UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FABRICIO FURTADO VIEIRA

T

o

(=R
=

h
-
\

E i
\ e i T
' AR ERTI )| H e ) \ k
i ! B ! g el 4 by
"1l == I ' I Y
1 1 L | -
| i " | ) R
| I P
! (T SRRl [ .‘\ 1 \l
| | L e i
i1 AR il g !
| | L
i

e

e

!

||', fl';::_r_, il s ‘ .f='-;—ﬁﬁ\ -
T - m mmmm:. = :I

e —

CURITIBA
2012




FABRICIO FURTADO VIEIRA

EFEITOS FUNCIONAIS DO HIPERTIREOIDISMO EM ML'JSNCULOS
PAPILARES ISOLADOS DE RATO: POSSIVEIS ALTERAGCOES NOS
MECANISMOS DE ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO CARDIACO

Dissertacdo de mestrado apresentado
ao Programa de PdOs-graduacao (Stricto
Sensu) em Fisiologia da Universidade
Federal do Paran4, como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em
Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Rosalvo Tadeu
Hochmuller Fogaca

CURITIBA
2012



ﬁ“‘: /ﬁ:ﬂt{{ﬁ Ministério da Educagdo UF.PR P

1 gl -HAELE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Biologicas

T — Setor de Ciéncias Biolbgicas . @%@

U F P R : Depanamento'de F:slglgt;gia .0. o. .Qf.

CRNERS DAL FEOENAL G0 FARANA rograma de Pods-Graduagdo em Fisiclogia Ll e 00 .
PARECER

Os abaixo-assinados, membros da Banca Examinadora da Defesa de Dissertagio de
Mestrado, a qual se submeteu FABRICIO FURTADO VIEIRA para fins de obter o

titulo de Mestre em Fisiologia pela Universidade Federal do Parand, sdio de parecer

undnimea APReoVa aa o doacadémico.

1
A obtenciio do titulo esta condicionada & implementagiio das corregdes sugeridas pelos
membros da banca examinadora ¢ ao cumprimento integral das exigéncias estabelecidas

no Regimento interno deste Programa de Pés-Graduagao.

Curitiba, 05 de setembro de 2012.

= \

i - -
R Nt —

— o — —

V‘roféSsof Doutor Julio Cesar Francisco
\ PUC-PR - Membro Titular

ST ) )
Professor Doutor Carlos-Estevam Nolf Damiani
UFPR/- Membro Titular

Amieged)
Professor Doutor Rosﬁvo‘Tadeu Hochmuller Fogaga
UFPR - Orientador ¢ Presidente da Banca Examinadora

Centro Politécnico — Caixa Postal 19031 ~ CEP: 81531-990 — Curitiba/PR
Telefones: (41) 3361-1714 - Fax (41) 3361-1714 - fisiologia@ufpr br
www.bio.ufpr.br



Dedico este trabalho aos meus
pais, pelo amor e a educacao que
me deram



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as conquistas.

Aos meus queridos pais, Sidney Vieira e Ivete Furtado Viera, que sao o0s principais
professores na minha vida e também a minha vé Zeny Buch Vieira pela ajuda.

Ao meu orientador Rosalvo Tadeu Hochmuller Fogaca pela orientacéo, paciéncia e

por me mostrar o magnifico mundo da fisiologia.

A professora llana Kassouf Silva pela ajuda e orientacdo na correcéo da dissertacao.

Aos meus colegas de laboratorio Priscyla Oliveira da Silva e Jodo Capelli Peixoto
pela amizade e colaboracdo nesse trabalho.

Ao meu colega de laboratorio Robson Olivoto pelos ensinamentos na fase inicial do

mestrado.

Ao meu amigo Gabriel Farhat pelo apoio e a grande amizade.

Ao meu amigo Mauro Ricetti Paes pelos alegres momentos de convivéncia.

A Vanessa Giacomet de Carvalho pelo amor, carinho, apoio e incentivo durante

€SSes quase cinco anos.

As minhas colegas de mestrado Andressa Perin, Claudia Pudell e Glaucia Tobaldini,

pela ajuda e amizade.

A todos os professores do departamento de Fisiologia da UFPR, pelo ensinamentos

passados.

E agradeco a todos que direta ou indiretamente colaboraram com esse trabalho.



RESUMO

Introducéio: O ion célcio (Ca?*) tem uma grande importancia como via de sinalizac&do
para a geracdo da despolarizacdo, inducdo da liberacdo de Ca*" pelo reticulo
sarcoplasmético (RS) e na ativacdo da maquinaria contratil. Condicdes
fisiopatolégicas que alterem o controle de Ca** pelos miécitos s&o uma das causas
centrais de disfungBes contrateis e arritmias no musculo cardiaco. No entanto,
relativamente pouco se sabe sobre a influéncia do hormonio da tire6ide sobre os
eventos celulares associados com o aumento e a diminuicdo do Ca?* citoplasmatico
no processo de acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) do musculo cardiaco.
Obijetivos: Avaliar as alteracdes funcionais e propor como o Ca?* esta sendo
manuseado em musculos papilares isolados de animais com hipertireoidismo.
Materiais e métodos: Foram utilizados 36 ratos wistars divididos em dois grupos, um
grupo controle e um grupo hipertireocideo que foi induzido hipertireoidismo através de
injecdes intraperitoneais de T3 (15 Yg/100g de peso animal) durante dez dias. Para
avaliacdo funcional foram mensurados varios paramentos contrateis como a forca
maxima de contracdo, +df/dt, -df/dt, tempo de contracdo e relaxamento, forca de
contracdo em diferentes concentracdes de sodio extracelular, potenciacdo pos-
pausa e forca de contracdo induzida por cafeina. Resultados: As principais
alteracdes encontradas nos animais hipertireoideos, comparado ao animal controle,
foi uma diminuicdo na potenciacdo pos-pausa (PPP) em todos os tempos de pausa
(P < 0,05); aumento na velocidade maxima de contracao (+df/dt) e de relaxamento (-
df/dt) (P < 0,001); diminuicdo no percentual de ganho de forca com a diminuicao da
concentracdo de sodio extracelular (P < 0,001); diminuicdo da producdo de forca
maxima na contracdo induzida por cafeina (P < 0,003); e diminuicdo no tempo para
se atingir o pico de contracdo, diminuicdo no intervalo de tempo do pico de
contracao até o relaxamento maximo e diminuicdo no invertalo de tempo entre o
inicio da contracdo até o relaxamento maximo (P < 0,001). O valor de forca maxima
na contracdo de musculos papilares estimulados eletricamente ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos (P = 0,973). Concluséo: A diminuicdo na PPP e
na forca maxima de contracdo induzida por cafeina € provavelmente devida a
diminuicdo no contetdo de célcio do RS, causado pelo vazamento de Ca®* do RS. A
diminuicdo no percentual de ganho de forgca com a diminui¢cdo na concentracédo de
sodio extracelular possivelmente reflete uma diminuicdo na expressédo do trocador
Na‘/Ca®* (NCX). O aumento na velocidade maxima de contracdo e ralaxamento s&o
possivelmente devidos ao aumento na expressdo da SERCA2 e a-MHC. Porém
estudos mais aprofundados, com técnicas mais sensiveis para cada umas dessas
hipéteses precisam ser realizados, para aumentar as evidéncias das possiveis
modificacbes no AEC e no controle de calcio pelo musculo cardiaco com
hipertireoidismo.

Palavras — chave: Coracdo, hipertireoidismo, acoplamento excitacao-contracao,
célcio.
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ABSTRACT

Introduction: The calcium ion (Ca**) has a great importance with a signaling pathway
for the generation of depolarization, induced Ca** release from the sarcoplasmic
reticulum (SR) and the activation of the contractile machinery. Pathophysiological
conditions that alter the control of Ca?* by myocytes is one of the central causes of
contractile dysfunction and arrhythmias in cardiac muscle. However, relatively little is
known about the influence of thyroid hormone on the cellular events associated with
increased and decreased cytoplasmic Ca?* in the process of excitation-contraction
coupling (ECC) of the heart muscle. Objectives: To evaluate the functional changes
and propose how Ca®" is being handled in isolated papillary muscles of animals with
hyperthyroidism. Methods: We used 36 Wistar rats were divided into two groups, a
control group and a hyperthyroid group was induced by T3 intraperitoneal injections
(15 pg/100g weight animal) for ten days. For functional evaluation were measured
several contractile parameters as the maximum force of contraction, +df/dt, -df/dt,
time of contraction and relaxation, contraction force in different concentrations of
extracellular sodium, post-rest potentiation and force of contraction induced by
caffeine. Results: The primary findings in hyperthyroid animals compared to control
animals, was a decrease in post-rest potentiation (PRP) in all pause times (P <0.05),
increase in the speed of contraction (+df/dt) and relaxation (-df/dt) (P <0.001),
decrease in the percentage of gain in strength with decreasing extracellular sodium
concentration (P <0.001), decreased production of maximum force contraction
induced by caffeine (P <0.003) and decreased the time to reach peak shrinkage,
decrease in time interval of peak contraction to relaxation and decreased interval
maximum time between onset of contraction until maximal relaxation (P <0.001). The
value of maximum force of contraction in papillary muscles stimulated electrically no
showed statistically significant difference between groups (P = 0.973). Conclusion:
The decrease in the PRP and the maximum force of contraction induced by caffeine
is likely due to a decrease in calcium content of SR, caused by leakage of Ca?* from
SR. The decrease in the percentage of gain of strength with the decrease in
extracellular sodium concentration may reflect a decrease in the expression of
Na‘/Ca®" exchanges (NCX). The increase in speed of contraction and ralaxation are
possibly due to increased expression of a-MHC and SERCA2. However further
studies with more sensitive techniques for each one of these assumptions need to be
made to increase the evidence of potential changes in the AEC and the control of
calcium by heart muscle with hyperthyroidism.

Key - words: Heart, hyperthyroidism, excitation-contraction coupling, calcium.
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1 INTRODUCAO

Funcdo enddcrina normal é essencial para o bom desempenho das func¢des
cardiovasculares. Disturbios do sistema enddécrino, consistindo de hiperfuncdo ou
hipofungdo hormonal, tém varios efeitos sobre o sistema cardiovascular (Rhee &
Pearce, 2011).

A estreita ligacdo entre a glandula tiredide e coracgdo ficou clara nas primeiras
descri¢des do hipertireoidismo. Influéncias do aumento da secrecdo do hormdénio da
tiredide na funcéo cardiovascular foram notados a mais de 200 anos atrds. Em 1785,
um médico britanico, C. Parry, descreveu oito casos, todas mulheres, com um
aumento da tiréide, aumento da frequéncia cardiaca, palpitacbes e quatro foram
consideradas com hipertrofia cardiaca (Kahaly & Dillmann, 2005).

Atualmente € reconhecido que o horménio tireoidiano afeta o sistema
cardiovascular e que mudanca nos niveis circulantes desse hormoénio influencia a
contratilidade e a funcéo eletrofisiologica do coracdo (Klein, 1990). Aumento nos
niveis de horménio tireoidiano (hipertireoidismo) resultam no aumento da
contratilidade cardiaca, incluindo maior velocidade de contracdo e relaxamento,
aumento do débito cardiaco e frequéncia cardiaca aumentada (Carr & Kranias,
2002). Pacientes com hipertireoidismo geralmente apresentam sinais e sintomas
relacionados ao sistema cardiovascular que incluem palpita¢des, taquicardia sinusal,
fibrilacdo atrial, hipertenséo sistélica, pressdo de pulso aumentada, intolerancia ao
exercicio e dispnéia (Rhee & Pearce, 2011; Kahaly & Dillmann, 2005).

O hipertireoidismo esta entre os distirbios enddcrinos mais comuns. O
Hipertireoidismo estad presente em 1,3% da populacdo dos Estados Unidos. O
hipertireoidismo € definido pela elevacdo dos niveis de hormbnio da tiréide (T3 e/ou
T4) e uma diminuida ou auséncia de TSH (Rhee & Pearce, 2011).

O hipertireoidismo pode resultar de doencas auto-imune, nédulo na tireéide
ou ingestdo exodgena de hormbnio da tiredide (Rhee & Pearce, 2011), ocasionando
aumento da taxa metabdlica, aumento da temperatura, sudorese e sintomas como
tremor, taquicardia, aumento do apetite, fadiga, intolerancia ao calor, diarréia e
perda de peso (Rhee & Pearce, 2011; Klein & Ojamaa, 2001; Boelaert & Franklyn,
2005).



12

1.1 Aspectos Estruturais e Moleculares da Célula Muscular Cardiaca

A contratilidade € uma das propriedades do musculo cardiaco (miocérdio), que
apresentam células (cardiomiécito) com um aspecto estriado devido a disposicédo
organizada do material contratil em seu interior, formando sarcémeros com bandas
claras e escuras (Aires, 2008; Van De Graaff, 2003).

O musculo cardiaco é formado de tecido conjuntivo e células musculares
estriadas ramificadas, mas que se comunicam umas com as outras pelos discos
intercalares. Nas regides de contato entre as células, existem juncdes de baixa
resisténcia elétrica, as jungdes comunicantes ou do tipo “gap”. Séo essas jungdes
gue permitem uma rapida transmissao dos impulsos de célula a célula, resultando
em uma contracao quase que simultanea de todas as células (Mattiazzi, 2004; Aires,
2008).

A membrana do cardiomiécito apresenta o sistema tubular transverso, ou
tubulos T, que sao invaginacbes da membrana que penetram e percorrem
transversalmente as células, estando em contato com o meio extracelular (Brette &
Orchard, 2003; Brette & Orchard, 2007). Outro sistema tubular, o reticulo
sarcoplamatico (RS), tem localizacdo estritamente intracelular. E formado por
tubulos que correm longitudinalmente entre as miofibrilas e, na linha Z, formam as
cisternas terminais que entram em contato com os tubulos T (Franzini-Armstrong,
1999). A funcéo do RS é de armazenar célcio (Ca*") para sua liberacdo no processo
de contracdo, mas também controla ativamente a concentracédo de Ca®" citosélico
durante o relaxamento, fazendo a recaptacdo de Ca*" para seu interior (Periasamy
et al.,, 2008). A regido da cisterna terminal do RS, que entra em contato com 0s
tubulos T é denominada reticulo juncional (Figura 1 e 2) (Aires, 2008; Vassallo et al.,
1998).
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Figura 1 - Proteinas envolvidas na sinalizacdo por calcio em midécitos ventriculares. Membrana
do reticulo sarcoplasmético (RS) em estreita proximidade com sarcolema formando diades, que estédo
presentes principalmente nos tdbulos transversais (tubulo-T), mas também na membrana de
superficie. Diades compreendem um conjunto de receptores de rianodina (RyR) adjacentes a, e sob o
controle funcional de, canais de Ca®* do tipo-L (LTCC) , o que constitui uma unidade de liberacdo de
Ca”. Proteinas envolvidas na recaptacdo Ca’* para o RS (Ca** - ATPase do RS, SERCA?) e extrusio
de Ca®* (Trocador Na'/Ca®* (NCX)). Fonte: Brette & Orchard, 2007.

Dentro das células musculares, encontramos o material contratil. Este se
encontra organizado formando uma estrutura repetitiva, o sarcbmero, que € a
unidade contratil basica do musculo. O sarcémero é limitado por duas linhas ou
discos Z adjacentes, o qual apresenta regides claras e escuras denominadas,
respectivamente, banda | e A. A banda | é formada por filamentos finos (actina,
tropomiosina e troponina) que se ligam a linha Z. A banda A é formada
principalmente por filamentos grossos (miosina). Nas porcdes laterais da banda A
encontramos uma regido de superposicdo entre os filamentos finos e grossos e entre
estas, no meio da banda A, tem uma regido onde sé se encontram filamentos
grossos, denominada de banda H. E na regido mediana da banda A, os filamentos

grossos apresentam um espessamento que gera a linha M (Figura 2) (Aires, 2008).
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Figura 2 - Organizacdo do musculo estriado. Na figura superior (A), se observa a fibra muscular
envolvida superficialmente pela membrana plasmética (sarcolema). Projecdes da membrana que
penetram transversalmente no interior da célula formam os tubulos-T. No interior da célula, estruturas
repetidas, denominadas de sarcémero, correm longitudinalmente a célula. E envolvendo as proteinas
contrateis temos o reticulo sarcoplasmatico (representado em amarelo). Na figura inferior (B),
observamos os detalhes do sarcémero, estrutura que se encontra entre duas linhas Z, que € formado
por filamentos finos e grossos. Fonte: Aires, 2008.

A fungdo priméaria dos cardiomiécitos consiste na transducdo de energia
guimica em energia mecéanica. O processo ciclico de contragdo e relaxamento
muscular esta baseado na regulacdo e interacdo complexa entre as proteinas
contrateis, processo que requer a participacdo do Ca*". As proteinas responsaveis
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pelo mecanismo contratil incluem a actina, miosina, tropomiosina e troponina
(Gordon et al., 2000).

1.1.1 Filamentos Finos

A actina tem como unidade basica a actina globular (G-actina) que, em
presenca de ATP, se polimeriza formando cadeias fibrilares (F-actina). Duas cadeias
fibrilares de F-actina, entrelacadas de forma helicoidal, formam o filamento de actina
presente no sarcémero. A actina apresenta sitios ativos capazes de interagir com a
miosina e durante essa interacdo a ATPase miosinica € ativada, hidrolisando ATP,
com consequente liberacdo de energia necessaria a contracdo (Aires, 2008;
Calaghan et al., 2004).

A tropomiosina € uma proteina alongada filamentosa composta por duas
cadeias peptidicas helicoidais, que se estende sobre sete moléculas de actina.
Durante o relaxamento muscular, quando os niveis citoplasmaticos de Ca®" estdo
baixos (de 107 a 10® M), a tropomiosina bloqueia o sitio de ligacéo da actina para
miosina, impedindo a ligacdo entre essas duas moléculas. Em cardiomidcitos,
durante a fase 2 do potencial de acdo, o Ca* é liberado do reticulo sarcoplasmatico
(RS) e, ligando-se a troponina C, causa a mudanca conformacional na posicdo da
tropomiosina no filamento fino expondo o sitio de ligagdo da actina a miosina
(Gordon et al., 2000).

O complexo troponina € composto por trés subunidades protéicas, troponina-
T (TnT), troponina-C (TnC) e troponina-lI (Tnl). A TnT é a subunidade ligante a
tropomiosina quando o Ca®" se liga a troponina (Perry, 1999). A troponina C tem
grande afinidade pelo ion Ca?". A troponina | quando interage com a tropomiosina,
provoca a inibicdo do sitio ativo da actina (Figura 3) (Mittmann et al., 1990). A
ligacdo do Ca* na TnC aumenta a interacdo entre TnC-Tnl, enfraquecendo a ligagéo
da Tnl na actina, aumentando o movimento da tropomiosina sobre a superficie da
actina. Esse movimento acaba expondo o sitio de ligacdo para miosina na actina
gue estava previamente ocupado pela tropomiosina, aumentando a probabilidade da
ligacdo da miosina na actina, o que leva a contracdo muscular (Figura 3) (Gordon et
al., 2000).
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Actina Unido Tropomiosina
Cauda-Cabeca

Figura 3 — Estrutura esquemaética do filamento fino. Como ilustrado na figura, o filamento fino é
formado pelas duas cadeias fibrilares de F-actina entrelacadas, por duas moléculas de tropomiosina,
gue no estado de repouso ocupam o sulco do filamento de actina, e por trés moléculas de troponina;
troponina | (Tnl), troponina C (TnC) e troponina T (TnT). Fonte: Koeppen & Stanton, (2009).

1.1.2 Filamento Grosso

O filamento grosso € formado pela unido de moléculas de miosina. A miosina
e formada por duas cadeias entrelacadas que terminam numa estrutura globular. A
hidrdlise enzimatica da miosina com tripsina a divide em uma porc¢ao leve, que forma
grande parte da sua cauda, denominada meromiosina leve (MML), e uma porcéo
pesada, que contém a regido globular, denominada meromiosina pesada (MMP).
Continuando com a hiddlise a MMP se divide em duas subunidades, S1 e S2. A
subunidade S1 corresponde a regido globular. Essa subunidade é formada por um
par de estruturas globulares, cada uma contendo uma cadeia pesada (MHC) e duas
cadeias leves (MLC). A cadeia pesada tem atividade ATPasica (ATPase miosinica) e
as cadeias leves regulam sua atividade A cabeca globular é uma estrutura
complexa, possuindo um sitio de ligacéo para actina e apresenta atividade ATPasica
(Figura 4) (Rayment et al., 1993; Aires, 2008).

Atrios e ventriculos contém duas isoformas de MHC que diferem na atividade
ATPasica. A a-MHC, também chamada de V1, tem alta atividade ATPasica e
promove uma rapida velocidade de contracdo das fibras musculares cardiacas
(LeWinter & VanBuren, 2002). A B-MHC também chamada de V3 possui uma baixa
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atividade ATPasica, levando a uma reducdo na velocidade de contragdo. Em
humanos a B-MHC é a isoforma ventricular predominante durante toda vida adulta,
entretanto pequenos niveis de a-MHC podem ser detectados no miocardio humano
(Sucharov et al., 2003; LeWinter & VanBuren, 2002; Reiser et al., 2001; Schaub et
al., 1997).

Com relacdo a MLC, uma é essencial (MLC1) e a outra € denominada cadeia
leve 2 ou reguladora (MLC2 ou RLC). MLC1 tem como funcdo manter a integridade
da proteina. A MLC2 pode ser fosforilada, aumentado a sensibilidade do sistema
contratil ao Ca?*, modulando a contracéo (Aires, 2008; Gordon et al., 2000).

Cadeias leves

]

)

1

)

\— MML MMP |
PM 140.000 PM 340.000

Figura 4 — Estrutura dos filamentos contrateis. A. esquema da estrutura da molécula de miosina.
MML — meromiosina leve; MMP — meromiosina pesada. S-1, subfrgmento da MMP que contém a
cabeca da miosina. S-2, subfrgmento da MMP que contém parte da cauda. B. Estrutura esquematica
do filamento fino. 1 — monémeros de G-actina que se polimerizam formando F-actina. 2 — molécula de
troponina. 3 — molécula de tropomiosina. Fonte: Aires, 2008.

1.1.3 Ca®" - ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2)

A Ca®" - ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2) é uma bomba de

célcio localizada na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) e sua atividade
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depende da presenca de ATP. A SERCAZ2a, que é a isoforma mais abundante no
tecido cardiaco, tem com fung&o transportar o célcio citoplasmatico para o interior do
RS, resultando no relaxamento muscular. Assim, a taxa de recaptacéo de calcio pela
SERCA2 é o principal determinante da velocidade de relaxamento cardiaco. A
atividade da SERCA2 também pode influenciar indiretamente a velocidade e a forca
de contracdo por alteracdo no conteddo de calcio do RS (Bluhm et al., 1999;
Periasamy et al., 2008; Kiriazis & Kranias, 2000).

No musculo cardiaco a atividade da SERCAZ2 é regulada por duas proteinas:
fosfolambano (PLB) e sarcolipina (SLN). O Fosfolambano (PLB) é uma fosfoproteina
composta por 52 aminoacidos e altamente expressa no muasculo cardiaco,
principalmente nos ventriculos. A PLB no seu estado ndo fosforilado, inibe a
atividade da SERCAZ2. A fosforilagdo da PLB na serina 16 e da treonina 17 pela PKA
ou pela CaMKII, respectivamente, aumenta a atividade da SERCA2, aumentando a
recaptacdo de calcio para o RS (Periasamy et al., 2008). A Sarcolipina € uma
proteina de baixo peso molecular, composta por 31 aminoacidos. No coracao é
expressa predominantemente nos atrios, sendo pouco expressa nos ventriculos.
Seu efeito inibitorio sobre a SERCA2 é similar ao efeito do PLB (Bhupathy et al.,
2007).

Condicdes patoldgicas (p. ex. insuficiéncia cardiaca) e mudancas nos niveis
hormonais podem modificar a quantidade de SERCAZ2, influenciando no transporte
de célcio. E bem documentando que o hormdnio da tiredide é um potente regulador
da expressdo de SERCA2 e da contratilidade do muasculo cardiaco. No
hipertireoidismo os niveis de SERCA2 se encontram aumentados, enquanto que
ocorre uma diminuicdo do PLB. Essas modificacbes sdo consistentes com o
aumento da velocidade de recaptacdo de calcio pelo RS e aumento na funcgéo
cardiaca observado em coracées com hipertireoidismo (Periasamy et al., 2008;
Bhupathy et al., 2007; Reed et al., 2000).

1.1.4 Receptor de Rianodina (RyR)

Os receptores de rianodina (RyR), também chamados de canais liberadores
de calcio, estdo localizados na membrana do reticulo sarcoplasméatico (RS). Quando

ativados permitem a saida do Ca?* que estava armazenado no RS para o citoplasma
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do cardiomidcito, condicdo essencial para contracdo do musculo esquelético e
cardiaco. A projecao citoplasmatica desse receptor esta voltada para a membrana
dos tdbulos-T, justapostos com os canais de calcio do tipo-L (Laver, 2006; Zalk et
al., 2007).

No musculo cardiaco, o principal ativador do receptor de rianodina € o calcio.
Ele é proveniente da abertura dos canais de Ca2+ do tipo-L, durante a
despolarizacdo. Esse fenbmeno no qual o célcio, do meio extracelular, entra na
célula e dispara a liberacdo de mais célcio do RS é chamado de liberacao de calcio
induzida por calcio (CICR “Calcium-Induced Calcium Release”) (Fabiato, 1983).

Os receptores de rianodina sdo modulados por uma série de proteinas, que
atuam aumentando ou diminuindo a probabilidade de sua abertura. A calstabina, ou
também chamada FKBP12.6 ou FK506, & essencial para manter o receptor no
estado fechado. Ja proteina quinase A (PKA) e CaMKIl, que atuam fosforilando o
receptor, aumentam sua probabilidade de abertura (Wehrens et al., 2005; Zalk et al.,
2007).

1.1.5 Trocador Na*/Ca®* (NCX)

O trocador Na‘/Ca®** (NCX) é uma proteina que se encontra na membrana
celular e tem como funcédo principal remover o calcio da célula, ajudando no
relaxamento do cardiomiécito. O NCX utiliza a energia armazenada do gradiente
eletroquimico do sédio, permitindo o influxo de ions sodio a favor do seu gradiente
eletroquimico, assim permitindo a extrusdo do ion calcio para fora da célula. O NCX
funciona com uma estequiometria de 3Na:1Ca, removendo um ion calcio em troca
da entrada de trés ions sodio, gerando uma corrente despolarizante (Reed et al.,
2000; Philipson & Nicoll, 2000).

Uma vez que o transporte é eletrogénico (altera o potencial de membrana), a
despolarizacdo da membrana pode inverter a direcdo do trocador, o que contribui
para elevacao do calcio intracelular na fase inicial do platé, que em seguida, com a
repolarizal¢cdo o calcio passa a ser retirado da célula. Desta forma o NCX poderia
contribuir para o processo contratil e, logo em seguida, auxiliar no relaxamento.
Além disso, como outras proteinas de transporte, a quantidade e a direcdo de

transporte depende do gradiente ibnico transmembrana. Isso significa que, quando
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os niveis intracelulares de Na' estdo aumentados, ou o nivel extracelular esta
diminuido, o NCX comecar a importar Ca?*, funcionando no modo inverso (Diedrichs
et al., 2007; Philipson & Nicoll, 2000; Bassani & Bers, 1994).

Nos corac6es de animais com hipertireoidismo, os niveis de RNAm e proteina
para NCX se encontravam diminuidas, enquanto que RNAm e proteinas para
SERCA2 tiveram seus niveis aumentados. Nos cora¢des dos animais com
hipotireoidismo, no entanto, uma resposta oposta foi identificada. Estas descobertas
sdo importantes e salientam que a expressao do NCX é regulada em sentido oposto
ao da SERCA2, em resposta a alteracBes nos niveis de hormonio da tiréide (Reed et
al., 2000; Shenoy et al., 2001).

1.1.6 Canal de Célcio do Tipo-L

O canal de Ca®" do tipo-L, também chamado de receptor diidropiridinico
(DHPR), é um canal de Ca*" sensivel as alteracdes de voltagem. No ventriculo e
atrio, esse canal tem uma grande concentracdo na membrana dos tubulos-T (Bers,
2002). O canal de Ca*" do tipo-L participa da fase de platé no potencial de acdo e
exerce uma funcéo primordial no acoplamento excitacdo-contracdo (AEC). Ao ser
gerado um potencial de acdo no cardiomidcito, uma onda de despolarizacdo se
propaga por toda membrana plasmatica e tubulos-T e ao atingir os canais de Ca**
do tipo-L vai ocorrer sua abertura e permitir a entrada de Ca?* para o interior da
célula. O influxo de Ca®" através desses canais dispara a liberacdo de mais Ca** do
reticulo sarcoplasmatico para o citoplasma, culminando com a contragdo muscular
(Bers, 2008).

1.2 Acoplamento Excitacdo-Contracdo (AEC) do Musculo Cardiaco

Os eventos que transcorrem da despolarizacdo do sarcolema e a liberacdo de
célcio do reticulo sarcoplasmatico sdo definidos como processo de acoplamento
excitacao-contracdo (AEC) (Dulhunty, 2006). O processo de acoplamento excitacéo-
contracdo do musculo cardiaco inicia-se por tanto, com a propagacéao do potencial de

acdo pelo sarcolema e ao longo do tubulo-transverso e termina com a liberacdo de
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célcio do RS (Bers, 2002). Porém nas décadas de 50 e 60, ndo se conheciam 0s
eventos moleculares que ocorriam no intervalo de tempo entre o instante da
aplicacdo de um estimulo na fibra muscular e no instante que se inicia a contragdo
(Winegrad, 1965 Sandow, 1952).

A membrana da cisterna terminal do RS possui um canal de calcio
denominado receptor de rianodina (RyR), através do qual ocorre a liberacédo de Ca**
do RS para o citosol (Ogawa, 1994; FranziniArmstrong & Protasi, 1997). No musculo
cardiaco essa liberacdo é induzida pelo Ca?. Os canais de Ca®" do tipo-L,
localizados no sarcolema e principalmente nos tubulos-T, sdo canais i6nicos
sensiveis a voltagem, ou seja, sua conformacdo protéica se altera, abrindo em
resposta a despolarizacdo, permitindo assim o influxo de Ca®" a favor de seu
gradiente eletroquimico. O resultado do influxo de Ca* é a liberacdo de Ca*
induzida pela ligacdo do Ca®* ao RyR, levando a um fendmeno denominado de
liberacdo de Ca®' induzida por Ca?* (Fabiato, 1983). Este mecanismo constitui-se
num sistema de amplificacdo de sinal, pois uma pequena quantidade de caélcio
proveniente do meio extracelular desencadeia uma liberagdo macica deste ion do
RS para o citosol, causando a contracao do muasculo cardiaco.

O mecanismo da liberacdo de célcio induzida por ions calcio (CICR) pode
também envolver a participacdo do trocador Na'/Ca®', presente no sarcolema
(Bridge et al., 1990). Nesse trocador, o transporte de Ca®" através do sarcolema esta
acoplado ao movimento reciproco de Na*, com uma estequiometria de 3Na*:1Ca*
(Brenner & Yu, 1993). A direcdo na qual se realiza a troca depende
fundamentalmente do gradiente eletroquimico para o Na* e o Ca**. Em repouso, ou
diastole, o trocador utiliza o gradiente eletroquimico do sdédio o qual favorece a
entrada deste na célula e remove o Ca*" para o meio extracelular (modo direto).
Entretanto, durante a despolarizacdo o gradiente eletroquimico para soédio é
reduzido e quando o potencial transmembrana alcanca valores inferiores a — 20 mV
(potencial de reverséo), o trocador passa a trabalhar no modo inverso, ou seja,
ocorre o influxo de Ca®" e efluxo de Na* (modo reverso). No modo reverso o trocador
Na‘/Ca®" atua auxiliando o processo de liberacdo de Ca?" induzida por Ca*. No
modo direto este sistema de troca atua induzindo o relaxamento muscular por meio
da remocéo do calcio intracelular (Brenner & Yu, 1993; Sham et al., 1992).

Na membrana do RS existe uma Ca?'-ATPase denominada SERCA2, que

transporta o calcio para dentro do reticulo sarcoplasmatico, tendo papel principal no
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processo de relaxamento muscular (Meyer et al., 1999). O relaxamento do midcito
cardiaco ocorre como consequéncia da diminuicdo da concentracdo de Ca**
citosélico. A maior contribuicdo para diminuicdo da concentracdo de Ca?* citosélico
decorre da recaptacdo de Ca®" para o interior do RS pela SERCA2. Menor
contribuicdo é dada pela a extrusdo de Ca** para o meio extracelular pelo trocador
Na'/Ca®* (NCX) e uma quantidade menor ainda é realizada pela Ca”**-ATPase
sarcolemal e uniporte de Ca?* mitocondrial (Bers, 2002; Reed et al., 2000).

A atividade da SERCA2 é regulada por uma fosfoproteina denominada
fosfolambano (PLB). A fosforilacdo do PLB pela proteina quinase A (PKA) ou pela
CaMKIl e a reducéo da expressao de PLB acarreta a ativacdo da SERCA2, levando
a recaptacdo de Ca** pelo RS, que promove o aumento na forca de contracéo e na
velocidade de relaxamento (Figura 5) (Ojamaa et al., 2000; Meyer et al., 1999).

O Ca*' liberado liga-se ao seu sitio presente na subunidade da troponina C
(TnC), a qual ativa a contracdo (Bers, 2002). Uma vez o Ca*' ligado a TnC esta
induz o movimento da molécula de tropomiosina em direcdo a ranhura do filamento
fino resultando na exposicdo do sitio de ligacdo para miosina. O resultado desta
desinibicdo estérica do filamento fino € o da formacdo e ciclizagdo das pontes
cruzadas ocasionando a geracdo de tensdo e/ou encurtamento do sarcémero.
Existem quatro sitios de ligacdo do Ca** na TnC. Dois desses sitios tém alta
afinidade por Ca?*, mas também ligam Mg®* no repouso. Esses sitios parecem estar
envolvidos no controle e aumento da interacéo entre as subunidades de troponina |
e de troponina T. Os outros dois sitios t&ém baixa afinidade ao Ca** sendo por tanto
ocupados, quando a concentracdo intracelular desse ion se elevar como

consequéncia de sua liberacéo pelo RS (Bers, 2002).
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Figura 5 — Acoplamento excitacdo-contracdo no midcito cardiaco. Representacdo esquematica
do transporte de céalcio no midcito ventricular. A propagacdo do potencial de acdo (PA) pelo
sarcolema e tdbulos — T acarreta a abertura dos canais de calcio do tipo-L (representado na cor
laranja) o que permite um pequeno influxo de fons Ca®* para dentro da célula. Por meio do
mecanismo de “liberacdo de Ca*" induzida por Ca**”, os fons Ca** provenientes do liquido extracelular
(LEC) induzem a liberacao de ions Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico (RS) através dos receptores de
rianodina (RyR) presentes nas membranas das cisternas terminais do RS. A Ilgagao dos fons Ca*" as
TnC ativa o ciclo de pontes cruzadas ocorrendo a sistole. A seguir, os fons Ca** sdo recaptados para
o RS por meio de bombas de Ca®* denominadas SERCA2, as quais estédo sob regulacdo da proteina
fosfolambano (PLB), e removidos para o LEC através de trocadores Na‘/Ca2+, ocorrendo a diastole.
Bombas de Ca®* presentes no sarcolema e uniportes para Ca** presentes na membrana mitocondrial
completam a remocdo de ions Ca” do sarcoplasma. Na'/K* ATPases presentes no sarcolema
asseguram a manutencéo dos gradientes idnicos para Na" e K*. O quadro abaixo mostra as rela(;oes
entre o PA, a concentracao intracelular de fons Ca®* e a contracdo muscular. NCX, trocador Na*/ Ca**
RyR, receptor de rianodina; PLB, fosfolambano; ATP, ATPase. Fonte: Modificada de Bers, 2002.

1.3 Glandula Tireoide

A glandula tiredide esta localizada na parte anterior do pescoco e possui dois
lobos, um direito e um esquerdo, unidos por uma banda central de tecido glandular
denominado istmo (Figura 4) (Van De Graaff, 2003). Essa glandula secreta trés
horménios: tiroxina (T4), triiodotironina (T3) e calcitonina. A calcitonina € um

horménio importante para o metabolismo do célcio. O T3 e T4 tém importancia
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critica para o crescimento e desenvolvimentos normais e para o metabolismo
energético (Guyton & Hall, 1998; Rang & Dale, 2007).

Figura 6 — Representacdo e localizagdo da glandula tiredide. A glandula tiredide se localiza
anteriormente a traquéia e apresenta dois lobos laterais e uma parte central que une os dois lobos,
denominada istmo. Fonte: Netter, 1997.

Da producédo de horménio da tirdide no corpo, 85% é sintetizado e liberado da
tirdide glandula como T4. Porém, o T3 é a forma celular ativa do horménio da
tiredide e é predominantemente obtido a partir da conversao periférica do T4 para T3
pela enzima 5 monodeiodinase do tipo-1 principalmente no figado e rim (Danzi &
Klein, 2002).

A producao e secrecdo hormonal sdo estimuladas pelo horménio estimulante
da tireéide (TSH), proveniente da hipofise anterior. Este, por sua vez, € estimulado
pelo horménio liberador de tireotrofina (TRH), proveniente do hipotdlamo. Cada um
desses horménios esta sob controle de retroalimentacdo negativa (feedback
negativo), através da alca hipotalamo-hipofise-tiredide (Franklyn et al., 1991).

As acgbes dos hormonios tireoidianos séo classificadas em duas categorias: as
gue afetam o metabolismo e as que afetam o crescimento e o desenvolvimento
(Rang & Dale, 2007).
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Os efeitos sobre o metabolismo séao os seguintes:

e Produzem aumento geral do metabolismo dos carboidratos, gorduras e
proteinas;

e Ocorre aumento do consumo de oxigénio e na producéo de calor;

e O excesso de hormdnio tireoidiano resulta no aumento da frequéncia e
do débito cardiaco e em maior tendéncia a arritmias.

Os efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento sdo em partes, devido a
acdo direta nas células, e também indiretamente, por influenciar a producdo de
horménio do crescimento e potencializar seus efeitos. O hormdnio tireoidiano é
importante para o desenvolvimento do esqueleto, do sistema nervoso central (Rang
& Dale, 2007) e do sistema cardiovascular (Klein & Danzi, 2007).

As acles dos hormdnios da tiredide resultam principalmente da interacdo do
hormbnio com receptores nucleares que interagem com sitios reguladores de genes,
modificando sua expressdo. Porém, efeitos chamados extranucleares, estimulando a
atividade de proteinas especificas, independentemente da ligacdo com receptores
nucleares tem sido descritos (Ojamaa et al., 1996).

Alteracbes nos niveis de horménio da tireéide tém um profundo impacto na
contratilidade miocardica, na velocidade de relaxamento, no débito cardiaco e
frequéncia cardiaca. Seus efeitos sdo mediados em parte por sua capacidade de
regular a expressdo de varias proteinas chave, envolvidos na regulacdo da
homeostase do calcio intracelular, bem como proteinas miofibrilares especificas
(Klein & Danzi, 2007; Carr & Kranias, 2002).

Aumento nos niveis de hormdnio tireoidiano (hipertireoidismo) resultam no
aumento da contratilidade cardiaca, incluindo maior velocidade de contracdo e
relaxamento, aumento do débito cardiaco e frequéncia cardiaca aumentada,
enquanto os efeitos opostos sdo observadas no hipotireoidismo (Carr & Kranias,
2002).
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1.3.1 Hipertireoidismo e suas implicacdes no sistema cardiovascular.

As doencas da tiredide sdo bastante comuns. As estimativas atuais sugerem
gue afeta aproximadamente 9% a 15% da populacédo adulta do sexo feminino e um
percentual menor entre 0 sexo masculino. No entanto, com o avangar da idade,
especialmente para além da oitava década de vida, a incidéncia das doencas no
sexo masculino se torna igual & do sexo feminino (Klein & Danzi, 2007).

Das alteracbes da tiredide, o hipertireoidismo estd entre os distdrbios
endocrinos mais comuns. O Hipertireoidismo esta presente em 1,3% da populacdo
dos Estados Unidos. O hipertireoidismo é definido pela elevacdo dos niveis de
horménio da tirdide (T3 e/ou T4) e uma diminuida ou auséncia de TSH (Rhee &
Pearce, 2011).

O hipertireoidismo pode resultar de doengas auto-imune, nodulo na tiredide
ou ingestdo exogena de hormdnio da tiredide (Rhee & Pearce, 2011), ocasionando
aumento da taxa metabdlica, aumento da temperatura, sudorese e sintomas como
tremor, taquicardia, aumento do apetite, fadiga, intolerancia ao calor, diarréia e
perda de peso (Rhee & Pearce, 2011; Klein & Ojamaa, 2001; Boelaert & Franklyn,
2005).

E reconhecido que o horménio tireoidiano afeta o sistema cardiovascular e
gue mudanca nos niveis circulantes desse hormoénio influencia a contratilidade e a
atividade elétrica do coracao (Klein, 1990). Aumento nos niveis de hormoénio
tireoidiano (hipertireoidismo) resultam no aumento da contratilidade cardiaca,
incluindo maior velocidade de contracéo e relaxamento, aumento do débito cardiaco
e frequéncia cardiaca aumentada (Carr & Kranias, 2002). Pacientes com
hipertireoidismo geralmente apresentam sinais e sintomas relacionados ao sistema
cardiovascular que incluem palpitagdes, taquicardia sinusal, fibrilacdo atrial,
hipertensédo sistolica, pressdo de pulso aumentada, intolerancia ao exercicio e
dispnéia (Rhee & Pearce, 2011; Kahaly & Dillmann, 2005).

No hipertireoidismo as alteracbes hemodinamicas mais evidentes incluem
diminuicdo da resisténcia vascular sistémica (RVS), aumento da frequéncia
cardiaca, o aumento da pré-carga cardiaca, e aumentou o débito cardiaco. Reducéo
da RVS é devido ao relaxamento do musculo liso vascular, mediado pelo horménio
da tiréide e aumento da producao de 6xido nitrico (NO) endotelial. A diminuicdo na

RVS ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona levando ao aumento do
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volume plasmético e um aumento da pré-carga cardiaca. A combinagcdo da pré-
carga aumentada e diminuicdo da RVS leva o aumento do débito cardiaco.
Aumentos na contratilidade e na frequéncia cardiaca em repouso podem contribuir
para 0 aumento no débito cardiaco, que pode ser de 50% - 300% maior em
pacientes com hipertireoidismo (Rhee & Pearce, 2011; Kahaly & Dillmann, 2005,
Dillmann, 2002).

Hipertensdo arterial sistélica pode resultar do efeito combinado do aumento
da pré-carga e débito cardiaco e diminuicdo da complacéncia arterial. Hipertreofia
ventricular esquerda (HVE) tem sido associada com o hipertiroidismo. As mudancas
hemodindmicas resultantes do hipertireoidismo aumentam o trabalho cardiaco e
induz uma hipertrofia cardiaca compensatéria ao longo do tempo. Hipertiroidismo
também esta associada ao aumento da velocidade de relaxamento diastolico. A
curto prazo, o hipertiroidismo pode estar associada com a melhor funcéo diastolica.
No entanto, a longo prazo, o hipertireoidismo crénico pode induzir disfuncdo
diastolica e HVE (Rhee & Pearce, 2011).

Intolerancia ao exercicio e dispnéia de esforco no hipertiroidismo pode
resultar de uma incapacidade para aumentar ainda mais frequéncia cardiaca e
fracdo de ejecdo, ou para diminuir ainda mais no RVS no exercicio. Pacientes com
hipertireoidismo também pode ter fraqueza nos muasculos esquelético e/ou da
musculatura respiratéria que reduz ainda mais a capacidade de exercicio (Rhee &
Pearce, 2011).

Taquicardia sinusal ocorre em aproximadamente 40% dos pacientes com
hipertireoidismo e geralmente desaparece apds a restauracdo dos niveis normais do
horménio tireoidiano. A fibrilacdo atrial é a segunda arritmia mais comum no
hipertireoidismo, e ocorre em 10% - 15% dos pacientes, a sua prevaléncia aumenta
com a idade (Rhee & Pearce, 2011; Kahaly & Dillmann, 2005; Dillmann, 2002).

Héa evidéncias de que a expressao génica e mudancas fenotipicas do coracéo
sdo extremamente sensiveis ao hormoénio da tiredide. Numerosos estudos, in vivo e
in vitro, sugerem que as alterac6es nos niveis do horménio tireoidiano podem afetar
a expressao génica dos miocitos cardiacos e, consequentemente, alterar a funcao
cardiaca (Morkin, 1993).

De forma geral, as ac6es dos hormonios da tiredide (especialmente o T3)
sobre o coracao, resultam de efeitos que ocorrem através de trés vias: ligacdo a

receptores intracelulares especificos (efeitos genémicos), alteragdo da atividade do
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sistema nervoso autbnomo simpético e modificacdes hemodinamicas periféricas,
além dos efeitos extracelulares (efeitos ndo gendmicos) que sdo menos entendidos
(Kahaly & Dillmann, 2005).

1.3.2 Efeitos Gendmicos

No interior do miécito, os efeitos nucleares do hormdnio da tiredide s&o
mediados pela interacdo do T3 com seu receptor (TRs). Existem quatro importantes
isoformas de TRs (TRal, TRa2, TRB1, TRB2) caracterizadas em humanos (Harvey &
Williams, 2002). Estas proteinas receptoras estdo ligadas a regiées promotoras de
genes responsivos ao T3. O complexo T3-TRs se liga a elementos de resposta a
horménio tireoidiano (TRES) o qual sdo sequéncias especificas de DNA. Essa
interacdo T3-TRs-TREs ativa a transcricdo de genes regulados positivamente pelo
T3, recrutando complexos co-ativadores e reprimem sua transcricdo na auséncia de
T3 através do recrutamento de complexos co-repressores (Kahaly & Dillmann, 2005;
Danzi & Klein, 2002; Boelaert & Franklyn, 2005).

Os niveis de T3 regulam tanto a transcricAo como a poOs-transcricdo de
diversas proteinas regulatorias da funcao cardiaca. Desencadeia regulacéo nuclear
positiva da cadeia pesada de miosina alfa (a-MHC), Ca®*" - ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA?2), receptores B; — adrenérgicos, Na'/K* - ATPase, canais
de potassio voltagem dependente (Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3); e regulacdo negativa da
cadeia pesada de miosina B (B-MHC), fosfolambano, adenilil ciclases tipos V e VI,
receptor nuclear de triiodotironina al e do trocador Na*/Ca*" (Danzi & Klein, 2012;
Ojamaa et al., 1999). e as alteracbes nessas proteinas contribuem para as
alteracdes na funcao sistdlica e diastdlica (Kiss et al., 1994; Ojamaa et al., 2000)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeitos do hormonio da tiredide na regulagédo génica

GENES REGULADOS POSITIVAMENTE
a-MHC
SERCA2
Receptor 8, — adrenérgicos
Canais de K*
Na'/K* ATPase

GENES REGULADOS NEGATIVAMENTE
B-MHC
Fosfolambano
Trocador Na*/Ca*

Receptor nuclear al
Adenilil ciclase

1.3.3 Efeitos Extranucleares

As acgOes extranucleares, ou ndo gendomicas, do horménio da tiredide nao
requerem a formacdo de um complexo nuclear com o horménio. Quando
comparadas as acOes nucleares, os efeitos extranucleares ocorrem muito
rapidamente, em até alguns minutos (Kahaly & Dillmann, 2005).

Entre as acdes ndo-genbmicas do T3 e que sédo relevantes para 0 coragao
estdo as que ocorrem nas membranas, afetando canais idnicos ou bombas. Por
exemplo, tem sido relatado que o hormdénio da tire6ide prolonga a abertura dos
canais de sodio e célcio, ativa a proteina quinase C (PKC), aumenta a atividade da
Na‘/K* ATPase a da Ca’*-ATPase do sarcolema e aumenta a densidade dos
receptores 31 — adrenérgicos na membrana celular (Davis & Davis, 2002; Incerpi,
2005; Kahaly & Dillmann, 2005).

1.4 Justificativa

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo. Disturbios da funcéo tireoidiana provocam alteracdes
do débito cardiaco e da pressao arterial por alterarem a contratilidade miocardica, a
velocidade de relaxamento diastdlico, a frequéncia cardiaca, o retorno venoso e a

resisténcia vascular periférica (Klein & Ojamaa, 2001).
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O hormdnio da tiredide provoca hipertrofia cardiaca e tem sido demonstrado
gque uma variedade de proteinas nos midcitos cardiacos, incluindo as cadeias
pesadas da miosina a e 3, receptores B-adrenérgicos, SERCA2 e fosfolambano séao
regulados pelo hormonio tireoideano (Dillmann, 2010; Ojamaa et al., 2000; Reed et
al., 2000).

Alguns dos efeitos mais marcantes do horménio da tire6ide no musculo
cardiaco envolvem modificagbes no controle de célcio celular. Essas alteracdes
influenciam principalmente a recaptacdo de Ca®* citosélico para o RS, velocidade de
relaxamento, forca de contracdo e contetido de Ca?* do RS. As modificacdes no
controle do calcio celular que sdo observadas no hipertireoidismo sdo causadas, em
partes, pelo aumento na expressdo da SERCA2 (Reed et al., 2000} e diminucéo do
fosfolambano, que inibe a SERCA2 (Dillmann, 2010; Ojamaa et al., 2000).

Devido a grande importancia do Ca®* com uma via de sinalizacdo para a
geracdo da despolarizacdo, inducdo da liberacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico e na ativacdo da maquinaria contratil, condicbes fisiopatologicas
que alterem o controle de Ca* pelos midcitos é uma das causas centrais de
disfuncdes contrateis e arritmias no musculo cardiaco (Bers, 2002).

No entanto, relativamente pouco se sabe sobre a influéncia do horménio da
tiredide sobre os eventos celulares associados com o aumento e a diminuicdo do
Ca?* citoplasmatico no processo de acoplamento excitacdo-contracdo do musculo
cardiaco (Jiang et al., 2000).

Apesar da grande quantidade de informacfes sobre as modificagcbes na
expressdo génica de proteinas envolvidas no acoplamento excitacdo-contracéo,
pouco se sabe a respeito como essas modificacées afetam o controle de Ca®* celular

e quais seriam as repercussodes funcionais no hipertireoidismo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos funcionais do hipertireodismo em muasculos papilares
isolados de ratos.

2.2 Especificos

Empregando-se animais eutiredideos e hipertiredideos os objetivos do nosso
trabalho foram:

e Avaliar, em musculos papilares isolados estimulados eletricamente e em
condicbes isométricas, parametros de contratilidade (forca absoluta,
velocidade maxima de producdo de forca (+df/dt) e relaxamento (-df/dt),
potenciacdo pos-pausa (PPP), forca absoluta em diferentes concentracdes de
sodio extracelular e tempo de contracéo e relaxamento).

e Avaliar, em musculos papilares isolados e quiescentes, a forca de contracdo
induzida por cafeina.

e E com bases nesses dados de contratilidade, avaliaremos as possiveis
mudancas no conteudo de calcio do RS e as possiveis modificacbes nas
estruturas moleculares responsaveis pelo acoplamento excitacdo-contracao

no musculo cardiaco com hipertireoidismo.



32

3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo experimental foram utilizados 36 (n=36) ratos machos Wistar,
pesando entre 250-300g, fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
UFPR. Os animais foram mantidos em gaiolas sob condicbes de controle de
temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a ra¢éo e agua.
Todos os prodecimentos realizados nesse trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncia Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana — UFPR,; certificado n°® 582.

Os animais foram divididos de forma aleatoria em dois grupos, sendo um
grupo controle (n=18) e um grupo hipertireoideo (n=18). No grupo hipertireoideo
(GH), a inducéo do hipertireoidismo foi feita com injecdes diarias, intraperitoneal, de
horménio tireoidiano (T3 — 15ug/100g) durante dez dias. Os animais do grupo
controle (GC) receberam injecdes diarias de solucdo salina pelo mesmo periodo
(Wolska et al., 1997).

Para realizacdo dos experimentos, 0s animais eram submetidos a anestesia
com cloridrato de ketamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg). Apés a
verificacao de falta de resposta a estimulos dolorosos na raiz da cauda, nas orelhas
e no tendao calcaneo, o animal era sacrificado através da sec¢cdo medular na regiao
cervical e logo em seguida era realizado a exsanguinacdo. ApoOs todos esses
procedimentos, iniciava-se a retirada cirargica do coracéo.

Inicialmente, o animal era preso pelas quatro patas em decubito dorsal e era
feito a toracotomia, sendo removido o coracdo. ApOs sua retirada, ele era colocado
em um Becker de 5 mL contendo solugédo de “Ringer” com a seguinte composicao
(em mM): NaCl=110; KCI=4,0; CaCl,=2,0; MgCl,=2,0; TRIS=10 e glicose=11, com
pH=7,4. Na sequéncia, o coracdo era pesado e depois colocado e fixado em uma
placa de Petri, contendo solucdo de Ringer previamente oxigenada, para ser feito a
abertura do ventriculo esquerdo e com o uso de um estéreo microscépio, era
realizada a dissecacao dos musculos papilares.

O musculo papilar removido era entéo fixado em uma de suas extremidades a
um micromanipulador e a outra, a um transdutor de forca (WPI-Fort 10, Transuction
Laboratories Co.) que € ligado a um sistema de aquisicdo de dados (LabChart -

ADintruments) conectado a um computador. Mediante o0 emprego do
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micromanipulador, o musculo era estirado até o Lmax (comprimento do musculo no
qual a tensdo ativa € maxima). A preparacdo era sempre mantida em uma camara
com solucdo fisiolégica, com capacidade para 3 ml, continuamente oxigenada e
mantida a 32° Celsius.

Antes de cada experimento, realizava-se a curva de calibragdo do transdutor
de forca obtida com massas conhecidas. Também era mensurado o comprimento do
musculo papilar, com o uso de uma graticula posicionada na ocular do estéreo
microscépio. No final de cada experimento, os musculos papilares eram pesados. A
area de seccdo transversa das preparacbes foi calculada através da seguinte

formula:

Area = massa / (comprimento x densidade)

Assumindo densidade como 1,0.

Assim, a forca produzida pelos musculos papilares esta normalizada pela sua
area de seccao transversa. A partir dai era iniciado os protocolos experimentais. Em
nosso trabalho ndo foram mensuradas as dosagem dos hormonios tireoidianos, pois
esse protocolo de inducéo do hipertireoidismo ja foi realizado em nosso laboratoério
em trabalhos anteriores e foi observado mudancas nos niveis hormonais

condizentes com uma situacao de hipertireoidismo (Szkudlarek, 2011).

3.1 Protocolos experimentais

Com a finalidade de avaliar o efeito do horménio tireoidiano, os animais dos
dois grupos foram submetidos a dois protocolos experimentais. No primeiro
protocolo foram feitas varias mensuragcdes de contratilidade dos musculos papilares
isolados e estimulados eletricamente. No segundo protocolo foi avaliada a forca de
contracdo, induzida por cafeina, dos musculos papilares quiescentes (néo

estimulados eletricamente).
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3.2 Experimentos com musculo papilar estimulado eletricamente

Ap6s o0 musculo papilar ser isolado e fixado ao transdutor de for¢a, conforme
descrito anteriormente, os musculos foram estimulados eletricamente com pulsos
supralimiares de voltagem (10 a 15 V), duracdo no maximo de 5 milissegundos (ms),
através de um par de eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extenséo
do mdasculo. Mediante o emprego do micromanipulador, procedeu-se com o
estiramento do musculo até Lmax (comprimento do musculo no qual a tensdo ativa €
maxima). A frequiéncia de estimulacdo padrao foi de 0,5 Hz (condicdo estabilizada).
Nestas condi¢des, as preparacdes foram mantidas por um periodo de estabilizacdo
de 20 a 30 minutos e, em seguida, foram realizados os protocolos experimentais. A
forca desenvolvida foi digitalizada e registrada por um sistema de aquisicdo de
dados (LabChart - ADintruments) conectado a um computador.

Em nosso trabalho foram analisados os seguintes parametros contrateis:
maxima forca isométrica desenvolvida (F); potenciacdo pds pausa (PPP), que € o
aumento da forca de contracdo isométrica obtida apds pausas na estimulacéo
elétrica de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos; velocidade maxima de contracdo (+df/dt) e de
relaxamento (-df/dt); tempo para se atingir o pico de contragéo, intervalo de tempo
do pico de contracao até o relaxamento maximo e tempo total da contracéo; e forca

de contracdo maxima em diferentes concentracdes de sodio extracelular.

3.2.1 Potenciacdo Pos Pausa

Apés a estabilizacdo da preparacao, foi interrompida a estimulacdo elétrica
dos papilares por um periodo de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos. A amplitude da primeira
contracao apods a pausa foi comparada a amplitude da forca obtida anteriormente ao
periodo de pausa. Estes valores foram analisados e expressos em valores
percentuais, aos valores de forca obtidos no estado estacionario, anterior ao periodo

de pausa (Figura 7).
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Figura 7 — Representacado da potenciagcdo pés-pausa. Essa figura demonstra como uma pausa de
10 segundos na estimulacdo elétrica acarreta o aumento da forca na primeira contracdo apés a
pausa.

3.3.2 Producéo de Forca em Diferentes Concentracdes de Sodio Extracelular

Apoés a estabilizacdo da preparacdo em Ringer com uma concentracdo de
110mM de NaCl (descrita anteriormente), a preparacdo passou para uma camara
com solucédo Ringer com 90mM de NaCl. Apds a estabilizacdo da contracéo, esse
procedimento também foi repetido com solu¢cdes de 70 e 50mM de NaCl. Para
manter a osmolaridade e a forga i6nica igual da solucdo Ringer com 110mM de
NacCl, as outras solucdes foram completadas com cloreto de litio (LiCl) até se chegar
a concentracdo de 110mM. A amplitude da contracdo apdés a mudanca da
concentracdo de sédio foi comparada a amplitude da contracdo obtida anteriormente
ao periodo da mudanca. Os valores foram analisados e expressos em valores
percentuais, tomando como referéncia os valores de forca obtidos no estado

estacionario, anterior a mudanca da concentracdo de sodio (Figura 8).
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Figura 8 — Efeitos da diminuicdo na concentracdo de sodio extracelular na for¢ca de contracao.
A diminuicdo na concentracdo de sodio extracelular acarreta 0 aumento na forca de contracao
muscular. Nessa figura esta demonstrada a geragéo de forca na solu¢gdes de 110, 90, 70 e 50mM de
NaCl. As solucbes de 90, 70 e 50mM eram completadas com cloreto de litio (LiCl) até atingir a
concentracdo de 110mM.

3.3.3 Velocidade Maxima de Contracdo e Relaxamento

A velocidade maxima de contracdo (+df/dt) e a velocidade maxima de
relaxamento (-df/dt), serdo calculadas em tempo real empregando o programa de
computador LabChart, o qual sera utilizado para processamento, aquisicdo e analise
dos dados. Mensuram-se as velocidades maximas de contracdo ou de relaxamento,
tomando-se o intervalo de tempo onde foi obtida a maior variacdo de forca. Os
dados foram expressos em for¢ca produzida por area de seccdo transversa do

masculo por segundo (mMN/mm?/seg).

3.3.4 Tempo para Contracdo Maxima, Relaxamento Maximo e Tempo Total de
Contracao

O tempo necessario para se atingir 100% da for¢ca maxima, para atingir 100%
do relaxamento a partir do pico de contracdo e o tempo total de contracdo foi

analisado e expresso em segundos (s) (Figura 9).
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Figura 9 — Representacdo esquematica da contracdo muscular cardiaca. A contracdo do musculo
cardiaco é representada por uma fase ascendente, também chamada de contracdo, e uma fase
descescendente ou relaxamento. Pode ser observado que o relaxamento € mais lento que a
contracdo. Do relaxamento maximo, no inicio da contracdo, até o ponto mais alto da contracao,
representa a forca maxima de contracéo.

3.3 Avaliacdo da contracdo em papilares quiescentes

Para dissecacdo e montagem dos papilares na camara foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos anteriormente. Porém nesse protocolo o0s
papilares ndo eram estimulados eletricamente.

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizadas trés camaras contendo
diferentes solucdes. Na primeira foi utilizada solucdo de Ringer a qual ja foi descrita
anteriormente. Na segunda camara utilizaremos a solucdo de Ringer sem soédio e
célcio (Ringer ONa* - 0Ca?"). Esta solucéo foi preparada substituindo o fon sédio e o
fon calcio por cloreto de litio, com o objetivo de manter-se a osmolaridade e a forca
ibnica igual a solucdo de Ringer. A ultima camara era preenchida com solucdo de
Ringer ONa* - 0Ca*" acrescida de 30mM de cafeina. E descrito na literatura que a
cafeina, um conhecido agonista de RyRs, na concentracdo de 30 mM, é capaz de

induzir a liberacao total dos estoques de Ca?* do RS (Sekiguchi & Shimizu, 1987).
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A preparacédo foi inicialmente mergulhada em solucdo de Ringer por no
minimo 30 minutos. A seguir, a preparacao era transferida para solu¢cdo de Ringer
ONa* 0Ca?* e mantida por um tempo suficiente para obter o estado estacionario de
forga. Este intervalo de tempo normalmente ocorre entre 5 a 10 minutos. Em seguida
o musculo papilar foi transferido para a camara contendo Ringer ONa® - 0Ca*
acrescida de 30 mM de cafeina. A forca de contracdo induzida por cafeina era entéo

comparada entre os grupos (Figura 10).

Ringer ONa* - 0Ca?*
+ cafeina

Ringer

Ringer ONa* - 0Ca?*

Figura 10 — Representacdo da contragcdo muscular induzida por cafeina. Nesse experimento a
contragédo foi induzida com cafeina, ao contrario dos experimentos anteriores na qual a contracdo era
induzida por estimulacdo elétrica. No inicio dos experimentos o musculo era colocado em solucéo
Ringer e estimulado eletricamente, até se atingir o equilibrio. Depois 0 musculo era transferido para
outra camara com solucdo Ringer com ONa® - 0Ca®*, onde nado ocorria a estimulacdo elétrica e se
esperava um periodo de 5 a 10 minutos. Apds esse periodo o musculo era transferido para outra
camara com solucdo Ringer com ONa' - 0Ca®* mais 30mM de cafeina. A cafeina induz a contrac&o
muscular e pode ser avaliada a forca méxima de contracéo.

3.4 Andlise estatistica

Os resultados estéo representados pela média + erro padrdo da média obtido
em pelo menos seis observacdes experimentais. Os dados foram considerados
significativos quando a propabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade foi
menor ou igual a 0,5% (p < 0,05) pelo uso do teste t de Student. Para andlise dos

dados foi utilizado o programa SigmaPlot verséao 11.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso dos animais

Os valores de peso corporal no primeiro dia e no décimo de tratamento estao
expressos na tabela 2. Apos dez dias de tratamento com o horménio da tiredide, os
animais do grupo hipertireoideo apresentaram uma diminuigdo estatisticamente

significativa no peso corporal (P = 0,034).

Tabela 2 — Peso dos animais no 1° e 10° dia.

— — 5
Grupo Peso dos animais (g) no  Peso dos animais (g) 10

1°dia dia
Controle 311 +10,94 336,2+7,32
Hipertireoideo 310 £ 9,57 309,7 £9,51

4.2 Peso dos coracgdes

Apés os dez dias de tratamento, o peso dos coracbes foi avaliado e
comparado entre 0s grupos e estdo expressos ha tabela 3. Apds dez dias de
tratamento com o hormbnio da tire6ide, os animais do grupo hipertirecideo
apresentaram um aumento estatisticamente significativo no peso dos coracoes (P <
0,001).

Tabela 3 - Peso dos coragdes apés os 10 dias de tratamento.

Grupo Peso dos coragdes (g)
Controle 2,153+ 0,074
Hipertireoideo 1,528 + 0,036

4.3 Forca maxima de contracao

Em relacdo a forca maxima de contracdo isométrica dos muasculos papilares

estimulados eletricamente  (mMN/mm?®, n&o foram encontradas diferencas
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estatisticamente significativas (P = 0,973) entre o grupo controle (GC: 4,903 * 0,13)
e grupo hipertireoideo (GH: 4,917 + 0,35) (Tabela 4 e Figura 11).

Il Controle
1 Hipertireoideo

Forga (mN/mm3)

Figura 11 — Forca maxima de contracdo (mN/mm?). Os valores de forca maxima néo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos (P = 0,973).

4.4 Velocidade de maxima de contracao (+df/dt) e de relaxamento (-df/dt)

A velocidade maxima de contracdo, que € representada pela +df/dt, foi
estatisticamente (P < 0,001) maior no grupo hipertireoideo (GH: 105,90 + 7,31) em
comparacao ao grupo controle (GC: 69,88 + 2,77) (Tabela 5 e Figura 12).

A velocidade maxima de relaxamento, que é representada pela -df/dt, foi
estatisticamente (P < 0,001) maior no grupo hipertireoideo (GH: 67,32 + 3,59) em
comparacao ao grupo controle (GC: 51,92 + 2,04) (Tabela 5 e Figura 13)
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Figura 12 — Velocidade maxima de contracdo. A derivada da forca no tempo que informa o valor
maximo de velocidade durante a contracdo representa a +df/dt. Os valores de +df/dt se encontram
significativamente maiores no grupo hipertireoideo, comparado com o grupo controle, indicando que a
velocidade de contracdo no grupo hipertirecideo € maior que no grupo controle (*P < 0,001).
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Figura 13 — Velocidade maxima de relaxamento. A derivada da forca no tempo que informa o valor
maximo de velocidade durante o relaxamento representa a -df/dt. Os valores de -df/dt se encontram
significativamente maiores no grupo hipertireocideo, comparado com o grupo controle, indicando que a
velocidade de relaxamento no grupo hipertirecideo € maior que no grupo controle (*P < 0,001).

4.5 Tempo para contracdo maxima

O intervado de tempo do inicio da contracdo até se atingir o pico maximo de
contracao apresenta uma diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001) entre
0S grupos. Sendo o tempo menor no grupo hipertireocideo (GH: 0,108 + 0,00)

comparado ao grupo controle (GC: 0,138 = 0,00) (Tabela 6 e Figura 14).
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Figura 14 — Tempo para se atingir a contracdo maxima. O intervalo de tempo do inicio da
contracdo até se atingir o valor maximo de contragdo foi avaliado. O tempo para se atingir a contracdo
maxima foi menor no grupo hipertireoideo comparado ao grupo controle (*P < 0,001).

4.6 Tempo para relaxamento maximo

O intervalo de tempo do pico de contracdo até se atingir o relaxamento
maximo apresenta uma diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001) entre os
grupos. Sendo o tempo menor no grupo hipertireoideo (GH: 0,241 + 0,00)
comparado ao grupo controle (GC: 0,303 £ 0,00) (Tabela 7 e Figura 15).
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Figura 15 — Tempo para se atingir o relaxamento méaximo. O intervalo de tempo da contracdo
maxima até se atingir o relaxamento maximo foi avaliado. O tempo para se chegar ao relaxamento
maximo foi menor no grupo hipertireoideo comparado ao grupo controle (*P < 0,001).

4.7 Tempo Total de Contragéo

O tempo total de contracdo apresenta uma diferenca estatisticamente
significativa (P < 0,001) entre os grupos. Sendo 0 tempo menor no grupo
hipertireoideo (GH: 0,350 + 0,00) comparado ao grupo controle (GC: 0,441 £ 0,00)
(Tabela 8 e Figura 16).
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Figura 16 — Tempo total de contracdo. O intervalo de tempo do inicio da contracdo até o valor
maximo de relaxamento foi avaliado. O tempo total de contracdo foi menor no grupo hipertireoideo
comparado ao grupo controle (*P < 0,001).

4.8 Potenciacdo Pds-Pausa (PPP)

No musculo cardiaco de ratos € observado que apdés uma pausa na
estimulacdo elétrica, ha um aumento na for¢ca da primeira contracdo, comparada
com a Ultima contracao antes da pausa, fenbmeno esse denominado de potenciacao
pos-pausa (PPP) (Bassani & Bers, 1994).

A diferenca na PPP foi estatisticamente significativa para todos os tempos de
pausa (1s: P = 0,004, 3s: P = 0,001, 5s: P = 0,004, 10s: P = 0,016, 20s: P = 0,022)
entre os dois grupos (Tabela 3). Sendo que a PPP teve uma reducao no percentual
de ganho forca em todos os tempos de pausa no grupo hipertireoideo em relacéo ao

grupo controle (Tabela 9 e Figura 17).



Tabela 9 — Percentual de forga ap6s a pausa.

46

Grupo 1s 3s 5s 10s 20s
4341 + 66,36 + 74,70 £ 97,83 116,05 +
Controle
6,83 9,26 11,77 21,01 24,58
_ o 15,36 + 23,23 27,96 + 36,06 + 43,54 +
Hipertireoideo
4,15 4,64 6,51 9,01 14,06
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Figura 17 — Percentual de forca apds a pausa. Nessa figura demonstramos a PPP em valores
percentuais, tomando como valor de base a Ultima contracdo antes da pausa. Observa-se que 0
ganho de forca, em todos os tempos de pausa, foi significativamente menor no grupo hipertireoideo
comparado ao grupo controle (1s: P = 0,004, 3s: P = 0,001, 5s: P = 0,004, 10s: P = 0,016, 20s: P =

0,022) (*P<0,001; #P<0,05).
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4.9 +df/dt da primeira contracdo ap0s a pausa

A velocidade maxima de contragdo, representada pela +df/dt, na primeira
contracdo apds a pausa nao foi estatisticamente significativa entre os grupos (1s: P
= 0,613, 3s: P =0,991, 5s: P = 0,902, 10s: P = 0,603, 20s: P = 0,499) em todos 0s
tempos de pausa (Figura 18). Porém quando avaliamos o percentual de aumento na
+df/dt da primeira contracdo ap0s a pausa, comparado com a +df/dt da dltima
contracdo apOs a pausa, observamos que o0s animais hipertireoideos tem um
percentual de aumento significativamente menor que 0s animais controle em todos
os tempos de pausa (20s: P = 0,043; 10s: P = 0,002; 5s: P = 0,005; 3s: P = 0,006;
1s: P =0,002) (Figura 19).
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Figura 18 — Velocidade méxima de contracdo (+df/dt) na primeira contragdo ap0s a pausa. Apés
um periodo de pausa da estimulacdo elétrica, foi avaliada a velocidade méxima de contracéo,
representada pela +df/dt, da primeira contracdo muscular quando se reinicia a estimulacédo elétrica.
Para todos os valores de pausa a +df/dt ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (P >
0,05).
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Figura 19 — Percentual de aumento na +df/dt da primeira contracdo apds a pausa. A partir dos
dados de PPP, analisamos a +df/dt da primeira contracdo apds a pausa e a comparamos com a
+df/dt da Ultima contracdo antes da pausa. Essa comparacdo foi feita em valores percentuais. Os
dados dessa figura nada mais representa que o aumento na +df/dt da primeira contracdo apos a
pausa, comparada com a +df/dt da Ultima contracdo antes da pausa, representado em valores
percentuais. Pode ser observado que para todos os valores de pausa 0 aumento na +df/dt foi menor
nos animais do grupo hipertireoideo (20s: P = 0,043; 10s: P = 0,002; 5s: P = 0,005; 3s: P = 0,006; 1s:
P = 0,002) (#P<0,05).

4.10 -df/dt da primeira contracdo ap0s a pausa

A velocidade maxima de relaxamento, representada pela -df/dt, na primeira
contracdo apés a pausa nao foi estatisticamente significativa (1s: P = 0,858, 3s: P =
0,613, 5s: P = 0,384, 10s: P = 0,232, 20s: P = 0,201) entre os grupos em todos os
tempos de pausa (Figura 20). Porém quando avaliamos o percentual de aumento na
-df/dt da primeira contracdo apdés a pausa, comparado com a -df/dt da Ultima
contracdo apOs a pausa, observamos que 0S animais hipertireocideos tem um

percentual de aumento significativamente menor que os animais controle em todos
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os tempos de pausa (20s: P = 0,012; 10s: P = 0,020; 5s: P < 0,001; 3s: P = 0,021,
1s: P =0,033) (Figura 21).
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Figura 20 — Velocidade maxima de relaxamento (-df/dt) na primeira contracdo apds a pausa.
Apo6s um periodo de pausa da estimulagéo elétrica, foi avaliada a velocidade méxima de relaxamento,
representada pela -df/dt, da primeira contragdo muscular qguando se reinicia a estimulagéo elétrica.
Para todos os valores de pausa a +df/dt ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (P >
0,05).
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Figura 21 — Percentual de aumento na —df/dt da primeira contracdo apds a pausa. A partir dos
dados de PPP, analisamos a —df/dt da primeira contracdo ap6s a pausa e a comparamos com a —
df/dt da ultima contracdo antes da pausa. Essa comparacdo foi feita em valores percentuais. Os
dados dessa figura nada mais representa que o aumento na —df/dt da primeira contracdo apds a
pausa, comparada com a —df/dt da Ultima contracdo antes da pausa, representado em valores
percentuais. Pode ser observado que para todos os valores de pausa 0 aumento na -df/dt foi menor
nos animais do grupo hipertireoideo (20s: P = 0,012; 10s: P = 0,020; 5s: P < 0,001; 3s: P = 0,021; 1s:
P =0,033) ) (#P<0,05).

4.11 Producéo de forca em diferentes concentracfes de sodio extracelular

Uma resposta normal do musculo cardiaco € o aumento da forca de
contracdo com a reducdo da concentracdo extracelular de sodio. Isto se deve a
diminuicdo do gradiente eletroquimico do sodio, que interfere diminuindo, ou até
invertendo, o funcionamento do trocador Na*/Ca?*. Assim a funcdo da bomba, que é
promover a extrusdo de célcio para o meio extracelular, é afetada. Isso eleva a
concentracgdo intracelular de calcio, aumentando a forca de contracdo (Diedrichs et
al., 2007).
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As mudancas na producédo de forgca sdo expressas em porcentagem tomando
como referéncia a forca produzida em solugdo com 110 mM de sédio extracelular.
Comparando a forca produzida em diferentes concentracbes de sédio extracelular,
se observa uma diferenga estatisticamente significativa entre 0s grupos somente a
partir de 70 mM de sédio extracelular (P < 0,001) e 50 mM de sodio extracelular (P <
0,001). Nos valores de 70 e 50 mM de sodio extracelular, se observa que o
percentual de ganho for¢ca do grupo hipertireoideo é menor que do grupo controle
(Tabela 10 e Figura 22).

Tabela 10 — Percentual de forca em diferentes concentracdes de sodio extracelular.

Grupo 90mM 70mM 50mM
Controle 27,52 +£1,33 52,92 + 2,58 81,95 + 5,45
Hipertireoideo 23,59 +1,89 37,41+£1,42 44,50 * 3,47
100 -
80 A
R ® Controle
X O  Hipertireoideo
§ 60 A
e
(]
©
T 40 -
<
(]
o
()
o 20
0 .

110 90 70 50

Concentracao de sodio extracelular (mM)

Figura 22 — Percentual de forca em diferentes concentracdes de sdédio extracelular. Tomando
como referéncia o valor de for¢a produzida em solugdo com 110mM de sédio extracelular, observa-se
no grafico que ao percentual de forca aumenta, com a diminuicdo da concentracdo de sodio
extracelular. Nossos resultados demonstraram que o ganho de for¢a em diferentes concentragdes de
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sadio extracelular foi significativamente menor no grupo hipertireoideo, comparado ao grupo controle,
somente nos valores de 70 e 90 mM de sédio extracelular (*P < 0,001).

4.12 Avaliacdo da contracdo induzida por cafeina em musculos papilares
guiescentes

Em relagéio & forca méaxima de contragcdo (mN/mm?) induzida por cafeina em
papilares quiescentes, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(P < 0,001). Nesses experimentos a forca de contracdo do grupo hipertireoideo foi
menor (GH: 3,26 + 0,88) que no grupo controle (GC: 8,13 + 1,07) (Tabela 11 e
Figura 23).

10 -
g 4 HHEEE Controle
1 Hipertireoideo

E 5
E 6
Z
S
—= *
S,
5 4 T
s

2 -

0

Figura 23 — Forca méxima de contracdo induzida por cafeina. A forca méxima de contracéo
induzida por cafeina dos musculos papilares quiescentes foi significativamente maior no grupo
hipertireoideo (*P < 0,001).
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5 DISCUSSAO

O termo acomplamento excitagcdo-contragao se refere aos processos entre a
despolarizacdo da membrana celular (sarcolema) e tubulo-T e a libertacdo de calcio
para o citosol a partir dos estoques intracelular de calcio, o reticulo sarcoplamatico
(RS), que leva a contragcdo do midcito cardiaco (Dulhunty, 2006; Bers, 2002).

No coracdo, o potencial de acdo € iniciado nas céluas marcapasso, que
possuem uma capacidade instrinseca para gerar uma despolariza¢do até o limiar de
ativacao, levando a geracdo de um novo potencial de acdo. A partir dai o potencial
de acao segue pelas vias de conducdo que ira se propagar por todo o miocardio
pela transmissdo de energia elétrica atraveés de jungcbes comunicantes (tipo gap)
(Dulhunty, 2006).

O Ca®* é essencial para a atividade elétrica cardiaca e é o ativador direto dos
miofilamentos, que provocam a contracdo. Durante a despolarizacdo do midcito
cardiaco, ocorre o influxo de Ca®" na célula através de canais de Ca** do tipo-L, que
sdo dependentes de voltagem, gerando uma corrente de entrada de Ca?* (Ica), 0 que
contribui para o platd do potencial de ac&o. O influxo de Ca?* desencadeia liberacéo
de Ca®" a partir do reticulo sarcoplasmatico (RS). A combinac&o do influxo de Ca** e
sua liberacdo pelo RS aumenta a concentracdo intracelular de Ca®' livre (Ca®"),
permitindo o Ca?" se ligar a troponina C, que em seguida leva a ativacdo da
maquinaria contratil (Bers, 2002; Reed et al., 2000; Shenoy et al., 2001).

Um aspecto central do acoplamento excitacdo-contracao é a propagacao dos
receptores de rianodina, onde propagacao se refere a abertura (ou ativacéo) desses
receptores localizados nas cisternas terminais do RS. A propagacdo dos receptores
de rianodina é controlada principalmente pela elevacédo da concentracéo de Ca®* no
espaco subsarcolemal entre a membrana do tubulo-T do sarcolema e as cisternas
terminais do RS, que ocorre apés a abertura dos canais de Ca®" do tipo-L do
sarcolema em resposta a despolarizacdo da membrana (Lopezlopez et al., 1994;
Lopezlopez et al., 1995). Esse processo de amplificacdo, no qual a elevacgéo de Ca**
subsarcolemal, advinda dos canais de Ca®" de tipo-L, dispara a liberacdo de mais
Ca’" do RS, pelos canais de rianodina, é chamado de liberagéo de Ca*" induzida por
Ca®" (Fabiato, 1983).
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O relaxamento da contragdo do midcito cardiaco ocorre como consequéncia
da diminuicdo da concentracdo de Ca** citosélico. A maior contribuicdo para
diminuicdo da concentracéo de Ca** citosélico decorre da recaptacéo de Ca?* para
o interior do RS pela SERCA2. Menor contribuicdo é dada pela a extrusdo de Ca**
para o meio extracelular pelo trocador Na*/Ca?* (NCX) e uma quantidade menor
ainda é realizada pela Ca*-ATPase sarcolemal e uniporte de Ca?* mitocondrial
(Bers, 2002; Reed et al., 2000). A importancia quantitativa de cada uma dessas vias
varia entre as espécies. Em midécitos ventriculares de coelhos, a SERCA2 contribui
com cerca de 70% da remocédo total de Ca?* citosélico, enquanto que e o NCX
contribui com 28%. Os 2% restantes sdo removidos pelo Ca?-ATPase sarcolemal e
uniporte de Ca*" mitocondrial. Em midcitos ventriculares de ratos, a SERCA2 e o
NCX contribuem, respectivamente com 92% e 7% da remoc&o do Ca?* citosélico. E
as outras duas vias contribuem com aproximadamente 1% da remocéo de Ca®*
(Bers, 2002; Bassani & Bers, 1994).

No musculo cardiaco a SERCA2 é regulada por uma fosfoproteina de
pequeno peso molecular denominada fosfolambano (PLB). No estado néo
fosforilado o PLB é um inibidor da SERCA2, impedindo a recaptacdo do Ca*" pela
SERCA2. A fosforilacdo do PLB por proteinas quinases diminui sua inibicao,
aumentando a afinidade da SERCA2 pelo Ca*, levando ao aumento na recaptacao
de Ca?* pelo RS (Reed et al., 2000; Shenoy et al., 2001).

Devido a grande importancia do Ca?* com uma via de sinalizacdo para a
geracdo da despolarizacdo, inducdo da liberacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico e na ativacdo da maquinaria contratil, condicbes fisiopatoldgicas
que alterem o controle de Ca*" pelos midcitos é uma das causas centrais de
disfungdes contrateis e arritmias no musculo cardiaco (Bers, 2002).

O aumento nos niveis de hormodnio tireoideano aumenta a contratilidade do
miocérdio, a velocidade de contracdo sistdlica e do relaxamento diastolico, o débito
cardiaco e a frequéncia cardiaca. Diminuicdo nesses parametros sdo observados no
hipotiroidismo. Os efeitos inotrépicos desse horménio sdo mediados, em parte, pela
sua capacidade de regular a transcricdo de genes que codificam proteinas
transportadoras de célcio do sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico (RS) bem
como proteinas miofibrilares especificas (Shenoy et al.,, 2001; Dillmann, 2010;
Ojamaa et al., 2000). Além das propriedades dos miofilamentos contrateis e a taxa

de recaptacéo do Ca?* pelo RS, a velocidade e a quantidade de Ca** liberados aos
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miofilamentos sédo determinantes importantes na forgca e na duragcdo da contracao
cardiaca (Jiang et al., 2000).

O horménio da tiredide provoca hipertrofia cardiaca e tem sido demonstrado
gue uma variedade de proteinas nos midcitos cardiacos, incluindo as cadeias
pesadas da miosina a e 3, receptores B-adrenérgicos, SERCA2 e fosfolambano séao
regulados pelo hormonio tireoideano (Dillmann, 2010; Ojamaa et al., 2000; Reed et
al., 2000).

O numero de pontes cruzadas formada entre a cabeca globular da miosina e
as moléculas de actina determina em grande parte a velocidade e a forca de
contracdo cardiaca. A interacdo entre o cabeca globular da miosina e o filamento de
actina s6 pode ocorrer se a proteina inibidora troponina | (Tnl) se mover para fora do
canal, permitindo a interacdo entre miosina e actina quando o célcio se liga a
troponina C. Além disso, a atividade da miosina ATPase determina a velocidade com
gue ocorre esse processo de pontes cruzadas. Portando, os contribuintes cruciais
para a forga sistolica e geragao de velocidade s&o, os niveis de calcio citosolico e a
atividade da miosina ATPase. Alteracdes nos niveis de T3 influenciam esses dois
componentes cruciais (Dillmann, 2002).

No coracdo de roedores, a cadeia pesada de miosina (MHC) V1, também
denominada de a-MHC, compde mais de 70% de miosina total do coracdo do rato
adulto eutiredideo. A miosina V1 tem uma maior atividade ATPasica que a cadeia
pesada de miosina V3, denominada B-MHC. O horménio da tiredide aumenta
acentuadamente a transcricdo do gene que codifica a cadeia pesada de miosina-a e
regula negativamente o gene para cadeia pesada de miosina-B. Isoformas da
miosina, tais como miosina V1 com uma maior atividade ATPasica contribui para
aumentar a velocidade de contragéo cardiaca (Dillmann, 2002; Korecky et al., 1987;
Jiang et al., 2000).

Véarios trabalhos tém demonstrado que o hipertireoidismo regula
negativamente a transcricdo da B-MHC e positivamente da a-MHC. A a-MHC tem
alta atividade ATPasica e aumenta a velocidade de contracdo; a B-MHC por sua vez
tem baixa atividade ATPasica diminuindo velocidade de contracdo. Os autores
concluiram que a transcricdo aumentada da a-MHC pode explicar as alteragdes na
velocidade maxima de contracdo (+df/dt) encontradas em seus trabalhos
(Machackova et al., 2005; Khoury et al., 1996; Korecky et al., 1987).
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Além das propriedades dos miofilamentos, a taxa de recaptacdo de Ca®" pelo
RS, a velocidade e intensidade de liberacdo de Ca?* aos miofilamentos sdo
determinantes importantes da funcdo sistdlica cardiaca, forca de contracdo e a
duracgéo contracéo (Jiang et al., 2000). Entéo, alteragbes funcionais nos receptores
de rianodina, na SERCA2 e nos canais de Ca®" do tipo-L, podem provocar
mudancas na +df/dt. No trabalho de Jiang et al. (2000) foi demonstrado que a
inducdo de hipertireoidismo é acompanhada do aumento na expressao (maior que
50%) e na taxa de liberacdo de calcio pelos receptores de rianodina, podendo ser
responsavel, em parte, pelas alteracées na liberacdo de Ca®* pelo RS e na funcéo
sistlica cardiaca associado ao hipertireoidismo. Em um outro trabalho, foi
observado que a inibicdo da SERCAZ2, por tapsigargina, leva a uma diminuicdo da
velocidade de contragdo do miocardio em animais com e sem hipertireoidismo.
Porém, nos animais com hipertireoidismo, a inibicdo da SERCA2 leva a uma
diminuicdo ainda maior na velocidade maxima de contracdo, comprarado ao animais
controle (Takeuchi et al., 2003). No trabalho de Watanabe et al. (2005) foi
demonstrado que no hipertireoidismo a corrente de influxo de Ca?* pelos canais de
Ca** do tipo-L estavam aumentadas.

As mudancas encontradas em nossos experimentos, no qual foi observado
gue a velocidade maxima de contracdo (+df/dt) € maior no grupo hipertireoideo,
possivelmente foi determinada pelo aumento da expressdo da a-MHC. Apesar de
serem encontradas poucas evidéncias, o aumento na expressado e funcdo dos
receptores de rianodina, da SERCA2 e dos canais de Ca®" de tipo-L, poderiam
colaborar, em parte, com o aumento na +df/dt. Essas mudancas que levam ao
aumento no influxo de Ca?*, aumento na taxa de liberacdo de Ca®" pelos receptores
de rianodina, aumento na velocidade de recaptacdo de Ca®" pela SERCA2 e
aumento na atividade ATPasica da a-MHC que geram as pontes cruzadas, poderiam
explicar essas mudancas na +df/dt, levando em dltima instancia a diminuicdo do
tempo para se atingir o pico de contragdo maxima.

O ciclo cardiaco é dividido em contracao sistolica e relaxamento diastélico. O
horménio T3 marcadamente encurta o relaxamento diastdlico, ou seja, o coracao
hipertireoideo relaxa com uma velocidade mais elevada. A velocidade com que a
concentragdo de célcio livre é reduzido no citosol, tornando menos calcio disponivel
para a troponina C do filamento fino das miofibrilas, € um dos eventos cruciais que

conduzem ao relaxamento diastélico (Kahaly & Dillmann, 2005).
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A dimunicdo dos niveis de calcio durante a diastole, que inicia relaxamento, é
mediado principalmente pela SERCAZ2, localizada na membrana do RS. Este bomba
€ fortemente inibida por uma fosfoproteina, o fosfolambano. Fosforilagdo do
fosfolambano remove seu efeito inibidor sobre a SERCA2. O papel do PLB na
regulacao da funcao cardiaca foi demonstrado em modelos animais trangénicos com
auséncia do gene (knockout) para PLB. Esses animais mostram aumento na
contratilidade miocéardica e na velocidade maxima de relaxamento, iguais ao efeitos
produzidos pelo hipertireoidismo (Kiss et al., 1998). O hormdnio T3 aumenta
acentuadamente os niveis de RNAm e proteinas SERCA2 e, além disso, reduz os
niveis de fosfolambano e altera seu estado de fosforilagdo. Ambos os processos
contribuem para aumentar a velocidade de relaxamento diastdlico no
hipertireoidismo (Dillmann, 2002).

A razao das concentracdes celulares das proteinas SERCA2 e PLB é um
importante determinante da cinética de recaptacdo do Ca®* nos miécitos cardiacos,
influenciando tanto a velocidade de relaxamento como a producao de forca (Kiss et
al., 1994). Animais com hipertireoidismo apresentam um aumento na razdo da
concentracdo entre SERCA2/PLB, devido a diminuicdo na quantidade de PLB e
aumento na SERCAZ2 (Kiss et al., 1994; (Kiss et al., 1998). E também foi observado
aumento na quantidade de PLB fosforliado em relacdo ao PLB néo fosforilado
(Ojamaa et al., 2000). Essas modificacbes promovem o0 aumento na taxa de
recaptacao de calcio pelo RS, causando o aumento da velocidade de relaxamento
do musculo cardiaco (Kiss et al., 1994).

Outro estudo demonstrou que animais hipotireoideos tratados com hormonio
T3 tiveram um aumento na expressao e na atividade da SERCA2 e um declinio no
conteudo de PLB concomitante com o0 aumento na recaptacdo de calcio pelo RS
(Ojamaa et al., 2000).

Essas modificacBes promovidas pelo homonio da tiredide na expressao da
SERCAZ2, fosfolambano e no conteudo de fosfolambano fosforilado, pode explicar,
em parte, 0 aumento na velocidade maxima de relaxamento (-df/dt) e a diminuicédo
no tempo de relaxamento nos animais hipertireoideos.

Apbés um periodo de pausa na estimulacdo elétrica a forca da primeira
contracao, ao ser reestabelecida a estimulacéo elétrica, € aumentada no miocardio
da maioria dos mamiferos. Sugere-se que isso resulte de um aumento no contetudo

de Ca*" armazenado no reticulo sarcoplasmatico (RS) durante o periodo de repouso.
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E quando se reestabelece a estimulacdo elétrica, uma quantidade maior de Ca®" é
libertada pelo RS. Portanto, a influéncia do repouso na for¢a da primeira contracéo €
considerado um indice para a quantidade de Ca*" liberado do RS (Pieske et al.,
1996; Bassani & Bers, 1994).

Uma perda de célcio celular e do RS durante a pausa € bem descrita em
ventriculo de coelho, gato e cobaia, situacdo que leva esses animais a nédo
apresentarem potenciacdo pos-pausa (PPP), principalmente em longos periodos de
pausa. No entanto, em ratos € observada uma potenciacdo poés-pausa,
acompanhado do aumento no contetido de Ca? no RS (Bassani & Bers, 1994).

Nas espécies de animal em que a liberacdo de Ca*" pelo RS é de menor
relevancia para contragdo, como 0 sapo, a potenciacdo pés pausa (PPP) esta
ausente. No entanto, quando a funcdo do RS torna-se mais importante para o
processo de acoplamento excitagcdo-contracdo, a potenciacao da primeira contracao
apos um periodo de pausa se torna mais pronunciada. No miocardio de ratos, tendo
um RS altamente desenvolvido, a potenciacdo pos-pausa € muito pronunciada,
mesmo apoés longos periodos de repouso (Pieske et al., 1996).

Em nossos experimentos, a diminuicdo da potenciacdo pos-pausa (PPP)
observada nos animais hipertireoideos, nos da indicios de uma diminuicdo no
contetido de Ca** do RS. Outros resultados que colaboram com essa afirmacéo é a
forca maxima de contracéo induzida por cafeina. Como ja foi visto, a cafeina € um
agonista de receptores de rianodina e ao expormos o0 muasculo papilar a uma
concentracdo de 30mM de cafeina, isso levaria a liberacdo dos estoques de Ca** do
RS, informando sobre seu conteddo. E como foi visto nos resultados, a forca de
contracdo induzida por cafeina foi menor nos musculos papilares de animais com
hipertireoidismo. Sendo possivelmelmente resultado de uma diminuicdo no contetdo
de calcio.

Esta diminuicdo no contetido de Ca®* pode ser devido a trés fatores principais.
O primeiro fator seria um aumento da atividade do trocador Na*/Ca** (NCX) que, no
periodo de pausa da estimulacao, levaria a extrusdo de calcio para fora da célula,
diminuindo a quantidade de célcio disponivel para recaptacdo pelo RS. Outro fator
seria a diminuicdo da funcdo da SERCAZ2 que levaria a uma diminuicdo do contetdo
de Ca** no RS. E um outro fator, que possivelmente estaria causando essa

diminuicdo na PPP, € o aumento do vazamento de calcio (leak calcium) do RS pelos
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receptores de rianodina (Ai et al., 2005). Parece que esse Ultimo fator seja o que
apresenta maior influéncia sobre a diminuigdo da PPP.

Nossos resultados de contratilidade, visto anteriormente, e dados da literatura
nos levam a pensar na possibilidade da fungdo da SERCA2 estar aumentada e do
NCX estar diminuida. E como essas duas alteragcbes ndo poderiam levar a
diminuicAdo na PPP, acreditamos que essa modificacdo seja decorrente do
vaxamento de Ca?* do RS pelos receptores de rianodina.

CondigcOes experimentais que induzem hipertrofia ou insuficiéncia cardiaca
aumentam a quantidade de proteina quinase |l dependente de Ca*/Calmodulina
(CaMKIl) (Bers & Despa, 2006).

No trabalho de Ai et al. (2005) foi encontrado niveis mais elevados de CaMKI|
e aumento na fosforilacdo dos receptores de rianodina (RyR). A fosforilagdo dos
RyR pela CaMKIl pode aumentar sua propabilidade de abertura, o vazamento
diastélico de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (RS) e a liberacdo fracional de célcio
pelo RS no processo de contracdo. Assim a fosforilacdo dos receptores de rianodina
dependente de CaMKII poderia contribuir para a diminuicdo do contetudo de calcio
do RS na hipertrofia e na insuficiéncia cardiaca.

No trabalho de Song et al. (2008) em que eles induziram hipertrofia cardiaca
com hormonio tireoidiano, eles observaram uma diminuicdo no conteudo de célcio
no RS, devido ao aumento no vazamento de calcio pelos receptores de rianodina.
Em seus experimentos eles observaram, por técnicas de microscopia confocal, que
a quantidade de calcio liberada pelo RS (transiente de célcio) dos animais com
hipertrofia teve uma amplitude menor comparada ao controle, e que no repouso, as
liberacbes espontaneas de calcio teve uma frequéncia maior nos animais com
hipertrofia induzida por horménio tireoidiano.

A diminuicdo do contetdo de Ca?* no RS em modelos de insuficiéncia
cardiaca € devido ao aumento da expressdao do NCX e diminuicdo na funcédo da
SERCAZ2. Outro fator que contribui para diminuir o contetdo de Ca*" do RS é o
aumento no vazamento diastélico de Ca** pelo RS. A expressdo e atividade da
CaMKIl e sua associacdo com os receptores de rianodina (RyR) estdo aumentados
na hipertrofia e insuficiéncia cardiaca. E a fosforilacdo do RyR dependente de
CaMKIl aumenta a liberacdo diastdlica espontanea de Ca?* do RS, podendo

contribuir para diminuicdo do contetido de Ca** do RS (Bers & Despa, 2006).
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Porém nas situacfes de hipertireoidismo as modificacbes que ocorrem no
trocador Na*/Ca®* e na SERCA2 sdo opostas as modificacdes que ocorrem na
insuficiéncia cardiaca. Isso aumenta as evidéncias do possivel papel do vazamento
de célcio pelos RyR, decorrente do aumento a expressao da CaMKIl, na diminui¢éo
do contetido de calcio no RS observado na potenciacdo pos-pausa e na contracao
induzida por cafeina.

Quando analisamos o percentual de ganho na +df/dt e —df/dt da primeira
contracdo apdés a pausa, comparado com a ultima contracdo antes da pausa,
observados que os animais hipertireoideos tem um menor aumento na velocidade
maxima de contracdo e relaxamento da primeira contracdo apos a pausa. Também
pode ser observado que os valores percentuais de +df/dt e —df/dt nos animais
controle tem um aumento progressivo com o aumento do tempo de pausa, situagao
gue nao foi observada nos animais hipertireoideos, que apresentam valores
estatisticamente iguais em todos os tempos de pausa.

Apesar de n&do encontrarmos nenhum trabalho relatando esses achados no
hipertireoidismo, acreditamos que no hipertireoidismo essas modificacdes resultem
na incapacidade da SERCA2 de aumentar o conteudo de calcio no RS e diminuir o
Ca?* citosélico com o aumento nos tempos de pausa. Nos animais hipertireoidos
possivelmente esse sistema de recaptacdo de calcio estaria trabalhando em sua
capacidade maxima no repouso, sem uma capacidade extra de reserva, nao
podendo mais aumentar sua atividade nas situacfes que requerem um aumento na
liberacdo e recaptacédo de calcio, como no caso da PPP. O aumento no vazamento
de célcio do RS, nos animais hipertireoideos, possivelmente também colabora para
0 menor ganho percentual na +df/dt da primeira contracdo apds a pausa. Essa perda
da capacidade extra de reserva do sistema de recaptacdo de calcio, poderia
explicar, em parte, a intolerancia a atividade fisica e o maior taxa de arritmas nas
situacles de esforco, em pessoas com hipertireoidismo.

Alteracdes nos niveis de Ca®" citosélico ddo uma contribuicdo fundamental
para o estado contratil do coracdo. A atividade contratil em midcitos cardiacos é
desencadeada pela liberacdo de Ca** induzida por Ca®* (Fabiato, 1983). O influxo de
Ca’" através do canal de Ca** do tipo-L e a saida de Ca®* do RS através do canal de
rianodina sdo ambos aumentados pelo T3 (Watanabe et al., 2005; Kreuzberg et al.,
2000; Jiang et al., 2000). Tanto o gene para o canal de calcio do tipo-L (Watanabe et

al., 2005; Kreuzberg et al., 2000) e o gene para canal de rianodina (Jiang et al.,
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2000) sdo marcadamente responsivos ao T3. O processo ciclico que aumenta e
diminui os niveis de célcio citosdlico é o principal determinante da magnitude da
contracdo cardiaca durante a sistole e a taxa de relaxamento durante a diastole
(Dillmann, 2002).

Essas modificbes nos levaram a pensar que os animais hipertireoideos teriam
uma forca de contacdo maior que o grupo controle. No entanto, a forca foi
estatisticamente igual entre os dois grupos. Apesar do aumento na recaptacao de
Ca?* para o RS, a maior atividade ATPasica da a-MHC e o aumento na liberacdo de
Ca** pelo RS, possivelmente o aumento no vazamento de Ca®* pelo RS leva a uma
diminuigéo no seu contelido, levando a diminuicdo da quantidade de Ca?* liberada
durante a sistole.

Com a diminuicdo da concentracdo extracelular de sodio, ocorre uma
diminuicdo gradual da fungédo do NCX ou até mesmo sua reversédo, aumentando a
concentragdo intracelular de calcio, levando a um inotropismo positivo (Aires, 2008).

O NCX pode operar tanto no modo de efluxo de Ca®* quanto no influxo (modo
reverso), dependendo da concentracdo interna e externa de Na* e Ca**, bem como
do potencial de membrana. Em outras palavras, alta concentracao intracelular de
Ca®* favorece seu efluxo, enquanto o potencial de membrana positivo e alta
concetracdo intracelular de Na* favorece o influxo de Ca®*. Em condicdes fisiolégicas
o NCX trabalha quase que exclusivamente no modo de extrusdo de Ca*,
impulsionado principalmente pelo alto transiente de Ca?* subsarcolemal. No entanto,
quando Na*; é elevado, a quantidade de influxo de Ca® * através do NCX pode
aumentar muito. Isso vai elevar o conteido de Ca** celular e do RS, resultando em
maiores transientes de Ca®" e, portanto, um aumento da contratilidade (Philipson &
Nicoll, 2000; Bers & Despa, 2006; Diedrichs et al., 2007).

Reducdo da concentracdo extracelular de Na® tem sido previamente
associado ao aumento da forca de contracdo do miocardio em varias espécies. Este
efeito é mediado pelo trocador Na*/Ca**, uma vez que a reducdo do gradiente de
concentracdo do Na® através da membrana plasmatica conduz a uma extrusio
reduzida de Ca?* e um aumento no influxo de Ca®** mediada pelo trocador Na*/Ca*
(Diedrichs et al., 2007).

No trabalho de Diedrichs et al. (2007) foram realizados experimentos com
musculos papilares de ventriculo esquerdo de humanos. Seus resultados mostraram

gue o musculo cardiaco de pacientes com insuficiéncia cardiaca é mais sensivel a
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reducdo extracelular de Na®*, que apresentaram um maior aumento na forca de
contracdo, camparado aos musculos de pacientes normais. Segundo 0s autores,
isso é devido ao acimulo de Ca?" intracelular através do trocador Na*/Ca®" que tem
sua expressao e funcdo aumentada na insuficiéncia cardiaca.

Com relagdo aos nossos dados, pode ser observado que a forgca de contragao
nos animais hipertireoideos tem uma menor amplitude de aumento, comparada aos
animais controle. Isso pode ser justificado pela menor capacidade de funcionamento
do NCX no hipertireoidismo. E bem descrito na literatura que animais hipertireoideos

tém a expressédo desse trocador diminuida (Reed et al., 2000; Shenoy et al., 2001).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados em nosso trabalho, concluimos que
0S animais expostos a uma situacdo experimental de hipertireoidismo apresentam
uma série de modificagdes funcionais na contragdo do musculo cardiaco. As
principais alteragdes encontradas nos animais hipertireoideos, comparado ao animal
controle, foi uma diminuicdo da potenciacdo pOs-pausa (PPP); aumento na
velocidade maxima de contracdo (+df/dt) e de relaxamento (-df/dt); diminuicdo no
percentual de ganho de forca com a diminuicdo da concentracdo de sdédio
extracelular; diminuicdo da producdo de forca maxima na contracdo induzida por
cafeina; e diminuicdo no tempo para se atingir o pico de contracdo, diminuicdo no
intervalo de tempo do pico de contracdo até o relaxamento maximo e diminuicdo no
invertalo de tempo entre o inicio da contragédo até o relaxamento maximo. O valor de
forca maxima na contracdo de musculos papilares estimulados eletricamente nao
apresentou diferencga estatistica entre os grupos.

Essas modifica¢cdes funcionais encontradas em nosso trabalho nos levam a
especulacbes sobre como as estruturas moleculares, responsaveis pelo AEC, e o
célcio celular estdo sendo alterados nos animais com hipertireoidismo. Nossa
primeira proposta é que o conteudo de calcio do RS se encontra diminuida,
provavelmente devido um vazamento de Ca** pelo RS, levando & diminuicdo na PPP
e na forca maxima de contracdo induzida por cafeina. Também especulamos que o
NCX apresenta uma expressado diminuida, devido a diminuicdo no percentual de
ganho de forca com a diminui¢cdo da concentracédo de sédio extracelular. E com base
em trabalhos de outros autores e em nossos resultados, também concluimos que
possivelmente a expressdo da SERCA2 e a-MHC estdo aumentadas e de PLB esta
diminuida, devido o aumento na velocidade maxima de contracéo e ralaxamento.

Devido o pequeno numero de trabalhos sobre das modificagbes nos
paramentros de contratilidade no hipertireoidismo e associando essas mudancas
com as alteracdes moleculares, estudos mais aprofundados, com técnicas mais
sensiveis para cada umas dessas hipoteses precisam ser realizados, para aumentar
as evidéncias dessas possiveis modificacdes no AEC e no controle de calcio pelo

musculo cardiaco.
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