estabilizacdo, pode se observar na figura 32, que o
valor médio da PDVE (expressa em mmHg) do grupo MMZ foi menor que no grupo controle
(87,99+ 3,783 mmHg versus 110,7+ 3,233 mmHg sendo, grupo MMZ versus grupo controle,
P <0,01).
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Figura 32: PDVE Basal-Pressdo Desenvolvida pelo Ventriculo Esquerdo (expressa em mmHg) durante o periodo
basal do experimento do coracdo isolado dos diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados
representam os valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test

Bonferroni (** P <0,01).
5.4.3 PSVE (durante 120 minutos de experimento)

No periodo basal, e durante a reperfusdo ndo houve diferenca entre os valores da
PSVE (expressa em mmHg) nos 3 grupos como poder ser visualizado na figura 33. Porém
durante a isquemia nos coragdes do grupo T4 houve maior PSVE no 10° e 15° minuto da
isquemia comparado ao controle (tempol0° - 53,4476+ 9,27167 mmHg versus 19,290+
5,228727 mmHg; tempo 15°- 63,4656+ 4,275493 mmHg versus 32,34517+ 5,068883 mmHg
sendo grupo T4 versus grupo controle, P < 0,01). Além disso, no grupo MMZ no 15°e 20°
minuto da isquemia ocorreu menor PSVE comparado ao grupo controle (tempo 15°-
1,960167+ 3,025598 mmHg versus 32,34517+ 5,068883 mmHg; tempo 20° - 2,905667+
3,332993 mmHg versus 36,9375 + 3,952968 mmHg, sendo grupo MMZ versus controle,
respectivamente P < 0,01 e P <0,001). Entretanto durante o periodo da reperfuséo, no grupo
T4 os coragdes apresentaram tendéncia a uma pressao sistolica maior comparado com o grupo
controle.
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Figura 33: PSVE (120 minutos) - Curso temporal da PSVE expressa em mmHg durante o protocolo de isquemia
e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PSVE-pressdo sistdlica do
ventriculo esquerdo.Os dados representam os valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA

two-way seguido do post test Bonferroni . ** P < 0,01;*** P < 0,001.

5.4.4 PSVE (no ultimo minuto da reperfusio)

Como pode ser visualizado na figura 34 que no ultimo minuto da reperfusdo, a PSVE
(expressa em mmHg) dos coragdes do grupo T4 apenas tendeu a ser maior do que comparado
ao grupo controle (113,8+ 5,610 mmHg versus 87,75+ 8,840 mmHg, sendo grupo T4 versus

grupo controle respectivamente, P = 0,06).
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Figura 34: PSVE- Presséo Sistdlica do Ventriculo Esquerdo expressa em mmHg no Gltimo minuto do periodo
da reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores
médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni .

5.4.5 PDFVE (durante os 120 minutos de experimento)

A figura 35 indica que no periodo basal ndo houve diferenca entre os grupos. Durante
0 periodo isquémico, os coragdes do grupo T4 apresentaram maior PDFVE (expressa em
mmHg) comparado com o grupo controle (tempo 10°- 53,4476 + 9,27167 mmHg versus
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19,290 + 5,228727 mmHg, sendo grupo T4 versus grupo controle; tempo 15° - 63,4656+
4,275493 mmHg versus 32,34517+ 5,068883 mmHg sendo grupo T4 versus grupo controle,
ambos com diferenca entre os valores, P < 0,01). Nos coragdes do grupo MMZ ocorreu uma
menor PDFVE comparado com o grupo controle durante a isquemia (tempo 15° - 1,296333+
2,911018 mmHg versus 32,34517+ 5,068883 mmHg; tempo 20° - 2,589833+ 3,424036
mmHg versus 36,9375+ 3,952968 mmHg, respectivamente P < 0,01; P < 0,001).0 gréfico da
figura 35 sugere que ocorreu uma maior contratura isquémica nos coragdes do grupo T4
durante o periodo da isquemia sendo que ocorreu 0 inverso no grupo MMZ. A curva mais
elevada da PDFVE sugere um aumento da contratura isquémica durante o periodo sem
perfusdo (CROSS et al, 1996). Na reperfusdo, o tratamento com T4 do grupo T4 pode ter
reduzido a PDFVE comparando ao grupo controle, como pode ser visualizado na figura 34,
porém houve apenas uma tendéncia a reducdo desta pressdo (P= 0,07). Além disso, neste
mesmo periodo no grupo MMZ houve maior tendéncia a uma maior PDFVE comparado ao
grupo controle, P=0,06.
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Figura 35: PDFVE (120 minutos)- Curso temporal da PDFVE (expressa em mmHg) durante o protocolo de
isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PDFVE - pressdo

diastélica final do ventriculo esquerdo. Os dados representam os valores médios + S.E.M. dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two- way seguido do post test Bonferroni ( ** P < 0,01;*** P < 0,001).

5.4.6 PDFVE (no altimo minuto da reperfuséo)

A figura 36 mostra que no final do Gltimo minuto da reperfusdo o tratamento com
metimazol do grupo MMZ pode ter levado a uma tendéncia ao aumento da PDFVE (expressa
em mmHg) comparado ao grupo controle (64,72+ 10,50 mmHg versus 44,18 + 5,395 mmHg,
sendo grupo MMZ versus grupo controle).
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Figura 36: PDFVE-Pressao Diastdlica Final do Ventriculo Esquerdo (expressa em mmHg) no Gltimo minuto do
periodo da reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os
valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni .

5.4.7 PDVE (durante os 120 minutos de experimento)

A PDVE representa o indice de contratilidade do ventriculo (PANTOS et. al, 2002).
Na figura 37 esta representada a analise do curso temporal da PDVE, expressa em mmHg. No
periodo da isquemia, a PDVE cai a zero uma vez que ndo ha sistole e diastole cardiacas neste
periodo. Ao longo da reperfusdo, o coragdo vai recuperando parcialmente a PDVE. No final
da reperfusdo, o grupo T4 teve uma maior PDVE comparado com o grupo controle (tempo
80° - 71,6002 +11,58576 mmHg versus 40,81917 + 10,53255 mmHg; tempo 85° - 71,387+
9,942193 mmHg versus 39,16433+ 10,46591 mmHg sendo grupo T4 versus grupo Controle,
P <0,05).

5.4.8 Recuperacdo da PDVE (%)- durante os 120 minutos de experimento

A PDVE (%) representa o valor percentual da PDVE basal. Esse percentual indica a
recuperacdo da PDVE comparado ao periodo basal. Na figura 38 pode ser demonstrado o
curso temporal da recuperacdo da PDVE (%). No periodo da isquemia a PDVE (%) cai a zero,
uma vez que ndo ha recuperacdo desta durante a isquemia. A PDVE se recupera parcialmente
ao longo do tempo da reperfusdo. No final da reperfusdo, o grupo T4 tendeu a ter maior
recuperacdo da PDVE comparado ao grupo controle (P > 0,05) .
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Figura 37: PDVE (120 minutos) - Curso temporal da PDVE (expressa em mm Hg) durante o protocolo de
isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PDVE (pressdo
desenvolvida ventricular esquerda).Os dados representam os valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se
teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni (* P < 0,05; ** P < 0,01;*** P < 0,001).
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Figura 38: Recuperacdo da PDVE(%) - 120 minutos - Curso temporal da recuperacdo da PDVE (pressao
desenvolvida ventricular esquerda) durante o protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos:

controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os dados representam os valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-
se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni .
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5.4.9 Recuperacao da PDVE (%) - no ultimo minuto da reperfuséo

Este indice da PDVE (%) representa o quanto ocorreu de recuperacdo da PDVE no
altimo minuto da reperfusdo. A figura 39 indica que o grupo T4 comparado com 0 grupo
controle teve apenas tendéncia a ter uma maior recupera¢do na PDVE no Ultimo minuto,
(60,95+ 10,09 % versus 39,52 + 7,885%, sendo grupo T4 versus grupo controle , P=0,07).
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Figura 39: Recuperacdo da PDVE(%) analisada no Gltimo minuto da reperfusdo- recuperacdo da PDVE durante
0 Ultimo minuto do protocolo de isquemia e reperfusdo nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e
T4(n=5). PDVE (pressdo desenvolvida ventricular esquerda).Os dados representam os valores médios + SEM
dos 3 grupos.Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni.

5.4.10 PSVE - 5 minutos iniciais da isquemia

Pode ser visualizado nesta figura 40 que no curso temporal de 5 minutos de isquemia,
a Pressdo Sistdlica do Ventriculo Esquerdo no 1° minuto foi sendo reduzida nos 3 grupos.
Houve diferenca entre os valores apenas no 5° minuto. Neste tempo, a PSVE nos coragdes do
grupo T4 foi maior que do grupo controle (10,79+ 1,785 mmHg versus 8,336+ 2,385 mmHg,
sendo grupo T4 versus grupo controle, P < 0,05).

I

== Conlroke - L -+ 4
25

20+ $ *

16 3«%% } __..-""}
= -

| b e S

Z B

%

n & o te

PSVE - Iniclo da Isguernla [mmHg)

Tempo (min)

Figura 40- PSVE (5 minutos) - representacdo gréafica da analise da PSVE (expressa em mmHg) nos 5 minutos
iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PSVE (pressdo
sistolica ventricular esquerda. Os resultados representam os valores médios + S.E.M. dos 3 grupos.Utilizou-se
teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni (* p < 0,05).
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5.4.11 PDFVE - 5 minutos iniciais da isquemia

Ao longo do periodo dos 5 minutos iniciais da isquemia, foi verificado na figura 41
que no 5° minuto houve apenas uma tendéncia de um aumento da PDFVE com relagdo ao
grupo T4 comparando ao grupo controle, (P=0,08).
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Figura 41- PDFVE (5 minutos) - representacdo grafica da analise da PDFVE (expressa em mmHg) nos 5
minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PDFVE-
pressdo diastélica final ventricular esquerda.Os resultados representam os valores médios + S.E.M. dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni .

5.4.12 PDVE - 5 minutos iniciais da isquemia

A figura 42 demonstra que durante 0s 5 minutos iniciais da isquemia, a PDVE foi
sendo reduzida até chegar a valor proximo de zero e que os valores das diferencas entre os
grupos ndo ocorreram ao longo deste periodo.
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Figura 42- PDVE (5 minutos) - representacdo gréfica do decaimento da PDVE (expressa em mHg) nos 5
minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes grupos: controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). PDVE-
pressdo desenvolvida ventricular esquerda.Os resultados representam os valores médios + S.E.M. dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni.

5.4.13 Recuperacgdo da PDVE (%) - 5 minutos iniciais da isquemia

Nesta figura 43 pode ser visualizado que a recuperacdo da PDVE no 1° e 2° minutos
foi sendo reduzida. No 1° minuto, nos coragdes do grupo MMZ, a recuperacdo da PDVE foi
maior comparando com coragdes do grupo controle (19,65158+ 3,465748 % versus
12,51015+ 1,891908 % sendo grupo MMZ versus grupo controle, P < 0,01). No 2° minuto
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nos coragdes do grupo MMZ apresentaram também maior recuperacdo da PDVE comparando
ao grupo controle (8,162516+ 1,160851% versus 2,447896 + 0,424953 %, P < 0,05).
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Figura 43- PDVE % (5 minutos) - representacdo grafica do decaimento na recuperacdo da PDVE(pressdo
desenvolvida ventricular esquerda) nos 5 minutos iniciais do periodo isquémico nos 3 diferentes grupos:
controle (n=6), MMZ (n=6) e T4(n=5). Os resultados representam os valores médios + S.E.M. dos 3
grupos.Utilizou-se teste ANOVA two-way seguido do post test Bonferroni (* P < 0,05; ** P < 0,01).

5.5 Anélise das Arritmias de Reperfusao

Os parametros de anormalidade do eletrocardiograma utilizados para avaliagdo foram:
namero de batimentos ventriculares prematuros (BVP), bigeminismos (BG), salvas,
taquicardias ventriculares (TV), fibrilacdo e duragéo de TV.

Pode ser visto na figura 44 que no grupo controle houve apenas uma tendéncia ao
namero maior de BVP, bigeminismos e salvas. Quanto ao numero de taquicardias
ventriculares houve sua diminui¢cdo nos cora¢des do grupo MMZ comparado ao grupo
controle (3,556 + 0,9876 versus 11,58 + 2,506, sendo grupo MMZ versus grupo controle, P <
0,05). A duracdo das taquicardias ventriculares no grupo MMZ foi menor comparado ao grupo
controle (7,484+ 3,860 versus 135,5 + 36,38 sendo grupo MMZ versus grupo controle, P <
0,05). A soma total das arritmias foi menor no grupo MMZ comparado ao grupo controle
(26,74+ 8,055 versus 148,8 + 31,70 sendo grupo MMZ versus grupo controle, P < 0,05).
Além disso a percentagem de fibrilacdo ventricular tendeu a ser maior no grupo T4.
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Figura 44: imagens demonstrando gréficos sobres a anélise das arritmias durante a reperfusao dos coracfes dos
grupos controle, MMZ e T4: a) freqiencia de BVP (batimento ventricular prematuro ; b) freqlencia de
bigeminismos; c) freqliencia de salvas; d) frequencia de TV; e) duracdo de TV (taquiventricular) ; f) frequencia
total de arritmias g) percentagem de Fibrilagdo Ventricular . Os resultados representam os valores médios +
S.E.M. dos 3 grupos: controle (n=7), MMZ (n=6) e T4(n=5).Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post
test Bonferroni (* p < 0,05).

5.6 Area de Infarto

Pode ser demonstrado na figura 45 a area de infarto expressa em percentual da area de
risco (soma da area infartada/soma da éarea total) analisado ap6s os 120 minutos de
experimento. A porcentagem da area de infarto dos coracfes do grupo MMZ foi maior do que
esta mesma porcentagem dos coragdes do grupo controle (34,04+ 4,922 % versus 10,59+
2,188 % sendo grupo MMZ versus grupo controle, P < 0,01). Nos grupos T4 e controle, a area
de risco ou percentagem de area infartada foi semelhante (8,422+ 2,549 % versus 10,59 +
2,188%).
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Figura 45: Area de infarto — porcentagem da area de infarto definida como érea de infarto do coragéo/area total
do coragdo. Imagens de cortes de coragdes dos respectivos grupos corados com TTC (trifeniltetrazolio) estdo
abaixo do grafico. VE- ventriculo esquerdo. Os resultados representam os valores médios + S.E.M. dos grupos

controle (n=7), MMZ (n=6) e T4(n=5). Utilizou-se teste ANOVA one-way seguido do post test Bonferroni (** P
<0,01).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, nosso modelo de inducdo de hipertireoidismo e hipotireoidismo
em ratos Wistar foi confirmado pelos niveis séricos de T4 e T3 analisados através de
radioimunoensaio. Ressaltando que os niveis de T3 estavam demasiadamente elevados no
grupo T4.

O tratamento dos ratos Wistar ndo causou diferenca de peso corporal dos animais dos
grupos MMZ e T4 comparado ao controle. Porém em um estudo foi demonstrado que animais
submetidos a hipotireoidismo apresentavam-se com caquexia (TANG et. al, 2005) e reducéo
de peso (WU et. al, 2013; MOUROQUZIS et. al, 2009; SOUKUP et. al 2001; CANO-
EUROPA et. al, 2011; CARNEIRO-RAMOS et al, 2007) ap6s tratamento com metimazol ou
propiltiouracil mostrando o estudo estar diferente do nosso. HA& estudos sobre homeostase
energética nos quais os ratos hipotireoideos que foram alojados em gaiolas metabdlicas
(KLIEVERIK et. al,2009) tinham menor ingestdo de racdo do que os ratos do grupo controle
e grupo hipertireoideo. Quando ha reducdo do peso corporal nos ratos com redugdo do HT,
pode ocorrer devido a uma reducdo do GH (hormdnio do crescimento). Em outro estudo,
(SILVA et. al, 2006) ratos que foram submetidos a tireoidectomia apresentavam reducéo da
expressdo génica deste hormonio. Adicionalmente, a explicagdo mais plausivel para uma
reducdo do crescimento em ratos com hipotireoidismo seria que a falta de HT em niveis
ideais, ndo conseguiria estimular TRa que tem papel importante na agdo metabolica do HT
(WOJCICKA et. al, 2013) no osso e podendo levar a um atraso na ossificagdo endocondral e
intramemanosa de ratos em desenvolvimento. Os receptores TRa; tem importante fungéo nédo
S0 no desenvolvimento no 0sso, como também no coragdo, intestino e cerebelo (WOJCICKA
et al,2013).

Em nosso estudo, no grupo T4, ndo houve alteracdo significativa do peso corporal
comparado ao grupo controle, porém héa estudos (GOMEZ et. al , 2008) que relatam que a
tireotoxicose causou reducdo significativa do peso corporal de ratos wistar. Diferencas no
protocolo experimental podem explicar, pelo menos em parte, esses resultados conflitantes.

O peso do coracdo no grupo MMZ estava reduzido comparado ao grupo controle. O
mesmo ocorreu em outros estudos (CHEN et. al 2010; SOUKUP et. al ,2001). No nosso
grupo MMZ néo sugere atrofia cardiaca uma vez que ndo houve reducédo dos indices indiretos
que avaliam o tamanho relativo do coracéo.

O aumento do peso do coracdo no grupo T4 pode ter sido devido ao tratamento com
tiroxina. Essa informacdo sugere aumento do coracdo. Em outros estudos (PANTOS et.al,
2000; KUZMAN et. al , 2005; LIU et. al, 2007; ARAUJO et. al , 2008; HEATHER et
al,2010) também ocorreu aumento do peso do coracao de ratos hipertireoideos.

Esse aumento do peso do coracdo no grupo T4 adicionado aos dados de aumento dos
indices indiretos de hipertrofia cardiaca como relacdo do peso do coragdo/peso corporal e
peso do coracdo/comprimento da tibia aumentam a nossa sugestdo de que o T4 causou
hipertrofia cardiaca no grupo T4, confirmando o que foi anteriormente revisado na literatura
(OJAMAA, 2010). Este indice elevado do peso do coracdo/ peso corporal ja foi demonstrado
anteriormente em ratos hipertireoideos (PANTOS et.al , 2000; KUZMAN et. al 2005; SONG
et. al , 2008; ARAUJO et. al , 2008). Porém a hipertrofia cardiaca s6 pode ser confirmada de
fato através da analise do comprimento e didmetro do cardiomidcito ventricular.

O HT além de regular o crescimento corporal, independentemente de sobrecarga,
regula o crescimento do coragdo e atua através do receptor Tral ativando as vias de
sinalizagdo PI3K/AKT/mtor (KENESSEY et. al, 2006 in PANTOS et. al, 2010) devido a sua
acdo ndo gendmica indo de acordo com nossos dados de revisdo de literatura (OJAMAA,
2010).
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Em nossa primeira analise das pressdes intraventriculares, a PDVE basal dos coracdes
de ratos hipotireoideos neste estudo, estava reduzida e estava de acordo com outros estudos
(PANTOS et. al , 2003; MOUROUZIS et. al, 2009). De fato ocorreu uma reducdo no
desenvolvimento da pressdo nesses coracdes, e por tanto uma menor contratilidade que pode
ter sido devido a uma disfuncdo na sistole e ou na diéstole, corroborando com o estudo de que
0 hipotireoidismo esta relacionado com reducdo da expressdo de SERCA, importante para a
diastole; e do receptor de rianodina, importante para a sistole (PANTOS et. al 2013).

Na analise da PSVE, com relacdo ao periodo isquémico ndo houve relatos na literatura
que pudessem fazer comparacdo com nossos dados. Com relagdo a esta pressdo, foi verificado
gque nos nossos coragdes isolados do grupo T4 houve uma maior tendéncia da PSVE
aumentada durante o periodo da reperfusdo, que pode ter contribuido para uma melhora na
PDVE na reperfusdo. O tratamento com T4 de ratos causou aumento da pressao sistolica no
estudo in vivo (KUZMAN et. al,2005) na qual foi mensurada através da cateterizacdo da
cardtica e do ventriculo.

Quanto a PDFVE, outros estudos (PANTOS et. al , 2000) corroboram com 0 nosso
estudo, umas vez que nos ratos hipertireotoxicos houve aumento da contratura isquémica ou
seja aumento da PDFVE. O inverso ocorreu com nosso grupo MMZ. Ha estudos que estéo de
acordo com o0 nosso (PANTOS et. al ,2013) uma vez que tambem houve reduzida contratura
isquémica em coragdes isolados de ratos hipotireoideos .

A contratura isquémica cardiaca, também conhecida como “coracdo empedrado”
(HEARSE et al. 1977), ocorre no inicio da isquemia. A isquemia miocardica causa uma
deficiéncia na contratilidade e leva ao aumento da contratura (PANTOS et. al, 2000). Neste
evento formam-se gradualmente novas pontes cruzadas de actina e miosina no tecido do
miocardio, levando a contratura isquémica. Com a continuacao desta, ocorre simultaneamente
gasto de glicogénio, aceleracdo da queda do ATP e aumento da [Ca’ ?]i aumentando a
contratura isquémica, resultando em faléncia diastélica. O aumento desta contratura
isquémica seria pior para a recuperacdo pos-isquémica miocardica (KOLOCASSIDES et. al,
1996). No momento da contratura isquémica ha influencia do aumento da [Ca*" ?];
(sobrecarga de célcio) que previne o relaxamento do miocardio e o complexo actina-miosina
permanece ligado até que haja nova fonte de ATP e assim novas pontes cruzadas vao se
formando (HEARSE et al, 1977). Porém em nosso grupo T4 no qual houve aumento da
contratura isquémica, a reperfusdo ndo foi prejudicada.

No periodo de reperfusdo, no grupo T4, na andlise da PDFVE, esta apresentou
tendéncia a reducdo, o que significou uma reducdo no incremento isquémico, ou seja o
coracdo neste grupo foi capaz de relaxar mais apds o desafio da injuria de isquemia e
reperfusdo.

No nosso grupo T4, a tendéncia ao aumento da PSVE e a tendéncia a reducdo da
PDFVE podem ter influenciado de forma significativa, e podendo ser verificado
estatisticamente na melhora da PDVE durante a reperfusdo, no final dos 120 minutos
(comparado ao grupo controle). Esta informacdo com relacdo a PDVE, indica que no grupo
T4 houve uma maior forca desenvolvida pelo coracdo, uma maior contratilidade e um melhor
relaxamento do ventriculo esquerdo no periodo pés-reperfusdo. Embora tenha ocorrido maior
contratura isquémica, o tratamento com T4 proporcionou um pré-condicionamento isquémico
em nossos coracdes e por isso pode ter sido um cardioprotetor sendo refletido no periodo da
reperfusdo da PDVE. Porém, com relagdo a recuperacdo da PDVE, no grupo T4 houve apenas
uma tendéncia na melhora da recuperagéo desta.

O HT atua via acdo ndo genémica ativando a sinalizacdo de AKT no coracdo de ratos
(KUZMAN et. al, 2005%) que € uma via importante para a protecdo contra a injuria de
reperfusdo. O HT por essa via da AKT através de PI3K causa uma protecdo contra morte
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celular e falta de nutrientes (KUZMAN et. al, 2005°) em cultura de células de cardiomidcitos
de ratos.

Apo6s a injaria de isquemia e reperfusdo a p38MAPK quando fosforilada representa
uma via apoptética do miocéardio (MA et. al, 1999). A apoptose representa um tipo de morte
celular que ocorre ap6s injuria de isquemia e reperfusdo. A ativacdo de p38MAPK em
cardiomidcitos pode ser atenuada apds isquemia e reperfusdo de coracOes de ratos tratados
com tiroxina (PANTOS et. al,2002) . Em outro estudo (PANTOS et. al,2002) houve aumento
da fosforilagdo de PKCS nos ratos tratados com L-tiroxina e que esta proteina pode reduzir
danos causados pela isquemia e reperfusdo. O HT atuando por via ndo genémica ativa vias de
sinalizacdo intracelular no cardiomidcito e com isso podendo aumentar a fosforilacdo de
PKCd (IORDANIDOU et. al,2010).

O tratamento com T4 pdde ter sido importante para a cardioprotecdo pds-isquemica e
para a hipertrofia cardiaca. O T3 ativa MAPK ap0s isquemia e reperfusdo (TAKANO et. al,
2013), e com isso aumenta a contra¢do do cardiomidcito e aumento o tempo de relaxamento
cardiaco.

Embora no hipotireoidismo, possa ter menor consumo energético que poderia ser
benéfico na injaria de isquemia e reperfusdo cardiaca, 0 mesmo induz reducdo da expresséo
da SERCA (importante pra o relaxamento cardiaco) de coracfes de ratos assim como o
aumento da expressdao da MHC-p (MOUROQUZIS et. al, 2009) indo de acordo com nossos
dados de reviséo de literatura (OJAMA, 2010). Esse dado sugere a idéia de que em coracGes
de ratos tratados com MMZ, o HT muito reduzido possa ter contribuido na piora da contragédo
cardiaca e relaxamento cardiaco pos-isquemia e reperfuséo.

Em nosso estudo nos coragdes do grupo MMZ ocorreu durante a reperfusdo uma
reducdo significativa de TV, duracéo das TVs e do nimero total das arritmias. Porém no nosso
grupo T4, mesmo com a melhora da pressdo desenvolvida no grupo T4 no periodo da
reperfusdo, houve uma maior nimero de fibrilacGes. As fibrilagdes e aumento de arritmias no
grupo T4 pode ter sido a causa da mortalidade em nosso grupo T4. Em outros estudos
(ZHANG et. al, 2002; BOBADILLA et. al, 2001) com coracdes de ratos, animais
hipotireoideos apresentaram durante a oclusdo da artéria coronaria esquerda e na reperfusédo
nenhuma fibrilacdo ventricular. Estudos demonstraram (CHESS-WILLIAMS &
COKER,1989) que devido ao tratamento com propiltiouracil (um farmaco anti-tireoidiano e
também utilizado para induzir hipotireoidismo experimental em ratos) houve reducdo da FV e
da mortalidade durante a isquemia e reperfusdo. Se por um lado, o grupo MMZ em nosso
estudo, apresentou tendéncia a menores indices de performance cardiaca mecéanica, por outro
lado este mesmo grupo apresentou melhores caracteristicas eletrofisiologicas pois apresentou
frequéncias menores de arritmias de reperfuséo.

Como primeiro evento que pode ter contribuido para ocorréncia no nosso estudo com
relacdo as FV, sdo citados: remodelamento elétrico, estrutural e metabdlico que sédo
influenciados pelo segundo evento: tbnus simpatico, status tireoidiano e isquemia. Estes dois
eventos sofrem influéncia um sobre o outro (TRIBULOVA et. al,2010), e se adicionados a
sobrecarga de [Ca™?]; que ocorre na injuria de isquemia e reperfusdo provocam o gatilho
para o desenvolvimento de fibrilacdo ventricular. Para a explicacdo da ocorréncia desta (XIA
et. al , 2006) ha citacdo de que na reperfusdo de coragdes isquémicos a funcdo de canais de
membrana plasmatica estaria alterada, e consequentemente a repolarizacdo poderia estar
afetada e que o tratamento com HT causa o aumento de corrente repolarizantes como |y,
(correntes de efluxo para potéassio), lxs (correntes de efluxo para potéssio) e hiperpolarizante
lcar. Essa informagéo sobre Ic,. ndo estaria de acordo com o que foi relatado anteriormente
(CHEN et al, 2011), citado em nossa revisdo de literatura. O aumento da corrente lca
significa que ocorreria aumento do influxo de Ca*? elevando mais a sobrecarga de célcio
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durante reperfusdo de coracgdes hipertireoideos e sendo este evento importante para o gatilho
para arritmias e inclusive FV. No estudo de midcitos isolados de ratos na técnica de Patch
Clamp, (SUN et. al, 2000) foi demonstrado que HT causa encurtamento do potencial de acao
por sua acdo ndo genémica em lx; e em Ik (corrente repolarizante). e por sua acdo gendomica
em ly, (canal para potéssio transiente de efluxo) Se ocorreram esses eventos em nossos
coragles do grupo T4, isso pode ter se refletido na andlise do eletrocardiograma (no nosso
estudo realizado) durante o coracdo isolado com maior nimero de FV neste grupo.

O tamanho da area de infarto foi maior no nosso grupo MMZ. Sugerindo que a
reduzida concentracdo de HT levou uma ma resposta do miocardio a injdria de isquemia e
reperfusdo. Em um estudo anterior (CHEN et al, 2010), apds 4 semanas de tireoidectomia
em ratas, 0s coracdes de ratas Sprague-Dawley fémeas, tiveram aumento da area de infarto, e
esse aumento poderia ser devido a reducédo da densidade arteriolar, vasoconstric¢do, reducéo
mitocondrial, sugerindo ser devido a redugdo do HT. Porém com relagdo ao MMZ utilizado
em um dos nossos grupos por ser um inibidor da catalase pode ter contribuido para o aumento
da injuria de isquemia e reperfusdo (CANO-EUROPA et. al , 2011). A catalase € uma enzima
intracelular que reduz a formacéo de perdxidos que causa danos e morte celular. Assim nédo se
pode afirmar que a area de infartada elevada neste grupo MMZ seria devido ao
hipotireoidismo ou se teria sido efeito do farmaco.

Em um estudo anterior (CHEN et. al , 2008), o tratamento com T3 foi capaz de reduzir
a fragmentacdo do DNA ou seja teve um efeito anti-apoptotico em coracgdes infartados de
ratas Sprague Dawley e foi capaz de aumentar niveis de AKT- fosforilada na area da borda do
ventriculo esquerdo e reduzida apoptose nessa mesma area. No grupo T4 pode ter ocorrido
reducdo da expressdo de NCX, uma vez que 0 mesmo ja ocorreu em estudos com
camundongos transgénicos (REED et. al, 2000). A reducdo da expressdo de NCX no
cardiomiocito pode contribuir para uma reducdo de sobrecarga de calcio intracelular, o que
pode ter sido importante na cardioprotecéo.

Sugerimos a partir de nossos resultados que a tiroxina apresentou acao cardioprotetora
pois melhorou alguns parametros mecanicos, muito embora ndo tenha interferido com o
tamanho da lesdo isquémica comparado ao controle eutireoideo. Nosso estudo sugere que
hipotireoidismo induzido por metimazol ndo foi cardioprotetor, uma vez que a area de infarto
foi maior.

Curiosamente, trabalhando com modelo de hipertireoidismo cardiaco e eutireoidismo
sistémico, induzido pela auséncia da desiodase do tipo 3 em camundongos knockout, nosso
grupo demonstrou piora em diversos indices de contractilidade e remodelamento cardiaco em
resposta a administracdo de isoproterenol, um agonista beta adrenérgico, em doses suficientes
para induzir a hipertrofia cardiaca (UETA et al., 2012). Neste mesmo estudo, demonstramos
que os animais controle Wild Type apresentaram hipotireoidismo cardiaco e
consequentemente, hipertrofia cardiaca atenuada, provavelmente devido a capacidade de
induzir a atividade da desiodases do tipo 3 no coracdo e atenuar a sinalizacdo do HT no
coracao. Estes dados sugerem que o hipotireoidismo cardiaco é uma condicdo importante para
a adaptacdo durante a hipertrofia cardiaca. Embora pareca paradoxal com nossos resultados
obtidos e descritos nessa dissertacdo de mestrado e este estudo (UETA et al., 2012), seria mais
um dado a ser acrescentado e discutido.

E importante ressaltar que as anélises funcionais realizadas no estudo citado (UETA et
al., 2012) foram realizadas in vivo, e dez dias apds do inicio do estimulo hipertrofico. No
presente estudo, realizamos analises funcionais e morfoldgicas (patoldgicas) durante e pouco
tempo depois do insulto isquémico (60 minutos durante a reperfusdo), aléem de diferencas
marcantes nos modelos: hipertrofia in vivo vs isquemia global in vitro, seria muito precoce e
linear concluirmos, baseados em nossos resultados, que o hipertireoidismo é cardioprotetor ou
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que o hipotireoidismo sensibiliza 0 miocardio as lesdes isquémicas.

De qualquer forma, consideramos nossos resultados relevantes para a melhor
compreensdo do papel dos horménios tireoidianos nos modelos de isquemia miocérdica e que
0 modelo de coracdo isolado utilizado aqui, foi decisivo para se retirar quaisquer influéncias
sistémicas que pudessem interferir durante o processo de isquemia cardiaca.
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7 CONCLUSOES

Todos os resultados em conjunto sugerem que o HT, na dose utilizada foi capaz de
causar hipertrofia cardiaca, pode ser cardioprotetor contra a injuria de isquemia e reperfusdo
no coracdo isolado, porém torna os coracdes mais susceptiveis a fibrilacdo sendo esta
importante na morte subita. O nivel demasiadamente reduzido de HT foi deletério ao coragdo
do ponto de vista mecanico, aumentou a area de infarto, mas por outro lado, atenuou as
arritmias de reperfuséo.
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