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RESUMO

Os hormbnios da tiredide exercem efeitos profundos no sistema
cardiovascular. No hipotireoidismo, tem sido descrito reducédo do desempenho
cardiaco e aumento da resisténcia vascular periférica. Nesse estudo investigamos
as consequéncias no sistema cardiovascular, do hipotireoidismo induzido por
metimazol em ratos. Avaliamos o desempenho cardiaco através do emprego de
ecocardiografia, eletrocardiografia e mensuracéo da pressao arterial. Em papilares
intactos isolados, avaliamos velocidade de contracdo (+dF/dT) e a velocidade de
relaxamento (-dF/dT), potenciacdes pOs pausas e a contribuicdo do NCX para
atingir 50 e 100% do relaxamento. Em experimentos com papilares saponificados,
mensuramos a capacidade de recaptacdo de célcio do RS apos tempos de
carregamento de 5, 30, 60 e 120 segundos. Em nossos achados, o hipotireoidismo
induz aumento do tempo de ejecao (TE), do tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV), do tempo diastdlico total (TDT), com reducédo da fracdo de ejecdo, debito
sistélico e debito cardiaco. O indice de TEl e a pressédo arterial ndo foram
diferentes estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle. Em
musculos papilares isolados, a forca maxima produzida, a relacéo entre producéo
de forca em diferentes concentracdes de calcio extracelular, as potenciacdes pos
pausas e +dF/dT e —df/dt ndo foram afetados. Em papilares intactos e papilares
saponificados, respectivamente, a capacidade de recaptacao de calcio pelo RS no
grupo experimental foi menor e a contribuicdo para o relaxamento do NCX é maior
nos hipotireoideus do que nos controles. Esses dados sugerem que disfuncdes
sistélicas e diastolicas decorrente do hipotireoidismo, sdo provavelmente devido a
diminuicdo da atividade da SERCA2 e essas disfuncdes sdo minimizadas pelo

aumento da contribuicdo do NCX para o relaxamento do miocérdio.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, desempenho cardiaco, ecocardiografia,

contracao isométrica.
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ABSTRACT

Thyroid hormones have a profound effects in the cardiovascular system. In
hypothyroidism, have been described reduction in cardiac performance and
increase in vascular resistance. In this study we investigated the consequences of
hypothyroidism induced by methymazole in rats. We evaluate the cardiac
performance by echocardiography, eletrocardiography and measured arterial blood
pressure. In intact isolated papillary muscle we evaluate the rate of force
development during contraction (+dF/dT) and the maximum rate of force decay
during relaxation (-dF/dT), post rest potentiation and the contribution of NCX to
reach 50 and 100 % of relaxation. In saponin skinned fiber experiments we
measured the SR calcium uptake capacity after loading time of 5, 30, 60 and 120
seconds. We found that hypothyroidism induces increase in ejection time (ET),
isovolumic relaxation time (IVRT), total diastolic time (TDT) with reduction in the
ejection fraction, systolic and cardiac output. Tei index and arterial blood pressure
were not statistically different from the control. In isolated papillary muscle, the
maximal force produced, the force versus extracellular calcium concentration
relationship, pos rest potentiation, +dF/dT and -dF/dT were unaffected. In intact
and skinned fiber, respectively, the SR calcium loading capacity was smaller and
the contribution for relaxation of NCX was larger in hypothyroid than in control.
These data suggest that diastolic and systolic dysfunction in hypothyroidism is due
to a reduced in SERCA2 activity and such dysfunctions are minimized by the

increase of the contribution of NCX for myocardial relaxation.

Key-words: hypothyroidism, cardiac performance, echocardiography, isometric

contraction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura e Funcionamento do Musculo Cardiaco

O masculo cardiaco € composto principalmente por tecido contrétil
(miécitos) e tecido conjuntivo. Este tem como principal funcdo, a contracdo e
relaxamento do coracdo. Os midcitos cardiacos possuem todos os elementos
comuns a qualquer célula e, alem disso, possuem diferenciacdes citoplasmaticas
denominadas miofibrilas. As miofibrilas formam os sarcOmeros que sao estruturas
responsaveis pela contracdo. A contracdo é dependente de calcio que € liberado
pelo reticulo sarcoplasmatico. O céalcio armazenado no reticulo esta ligado a uma
proteina denominada calsequestrina, e quando liberado para o ambiente citosélico,
se liga aos miofilamentos para desenvolver a contracdo. (Mohrman e Heller, 2007).

A membrana dos midcitos cardiacos invagina-se formando os tubulos “T”.
Estes parecem estar em justaposicdo com a membrana das cisternas terminais do
RS. A juncdo da membrana do sistema tubular transverso com a membrana da
cisterna terminal do RS forma a diade, e a juncdo da membrana do sistema
tubular transverso com as membranas das cisternas terminais de dois RS formam
as triades (Vassallo et al., 1998).

Outra caracteristica importante da célula cardiaca € o grande numero de
mitocdndrias que asseguram o imediato suprimento de adenosina trifosfato (ATP),
para atender as altas necessidades metabdlicas do musculo cardiaco (Mohrman e
Heller, 2007).

Os midcitos cardiacos séo células cardiacas cilindricas com ramificacdes ou
elipsbides. Sdo conectadas entre si por discos intercalares, um segmento destes
discos — a juncdo comunicante — constitui uma unido de baixa resisténcia elétrica,
formada por conexinas que dao origem a um canal (conexon), 0 que permite uma
rapida transmisséo dos impulsos de célula a célula, resultando em uma contragao

guase gue simultanea de todas as células (Mattiazzi, 2004).



A funcéo primaria dos miécitos cardiacos consiste na transducéo de energia
guimica em energia mecanica. O processo ciclico de contragéo e relaxamento esta
baseada na regulacdo e interacdo complexa entre as proteinas contrateis,
processo que requer a participacdo do Ca®". As proteinas responsaveis pelo
mecanismo contratil incluem a actina, miosina, tropomiosina e troponina (Gordon,

Homsher e Regnier, 2000).

1.1.1 Proteina envolvidas

» Actina
A actina € uma proteina globular que forma duas cadeias helicoidais do
filamento fino (FIGURA 1). Possui dois importantes papeis biolégicos: interacao
com a miosina, reconstituindo o complexo actomiosina, qual libera energia quimica
proveniente do ATP para produzir mudancas quimicas e mecanicas nas pontes
cruzadas de miosina (encurtamento do sarcdmero); e €& componente do
citoesqueleto onde possui papel importante na modulacdo da atividade elétrica do

coracao afetando diversos canais idnicos (Calaghan et al. 2004).

» Miosina

A miosina € uma molécula com caudas rigidas a qual confere estrutura
rigida para o filamento grosso. A cabeca globular € uma estrutura complexa que
contém ambas as cadeias pesadas e leves de miosina, possuindo um sitio de
ligacdo para actina e apresenta atividade ATPasica. (Brenner and Yu 1993;
Rayment, 1993; Dantzig et al, 1992).

Estruturalmente a miosina é constituida por duas cadeias polipepitidicas,
denominadas cadeias pesadas de miosina (MHC) e quatro cadeias denominadas
cadeias leves de miosina (MLC). Estas apresentam diferentes pesos moleculares,
MHC 200 kDa e MLC de 16 a 25 kDa. MHCs sédo estruturas moleculares que

interagem com a actina, formando pontes cruzadas e sao responsaveis pela



conversdo de energia quimica em mecanica (Spudich, 1994). A regido N-terminal
da cadeia pesada forma uma por¢ao globular que contem os sitios para ligacdo do
ATP e da actina. As por¢des C-terminais das duas cadeias pesadas se associam
para formar o dominio cauda. A molécula de miosina contém regides suscetiveis a
clivagem proteolitica. Através de digestdo enzimética pode-se obter os fragmentos
de meromiosina pesada (HMM) e meromiosina leve (LMM). A HMM pode ainda
ser digerida em quatro subfragmentos, dois de subfragmento 1 (S1) e dois de
subfragmentos 2 (S2) (Pinto, Sousa e Cameron, 2004).

Atrios e ventriculos contém diversas isoformas de MHC que diferem em sua
estrutura e na atividade ATPasica. A a-MHC, também chamada de V1, tem alta
atividade ATPasica e promove uma rapida velocidade de encurtamento das fibras
musculares cardiacas. (Lewinter e VanBuren, 1995). A B-MHC também chamada
de V3 trabalha mais econdmicamente, esta possui uma baixa atividade ATPasica.
Aumento na expressdo de genes que codificam para a isoforma lenta (B-MHC),
tem um papel importante na adaptacéo da performance cardiaca. Em humanos a
B-MHC é a isoforma ventricular predominante durante toda vida adulta, entretanto
pequenos niveis de a-MHC podem ser detectadas no miocardio humano.
(Sucharov et al, 2003; Lewinter e Vanburen, 2002; Reiser et al, 2001; Schaub et
al, 1997).

A MLC é distinguida em essencial (MLC1) e cadeia leve 2 ou reguladora
(MLC2 ou RLC). MLC1 é parte integral da cabeca de miosina e tem como funcao
manter a estrutura, a integridade da proteina. A MLC2 pode ser fosforilada pela
cinase da cadeia leve de miosina (MLCK), aumentado a sensibilidade do sistema
contratil ao Ca?*. As duas cadeias leves de miosina se ligam a cada cadeia
pesada na base do dominio S1 ou na regido do “pescoco”. Ambas as cadeias
leves conferem estabilidade fisica ao filamento grosso (Pinto, Sousa e Cameron,
2004).



» Bomba de Ca* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA)

A SERCA é uma bomba de célcio localizada na membrana do reticulo
sarcoplasmaético, sua atividade depende da presenca de ATP. A SERCA possui
uma sequencia similar a subunidade a da bomba de sodio e potassio (Cingolani e
Houssay, 2004).

A bomba de Ca* do reticulo tem papel importante no relaxamento
muscular, através do transporte do célcio citosolico para o interior do reticulo. A
velocidade de relaxamento muscular é determinada pela velocidade de recaptacdo
de caélcio para o limen do reticulo (Schmidt et al., 2000).

No musculo cardiaco a atividade da SERCA é regulada por duas proteinas:
fosfolambano (PLB) e sarcolipina (SLN) (Periasamy, Bhupathy e Babu, 2008). A
SERCA2a é a isoforma mais abundante no tecido cardiaco estando presente
durante o desenvolvimento embrionario e na fase adulta de mamiferos. Porem a
isoforma 2b também é expressa. A isoforma SERCAla encontrada no musculo
esquelético de contracdo rapida, ndo é expressa no musculo cardiaco. No tecido
cardiaco adulto a SERCAZ2a ¢é a forma predominante e representa a proteina mais
abundante da membrana no reticulo. Em modelos animais foi identificado
diminuicAo da expressdo, da quantidade e funcionamento da SERCAZ2a
decorrente do envelhecimento. Esse decréscimo causa prolongamento do tempo
de contracdo e diminuicdo da funcdo miocéardica. Este decréscimo também foi
observado em situacfes acentuadas de hipoxia. (Cain et al.,, 1998). O
hipotireoidismo causa diminuicdo da expressdo na SERCA2a e aumento na PLB
(Reed et al., 2000).

A atividade da SERCA consome uma grande quantidade de ATP. Portanto
sua atividade pode ser afetada por mudancas no suprimento energético (Maack e
O’Rourke, 2007).

» Fosfolambano
O Fosfolambano é o principal substrato da proteina cinase dependente de
AMP ciclico (PKA) e é regulador da atividade da SERCA. E uma fosfoproteina

composta por 52 aminoéacidos e altamente expressa em musculo cardiaco. E o



principal mediador da resposta B-adrenérgica no coracdo. A fosforilacdo da PLB
na serina 16 e da treonina 17 pela PKA ou pela CaMKIl, respectivamente, pode
aumentar a atividade da SERCA. A PLB defosforilada inibe a atividade de bomba
da SERCA. A regulacao da atividade da SERCA pelo fosfolambano € considerada
0 primeiro mecanismo de resposta a estimulacdo [(-adrenérgica do coracao
(Sande et al., 2002).

» Sarcolipina

Sarcolipina € uma proteina de baixa massa molecular, composta por 31
aminoacidos. No coracao € expressa predominantemente nos atrios, sendo pouco
expressa nos ventriculos (Babu et al., 2007; Minamisawa et al., 2003).

O aumento na expressdo de sarcolipina em ventriculos promoveu um
decréscimo da afinidade da SERCA2a por calcio. Seu efeito inibitorio sobre a
funcdo contratil é revertida por tratamento com isoproterenol, sugerindo que
similarmente a PLB a SLN possui papel importante no mecasnismo da resposta 3-

adrenérgica em atrios (Babu et al., 2006).

» Tropomiosina

A tropomiosina é uma molécula filamentosa composta por duas cadeias a
peptidicas helicoidais. Cada dimero de tropomiosina se estende por sobre sete
moléculas de actina (FIGURA 1), com os dimeros sequenciais da tropomiosina
arranjados em uma configuracdo cabeca-cauda. Um complexo de troponina o qual
consiste de trés subunidades (troponina T, troponina | e troponina C) esta
presente sobre cada dimero de tropomiosina. O complexo troponina influencia a
posicdo da molécula de tropomiosina no filamento de actina e, portanto, regula a
interacdo entre a actina e miosina. Durante o relaxamento muscular, quando os
niveis citoplasmaticos de Ca®" estdo baixos, a tropomiosina bloqueia o sitio de
ligacdo da cabeca da miosina na actina. Em cardiomiocitos, 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 ligacdo da actina a miosina (Gordon, Homsher e



Regnier, 2000). Existem duas formas predominantes de TM: a-TM e B-TM. A taxa
de expressao destas € um determinante critico para o tempo total de relaxamento
do miocardio e para a velocidade maxima de relaxamento do mesmo
(Muthuchamy et al. 1995; Gaffin et al, 2004)

» Troponina

Conforme descrito acima, o complexo troponina € composto por trés
subunidades protéicas, troponina T, troponina C e troponina I. A TnT é a
subunidade ligante a tropomiosina e regula a sensibilidade ao Ca?* para
desenvolvimento de tens&o via mecanismo alostérico. (Perry, 1999). A troponina C
pertence & familia das proteinas ligadoras de Ca?*. A troponina | é a troponina
inibitéria, possui uma sequéncia de 30 aminoacidos na regido N-terminal onde
existem dois sitios de fosforilagdo dependente de PKA (Mittmann et al, 1990).
Mudancas nos niveis de fosforilagdo possibilitam a Tnl a induzir mudancas
conformacionais no complexo troponina, levando a alteracéo na afinidade da TnC
ao Ca®* desenvolvendo relaxamento (Zhang et al 1995). A Tnl é também um
potente alvo da PKC, a qual provavelmente exerce um efeito “inibitério” na
atividade miofibrilar (Noland e Kuo, 1991).

Mudancas nos niveis de fosforilagdo da cTnl observada no hipotireoidismo

esta correlacionada com alteracGes na velocidade de desenvolvimento de pressao
(+dP/dT) e na velocidade de relaxamento do miocardio (-df/dt) (Jakab et al 1994).

> Titina
A titina € uma proteina estrutural gigante, localizada entre a linha Z e a linha
M. Esta proteina faz parte de um sistema filamentar responsavel por organizar o
complexo protéico miofibrilar e contribuir para a tensdo passiva. A titina € a
terceira proteina mais abundante depois da miosina e da actina (Machackova et
al., 2005).



Tropomiosina

Fonte: Gordon et al., 2000.

FIGURA 1 — Representacado do filamento fino.

1.1.2 Acoplamento Excitacdo Contracdo (AEC) e a Contracdo do Muasculo

Cardiaco

Os eventos que transcorrem da despolarizacdo do sarcolema e a liberacéo
de calcio do reticulo sarcoplasméatico s&do definidos como processo de
Acoplamento Excitacdo-Contracéo (Costanzo, 2004).

O processo de acoplamento excitacdo contracdo do musculo cardiaco inicia-
se portanto, com a propagacao do potencial de acdo pelo sarcolema e ao longo do
tubulo-transverso (Winegrad, 1965).

A membrana da cisterna terminal do RS possui um canal de calcio
denominado receptor de rianodina (RyR) através do qual ocorre a liberacdo do

Ca®" do RS (Ogawa, 1994; Franzini-Armstrong e Protasi, 1997). No musculo
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cardiaco acredita-se que essa liberacdo é induzida pelo Ca*. Os canais
diidropiridinicos (DHP), localizados no sarcolema séo canais protéicos sensiveis a
voltagem, ou seja, sua conformacdo protéica se altera, formando um poro em
resposta & despolarizacdo, permitindo assim o influxo de Ca®" a favor de seu
gradiente eletroquimico. O resultado pratico do influxo de Ca** é a liberagéo de
Ca?" induzida pela ligacdo do Ca®" ao RyR (CICR) (Mattiazzi, 2004) (FIGURA 2).
Este mecanismo constitui-se num sistema de amplificagdo de sinal pois uma
pequena quantidade de célcio proveniente do extracelular, desencadeia uma
liberacdo macica deste ion do reticulo sarcoplasmatico.

O mecanismo da liberacdo de calcio induzida por ions calcio (CICR) pode
também envolver a participacdo do trocador sédio-calcio, presente no sarcolema.
(Bridge et al., 1990). Gracas a este trocador o transporte de Ca®" através do
sarcolema estdo acoplados a movimentos reciprocos de Na®, com uma
estequiometria de 3Na*:1Ca?" (Brenner e Yu, 1993). A direcdo na qual se realiza a
troca depende fundamentalmente do gradiente eletroquimico para o Na* e para o
Ca?*. Em repouso ou diastole o trocador utiliza o gradiente eletroquimico do sédio
o qual favorece a entrada deste na célula para remover o Ca?* desta, (modo direto
ou forward). Entretanto, durante a despolarizacdo e o0 subsequente influxo de
Ca?*, o gradiente eletroquimico para sédio 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 inverso ou reverse). No modo reverso o sistema de troca
sédio-calcio atua auxiliando o processo de liberacdo de Ca*" induzida por Ca?".
No modo direto ou forward este sistema de troca atua induzindo o relaxamento
muscular por meio da remocao do célcio intracelular (Cingolani e Houssay, 2004;
Brenner e Yu, 1993; Sham et al., 1992).

Na membrana do RS existe uma Ca*-ATPase denominada SERCA, que
transporta o célcio para dentro do reticulo, tendo papel principal no processo de
relaxamento muscular (Meyer et al, 1999). A contracdo e o0 relaxamento do
masculo cardiaco sdo regulados pela concentracdo de Ca?* citoplasmatico. A

homeostasia do ion célcio intracelular depende da quantidade de calcio que



provem dos compartimentos extracelular e intracelular (RS) e dos mecanismos de
transporte desse ion do citosol para o compartimento intracelular (RS) e de seu
transporte para o meio extracelular (bomba de Calcio, sistema de troca Na*/Ca®")
(Ojamaa, Kenessey e Klein, 2000). A atividade da SERCA2 é regulada por uma
fosfoproteina denominada fosfolambano (PLB) (FIGURA 2). A fosforilagdo da PLB
pela proteina cinase A (PKA), a fosforilag@o da calcio-calmodulina e a reducédo da
expressdo de PLB levam a inibicdo da SERCA2 (Ojamaa, Kenessey e Klein, 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; Bers, 2001). Uma vez o Ca* ligado a
TnC esta induz o movimento da molécula de tropomiosina em direcdo a ranhura
do filamento fino resultando na exposi¢cdo do sitio de ligagdo para miosina. O
resultado desta desinibicéo estérica do filamento fino € o da formacéao e ciclizacao
das pontes cruzadas ocasionando a geracdo de tensdo e/ou encurtamento do
sarcomero. 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 interagcdo entre as
subunidades de troponina | e de troponina T. Os outros dois sitios tém baixa
afinidade ao Ca*" sendo, portanto ocupados, quando a concentracdo intracelular
desse ion se elevar como consequéncia de sua liberacdo pelo RS (Pinto, Sousa e
Cameron, 2004; Bers, 2002).
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Fonte: adaptados de Knolmann e Roden, 2008

FIGURA 2 - Representacdo esquemdatica dos mecanismos celulares envolvidos na
contracdo muscular cardiaca.

1.1.3 Ciclo Cardiaco

A fase diastdlica do ciclo comeca com a abertura das valvulas
atrioventriculares (AV) (segmento 4-1 da figura 3). Quando a pressao do ventriculo
esquerdo se torna menor que a do atrio esquerdo a valvula mitral se abre dando
inicio a fase de enchimento ventricular, provocando uma queda inicial da presséo
atrial. Em seguida, as pressfées em ambas as camaras elevam-se lentamente a

medida que o atrio e o ventriculo continuam se enchendo passivamente em
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harmonia com o retorno do sangue ao coragdo através das veias (Mohrman e
Heller, 2007).

A contracdo atrial é iniciada proximo do final da didstole ventricular
disparada pela despolarizacdo das células atriais. A medida que estas células
desenvolvem tensao, e se encurtam, a pressao atrial aumenta, e uma quantidade
de sangue adicional flui para o ventriculo. (Mohrman e Heller, 2007)

A sistole ventricular inicia quando o potencial de a¢do ao se propagar pelo
nodo AV e sistema de His Purkinje, da origem a despolarizacdo das células do
musculo ventricular. A contracdo das células do musculo ventricular disparada
pelo potencial de acdo faz com que a presséo intraventricular aumente acima
daquela do atrio, o que causa fechamento abrupto da valvula AV. A medida que a
contragdo ventricular se intensifica a pressao ventricular continua a aumentar.
Estando a pressao ventricular em niveis maiores do que a atrial porém menores do
gue a existente na raiz da aorta, ambas as valvulas, mitral e tricispide encontrar-
se-do fechadas (segmento 1-2 figura 3). Esta fase, por ndo existir mudanca no
volume de sangue intraventricular é definida como contragcédo isovolumétrica. No
momento em que a pressao intraventricular exceder a pressao da aorta, a valvula
aortica se abre, dando inicio a fase de ejecdo ventricular (segmento 2-3 figura 3). A
seguir a forca de contracdo ventricular diminui. No instante em que a pressao
intraventricular cair abaixo da pressdo aértica, ocorre o fechamento abrupto da
valvula adrtica. A medida que o masculo ventricular relaxa a presséo
intraventricular diminui rapidamente. Neste intervalo de tempo os valores de
pressao intraventricular encontram-se abaixo da pressao da raiz da aorta, contudo,
acima da pressao intraatrial. Como consequéncia as valvulas mitral e aodrtica
encontrar-se-do fechadas, ndo havendo mudanca no volume de sangue
intraventricular. Esta fase € definida como fase de relaxamento isovolumeétrico
(seguento 3-4, figura 3). No instante em que a pressao intraventricular cair abaixo
da pressao atrial, a valvula AV se abre e da-se inicio a um novo ciclo cardiaco
(Mohrman e Heller, 2007). Estas fases do ciclo cardiaco bem como suas
caracteristicas (tempo, velocidade de enchimento, velocidade de ejecdo, dentre

outros) podem ser analisadas mediante o emprego de ecodoplercardiografia. A
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figura 4 € um registro original de um experimento tipico com rato do grupo controle,

onde demonstramos as diferentes fases do ciclo cardiaco.
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Fonte: adaptado de Cingolani e Houssay, 2004.

FIGURA 3 - Representacdo gréfica do ciclo cardiaco (pressdo — volume).1 = contragdo
isovolumétrica, 2 = ejecdo, 3 = relaxamento isovolumétrico, 4 = enchimento diastdlico.
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Fonte: elaborado pelo autor

FIGURA 4 - Registro original de um experimento tipico de ecocardiografia com rato do
grupo controle, demonstrando as fases do ciclo cardiaco. ER = fase de enchimento rapida,
EL = fase de enchimento lento, TC = tempo de contragdo isovolumétrica, TR = tempo de
relaxamento isovolumétrico, FE = fase de ejecao.
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1.1.4 Potencial de A¢do Cardiaco

O potencial de acdo é um fendbmeno das células excitaveis, como as
nervosas e as musculares, e consiste numa rapida despolarizacdo, seguida por
repolarizacdo do sarcolema. Os potenciais de agdo se constituem numa das
modalidades de transmissdo da informacdo no sistema nervoso e em todos 0s
tipos de musculos (Costanzo, 2004).

A excitacdo ritmica e sincrénica do coracdo deve-se ao fato de que neste
existem algumas células que tem a propriedade de gerarem espontaneamente
potenciais de acao atuando assim como marca-passo. Estes potenciais de acdo se
propagam de uma ceélula a outra, gragas a baixa resisténcia elétrica dos discos
intercalares. A velocidade de conducéo, a amplitude e a duracédo do potencial de
acao é variavel, depende da espécie e da regido do coracdo que é excitada. Em
humanos, a velocidade de conducéo do potencial de acdo nos atrios é de 0,8 a 1
m/s enquanto que no musculo ventricular (sub endocardio) a velocidade pode
alcancar 1 m/s. A maior velocidade de conducédo ocorre no sistema de His Purkinje
onde esta alcanca 2 m/s. Nas fibras do nodo atrio-ventriculares a velocidade é de
0.005 m/s (Mangoni e Nargeot, 2008).

Os potenciais de acdo da célula cardiaca séo resultados de alteracbes
transitorias da permeabilidade idbnica da membrana celular. Porém os potenciais de
acao das diferentes regides do coracdo (ventriculos, atrios e Sistema de Purkinje),
nao sao idénticos (Mohrman e Heller, 2007).

Como demonstrado na figura 4, os potencias de acdo de resposta rapida
sdo caracterizados por cinco fases: despolarizacéo rapida (Fase 0) a qual ocorre
devido a abertura de canais rapidos de sodio, fazendo com que o potencial de
membrana se aproxime do potencial de equilibrio para o Na*; repolarizagédo
transitéria rapida (Fase 1), que deve-se principalmente ao efluxo de K* e
inativacao dos canais rapidos de sédio; uma fase de platd longo (Fase 2), onde o
valor do potencial de acdo se mantém relativamente constante, devido

principalmente ao influxo de Ca** e efluxo de K*, a fase de repolarizacéo (Fase 3),
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gue ocorre como consequéncia da inativacdo dos canais de calcio e aumento da
corrente de potassio de retificacdo retardada e a fase fase 4, devido a corrente de
potassio retificadora de influxo (Mohrman e Heller, 2007).

As células do nodo sinusal geram espontaneamente potenciais de acao. .
Como a frequiéncia de potenciais de acdo gerados nestas células é maior do que
em qualquer outra, o nodo sinusal se constitui no marca passo primario do
coracao. Os potenciais de acao de resposta lenta sédo caracterizados por uma fase
de despolarizacao inicial mais lenta (ocasionada por reducdo da condutancia ao
K*, aumento na condutancia ao sédio e célcio) seguida por uma fase na qual a
velocidade de despolarizacdo aumenta, como resultado do aumento da
condutancia ao calcio. O pico de voltagem alcancado € menor do que os das
células de potenciais de resposta rapidas. A fase de platd mais curta e menos
estavel, bem como a repolarizacdo (devido a inativacdo dos canais de célcio e ao
aumento na condutancia ao K') para um valor de potencial designado como
potencial diastélico maximo. Com o transcorrer do tempo ocorre uma fase que se
caracteriza por apresentar despolarizacdo diastdlica lenta. Portanto, como em
todas as células excitaveis, os potenciais de acdo da célula cardiaca resultam de
alteracoes transitorias, principalmente na permeabilidade da membrana celular aos
fons K*, Na*, Ca?', que produzem as vérias fases dos potenciais de acdo de

respostas rapida e lenta (Mangoni e Nargeot, 2008).
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Fonte: adaptado de Cingolani e Houssay, 2004

FIGURA 5 — Representacdo esquematica do potencial de acdo cardiaco.

O horménio da tiredide afeta a frequéncia de geracdo bem como a duracgao
do potencial de acdo dos midcitos cardiacos através de mecanismos genémicos e
nao gendmicos. No coracdo as células marca-passo estdo localizadas no nodo
sinoatrial. Os canais hiperpolarizantes, localizados nessas células tem sua
transcricdo regulada pelo hormbénio da tiredide. Portanto no hipotireoidismo
encontra-se a duracdo do potencial de acdo mais prolongada que em eutireéideos
(Sun et al., 2000).
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Tireoide

A tiredide é uma glandula produtora e secretora dos hormonios T3
(triiodotironina), rT3 (triiodotironina reversa) e T4 (tetraiodotironina ou tiroxina).
Esta localizada na parte anterior do pescoco, possui dois lobos um direito e um
esquerdo unidos por uma banda de tecido glandular denominado istmo (Figura 6).
A producdo e secrecdo hormonal € estimulada pelo horménio estimulante da
tiredide (TSH), proveniente da hipdéfise anterior. O TSH, por sua vez, € secretado
pela estimulacéo da hipéfise anterior pelo horménio liberador de tireotrofina (TRH),
proveniente do hipotalamo. Cada um desses hormdnios esta sob controle de
retroalimentacdo negativa (feedback negativo), através das alcas hipotalamo-
hipéfise-tireoide (Franklyn et al, 1991).

Fonte: Netter (1997)

FIGURA 6 - Representacgéo e localizagédo da glandula tiredide.
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Os horménios da tiredide exercem efeitos nos diferentes 6rgédos, sendo
reguladores-chave do metabolismo, desenvolvimento e crescimento. (Cingolani, e
Houssay, 2004; Molina, 2007). Grande parte dos hormoénios tireoidianos
secretados percorre a corrente sanguinea, ligado a proteinas. Existem trés
principais proteinas ligadoras: a globulina ligadora da tiroxina (TBG), a pré-
albumina ligadora da tiroxina (TBPA) e a albumina; porém a TBPA e a albumina
possuem afinidade muito menores do que a TBG (Devdhar, Ousman e Burman,
2007).

Os efeitos biolégicos do T4 sdo em grande parte resultado de sua
converséo intracelular em T3 (ou rT3) pela 5desiodase, sugerindo que o T4 é um
pré-horménio e o T3 & a forma ativa do horménio. Foram identificadas trés
isoformas de desiodases, a do tipo 1 (D1), a do tipo 2 (D2) e a do tipo 3 (D3)
(Brent, 1994).

A enzima D1 esta localizada na membrana celular e é encontrada
predominantemente no figado e rim humanos; a maior funcéo é fornecer T3 para o
plasma. A sua atividade esta aumentada no hipertireoidismo e diminuida no
hipotireoidismo. A enzima D2 encontra-se distribuida no reticulo endoplasmatico
do musculo esquelético e cardiaco, sistema nervoso central (SNC), pele e hipdfise;
tem a sua atividade elevada no hipotireoidismo e diminuida no hipertireoidismo.
Tanto D1 quanto D2 sdo capazes de gerar T3 (horménio ativo) e 3,3 T2
(iodotironina inativa) a partir da desiodacdo do carbono 5 do T4 e rT3,
respectivamente (Harvey e Willians, 2002). A terceira isoforma de desiodase, a D3,
€ muito expressa nos tecidos em desenvolvimento, placenta e no utero gravido; é
também encontrada no SNC. Esta apresenta sua atividade elevada no estado de
hipertireoidismo e diminuida no hipotireoidismo (Brent, 1994).

As acles dos hormdnios da tiredide resultam principalmente da interacédo do
T3 com receptores nucleares que interagem com sitios reguladores de genes,
modificando sua expressao. Porém, efeitos chamados extranucleares, estimulando
a atividade de proteinas especificas, independentemente da ligacdo com

receptores nucleares tem sido descritos (Ojamaa et al., 1993).
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1.2 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo é uma patologia relativamente comum, resulta da reducéo
da sintese dos hormdnios tiredideos ou da acdo destes nos tecidos periféricos. Na
maioria dos casos essa patologia se da devido a diminuicdo da sintese e secrecdo
dos hormbnios pela glandula tire6ide. Como incidéncia, o hipotireoidismo,
aumenta com a idade e é dez vezes mais comum nas mulheres que em homens.
(Devdhar, Ousman e Burman, 2007).

O hipotireoidismo pode ser transiente ou permanente, central ou primario. O
hipotireoidismo primario se refere a desordem na glandula tireoide, resultando na
reducéo da sintese e secrecédo dos hormonios tiredideos. O hipotireoidismo central
€ caracterizado por desordens do eixo hipotalamico-pituitaria, levando a reducéo
da secrecdo de TSH ou reducédo da atividade biolégica deste. O central divide-se
em secundario, caracterizando-se por desordem da glandula pituitéaria e o terciario
onde a disfuncado ocorre no hipotalamo. (Devdhar, Ousman e Burman, 2007).

O hormbénio da tirebide atua em diversos tipos celulares. O individuo
portador de hipotireoidismo apresenta manifestacdes em diversos sistemas e

tecidos como:

> Pele e anexos

Achados tipicos do hipotireoidismo incluem pele seca, pélida, as vezes
amarela, o cabelo se torna grosso e fragil, a transpiracdo é reduzida. A presenca
de edema pré-tibial pode ser um achado para diagnosticar hipotireoidismo
(Heymann, 1992).

» Sistema Nervoso

Sintomas como sonoléncia, lentiddo no processamento de informacéao,
problemas de memodria, geralmente sdo achados do hipotireoidismo. Alguns
estudos demonstram reducédo do fluxo sanguineo cerebral e do metabolismo da

glicose (Burmeister et al., 2001).
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» Sistema Respiratério

A hipoventilacdo e a hipercapnia sdo complicacbes sérias do
hipotireoidismo. Essas mudancas podem ocorrer devido a fraqueza dos musculos
respiratérios. Esta patologia também pode cursar com ou agravar a apnéia do
sono (Siafakas, Salesiotou e Filaditaki, 1992; Ladenson, Goldenheim e Ridgeway,
1988).

» Sistema Gastrointestinal

A constipacédo resulta da reducado da motilidade intestinal e é um sintoma
comum em pacientes portadores de hipotireoidismo. No hipotireoidismo como
também em outras patologias autoimunes, ha risco de anemia perniciosa e atrofia

gastrica (Shafer, Prentiss e Bond, 1984).

» Sistema Reprodutor

A oligomenorreia ou a hipermenorreia podem estar presentes nessa
condicdo patologica. Pacientes portadores de hipotireoidismo primario podem ter
niveis séricos de prolactina elevados. Esses niveis de prolactina alterados podem
ser decorrentes do aumento nos niveis de TSH que estimula a secrecdo de
prolactina. Na condic&o de hipotireoidismo os niveis de TSH podem aumentar (por
mecanismo de retroalimentacdo) na tentativa de melhorar a secrecdo e producao
de TH. Hiperprolactinemia pode desenvolver hipogonadotrofismo e hipogonadismo,
fatores esses que reduzem a fertilidade e aumenta o risco de aborto (Devdhar,
Ousman, e Burman, 2007).

Os niveis de testosterona total em homens podem estar reduzidos no
hipotireoidismo devido a reducdo nos niveis da globulina ligadora ao horménio

sexual (Devdhar, Ousman, e Burman, 2007).

» Nutricdo e Metabolismo
No hipotireoidismo o metabolismo corporal esta reduzido. O horménio da

tiredide aumenta a taxa metabdlica basal em quase todos os tecidos e érgdos do
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corpo, e aumenta a demanda metabdlica levando a mudancas no debito cardiaco,
resisténcia vascular periférica (RVP), e na presséo arterial. Essas mudancas sao
similares as respostas fisiologicas ao exercicio (Danzi e Klein, 2003).

O hipotireoidismo € caracterizado por hipercolesterolemia, aumento de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de apolipoproteina B, fatores esses que
favorecem a ateroesclerose (Klein e Danzi, 2007; O Brien et al., 1993). A taxa
metabdlica basal e o consumo de oxigénio estdo reduzidos, assim como a
termogénese 0 que resulta a intolerancia ao frio. Apesar da ingestdo e o apetite
reduzidos, o individuo portador de hipotireoidismo geralmente apresenta aumento
de peso corporal devido ao acumulo de gordura, retencdo de agua e sédio. O
paciente apresenta também lentidéo do turnover protéico, da biosintese dos acidos
graxos e da lipolise (Devdhar, Ousman, e Burman, 2007).

O hipotiredideo ainda pode apresentar retencédo de agua e sodio (Hanna e
Scanlon, 1997).

» Sistema Cardiovascular

Nas ultimas décadas pesquisadores mostraram que o hormdnio tireoidiano
€ essencial para o desenvolvimento e diferenciacdo muscular (Dieckman e Solaro,
1990). E reconhecido seu efeito no sistema cardiovascular e que mudangas nos
niveis circulantes desse horménio influencia a contratilidade e a funcao
eletrofisiolégica do coracéo (Klein, 1990). O TH também exerce importante papel
na regulacao de diversos parametros cardiacos como funcdes sistélica e diastdlica,
frequéncia cardiaca e débito cardiaco.

Em diversos modelos animais, correlacdo de parametros de performance
cardiaca in vivo (velocidade de producdo de forca ou pressdo bem como de
relaxamento, tempo de contracdo isovolumétrica, tempo de relaxamento
isovolumétrico, débito sistolico, débito cardiaco dentre outros) com dados
experimentais obtidos em preparacées isoladas, demonstram que o hormonio da
tireoide participa da regulacdo da de genes responsaveis pela expressdo da
SERCA, NCX, MHC, canais de potassio e sodio, receptores dihidropiridinicos e

rianodinicos, fosfolambano. O aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico
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bem como reducgéo da velocidade de relaxamento, observado no hipotireoidismo,
tem sido atribuido a uma menor expressdo da SERCA e aumento do estado de
fosforilacdo do fosfolambano. Contudo alteragbes nos niveis de expressao do NCX
tem sido controvertido. Estudos demonstram que no hipotireoidismo estes niveis
poderiam estar aumentados (Reed et al.,, 2000; Cernohorsky et al., 1998) ou
inalterados (Shenoy et al., 2001; Sepet et al., 1993).

Este horménio também influencia a regulacédo da presséo arterial, através
de alteracdo da resisténcia vascular sistémica. Muitas dessas alteracbes sao
decorrentes de efeitos gendmicos e ndo genémicos do horménio da tiredide
(Biondi e Klein, 2004; Biondi et al., 2002; Kahaly, 2000).

A avaliacdo da performnace cardiaca, assim como as deficiéncias das
funcdes sistolica e diastdlica decorrente do hipotireoidismo, pode ser observada
por intermédio de ecocardiograma (Di Paola et al., 2004; Kahaly et al., 1995;
Grossmann et al., 1994). Em ratos observa-se o aumento do tempo de
relaxamento isovolumétrico. Este prolongamento € provavelmente devido ao
aumento do periodo diastolico precoce, sugerindo existir comprometimento do
relaxamento ativo (Vitale et al., 2002; Kahaly et al., 1995).

Ha evidéncias de que a expressdo gendmica e fenotipica do coracdo sao
extremamente sensiveis ao horménio da tiredide. Estudos in vivo e in vitro,
sugerem que as alteracbes nos niveis do horménio tireoidiano podem afetar a
expressao génica dos midcitos cardiacos e, consequentemente, alterar a funcéo
cardiaca (Morkin, 1993).

O Horménio T3 também afeta o sistema simpatoadrenal, levando ao
aumento da sensibilidade adrenérgica no coracdo, e aumento Nno consumo
periférico de oxigénio resultando no aumento da contratilidade cardiaca (Polikar
1993). Portanto, mudancas na funcdo da tiredide implicam em alteracdes
cardiacas como débito cardiaco, volume de ejecao e resisténcia vascular sistémica
(Sahin et al., 2005; Fazio et al, 2004).

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

receptores intracelulares especificos, alteracdo da atividade do sistema nervoso
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autdbnomo simpético e modificagdes hemodinamicas periféricas, além dos efeitos
extracelulares que sdo menos entendidos.

Em estudo realizado por Thomal (2007), utilizando analise da funcao
cardiaca por ecocardiografia, eletrocardiografia, e mensuracdo de forca em
papilares intactos, foi possivel observar alteragbes como aumento do tempo de
relaxamento isovolumétrico; aumento do tempo de contracdo isovolumétrica;
diminuicdo de frequéncia cardiaca e consequente alteracdes no debito cardiaco;
aumento da resisténcia vascular periférica; diminuicdo das velocidades de
contracao e relaxamento.
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FIGURA 7 - Representacado esquematica do mecanismo de acdo do T3.

1.2.1 Efeitos Gendmicos

A acdo dos hormdnios tireoidianos € iniciada pelo transporte deste através
da membrana por transportadores especificos. Recentemente foi identificado que a
porcdo extracelular da integrina ayfs atua como receptor de membrana para o
horménio da tiredide (Cao, Kambe e Seo, 2006). Uma vez no interior do miécito o
horménio da tiredide interage com seu receptor (TRs). Existem quatro importantes
isoformas de TRs (TRal, TRa2, TRB1, TRB2) caracterizadas em humanos (Harvey

e Willians, 2002). O complexo T3-TR liga-se a elemento de resposta a horménio
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tireoidiano (TRES) o qual sédo sequéncias especificas de DNA (FIGURA 8). Durante
esse processo, proteinas nucleares como co-repressoras e co-ativadoras sao
recrutadas ou excluidas pela interacdo T3-TR-TRE (Brent, 1994). Ocorre entao
mudanca conformacional na cromatina através de acetilacdo e desacetilacdo das
histonas, resultando na descompactacédo ou compactagcéo da cromatina, regulando
a acessibilidade de genes para a maquinaria transcricional (Boelaert e Franklyn,
2005).

Os niveis de T3 regulam tanto a transcricdo como a pos-transcricdo de
diversas proteinas regulatérias da funcdo cardiaca. Desencadeia regulacdo
nuclear positiva da cadeia pesada de miosina alfa (a-MHC), Ca** - ATPase do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA), receptores B; — adrenérgicos, Na'/K" - ATPase,
canais de potassio voltagem dependente (Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3); e regulacéo
negativa da cadeia pesada de miosina B (3-MHC), fosfolambano, adenilil ciclases
tipos V e VI, receptor nuclear de triiodotironina al e do trocador Na*/Ca?". (Gick et
al., 1990; Ojamaa et al., 1999).

A modulacéo da taxa de transcricdo de diversos genes ocorre pela acdo do
horménio da tireéide no meio extranuclear dos miécitos cardiacos. Em curto prazo
trilodotironina promove mudancas caracteristicas na atividade de varios canais de
sédio, calcio e potassio, e mudancas nos niveis de célcio e potassio que podem
aumentar cronotropia ou inotropia (Walker et al., 1994).

Alteracbes nessas proteinas e no estado de fosforilacdo do fosfolambano
contribuem para alteracdes das funcdes sistolica e diastolica (Kiss et al., 1994;

Ojamaa, Kenessey e Klein, 2000).
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FIGURA 8 - Mecanismos celulares de a¢do gendmica do T3.
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1.2.2 Efeitos ndo gendémicos

Tém sido relatado alguns efeitos ndo-gendmicos do TH. Entre as acoes
nao-gendmicas do T3 e que séo relevantes para 0 coragao estdo as que ocorrem
nas membranas, afetando canais idnicos ou bombas. Em experimentos realizados
com midcitos cardiacos foi demonstrado que em cerca de 4 minutos, o T3 conduz
o rapido recrutamento dos canais de inativacdo lenta de soOdio. Acbes
extranuclreares dos hormonios da tiredide ndo requerem a formacdo de um
complexo nuclear. Quando comparadas as acdes nucleares, os efeitos néo-
gendmicos ocorrem mais rapidamente (Davis e Davis, 2002; Incerpi, 2005). Dentre

os efeitos ndo-gendmicos do TH estéo:

» Canal de sodio

Os efeitos do horménio T3 nos canais de sodio parecem ser mediados pela
proteina cinase C (Davis e Davis, 2002). Dudley e Baumgarten (1993) mostraram
abertura de canais de sédio decorrente da acdo do hormonio T3. Estes utilizaram
clampeamento de voltagem em células de ventriculo de coelhos, e adicionaram o
horménio T3. Trinta segundos apos acrescentar o hormoénio foi possivel observar

os efeitos da abertura desses canais.

> Duracdo do potencial de ac&o: corrente de K*

Em ratos hipotire6ideos, Sun et al, demonstraram um aumento na a
duracdo do potencial de acdo (APD) quando comparada com a de midcitos de
animais eutiredideos (Sun et al. 2000).

No midcito cardiaco do rato, duas correntes de despolarizacdo sao
importantes na regulacdo do potencial de acdo: corrente transitéria Ca®*
independente (Ito) — transiente outward current e corrente de K* de inativacédo
lenta — slowly inactivating K™ current (Ik). Esta acdo ndo-gendmica do T3, foi
atribuida pelos investigadores a um efeito na corrente de potassio voltagem

dependente (Ik) de inativacdo lenta, o qual € o principal contribuinte da
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repolarizacédo (Delmar et al., 1991). Isso indica que o efeito do T3 na duragéo do
potencial de acdo é obscuro devido a ampla contribuicdo do Ito para a duracao do
potencial de agao.

> Atividade da Ca* ATPase sarcolemal

Um estudo in vitro mostrou que a preparacdo de membrana miocardica
obtida de coelho e a exposi¢cao desta a L-tiroxina (LT4) promoveu um aumento na
atividade Ca®" ATPase sarcolemal. O aumento na atividade requereu a presenca
de calmodulina e foi também dependente de PKC (Rudinger et al., 1984; Mylotte
et al., 1985).

1.2.3 Influéncia do sistema simpatico-adrenal na funcéo cardiaca

O sistema simpatico-adrenal faz parte do sistema nervoso auténomo (SNA).
O SNA constitui uns dos principais mecanismos corporais que contribuem para
manutencdo de um meio apto, constante e regulado. Este é dividido em simpatico
e parassimpatico, os quais liberam pelas terminagcdes das fibras pds-ganglionares,
noradrenalina e acetilcolina respectivamente. Esses neurotransmissores exercem
papel importante na regulacdo do funcionamento cardiaco. O sistema simpatico
também estimula a atividade secretéria da medula da supra-renal, a qual libera
adrenalina que exerce no musculo cardiaco efeitos sinérgicos aos efeitos diretos
do sistema nervoso simpatico (Cingolani e Houssay, 2004; Landowne, 2007).

A estimulacao simpatica no coracao através dos receptores p-adrenérgicos
(noradrenalina) promove aumento da contracdo (inotropismo positivo) e acelera o
relaxamento (lusitropismo positivo). Os receptores B-adrenérgicos sao receptores
acoplados a proteina ligadora de GTP, ou proteina Gs (Bers, 2002) e tém sua
expressao e atividade alterada pelo horménio da tiredide (Davis e Davis, 2002).

As proteinas G constituem uma familia de proteinas heterotriméricas de
ligacdo guanosina trifosfato (GTP) e s&o fundamentais para a ligacdo entre o

primeiro evento, ocupacéo do receptor e 0 primeiro mensageiro, e a adenilato
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ciclase (Lefkowitz, 1996). A proteina G consiste de trés unidades associadas a, B e
y. As unidades B e y atuam como uma Unica subunidade funcional. A subunidade o
pode tanto estimular (as) como inibir (ai). Na condicdo de repouso, a guanosina
difosfato (GDP) est& fortemente ligada a subunidade a. O acoplamento do primeiro
mensageiro 3-adrenérgico ao seu receptor ativa o sistema deslocando GDP pelo
GTP. A subunidade estimulatéria (as) de Gs se combina com GTP e, em
consequéncia, se separa das duas outras subunidades para promover a atividade
da adenilato ciclase e formagdo do AMPc (Molina, 2007). O AMPc formado a partir
do ATP sob a influéncia da adenilato ciclase ativada, vai se constituir num segundo
mensageiro (Cingolani e Houssay, 2004). Este segundo mensageiro ativa a
proteina cinase A (PKA). Esta proteina fosforila diversas outras envolvidas no
processo de contracdo muscular, como fosfolambano, canais de calcio do tipo
lento, receptores de rianodina, troponina | e proteina C ligadora de miosina
(FIGURA 9).

A fosforilacdo do fosfolambano e da troponina | promove o aumento da
recaptacao de célcio para o reticulo e a dissociacdo do calcio dos miofilamentos,
respectivamente, o que desenvolve um efeito lusitrépico positivo. A recaptacao de
céalcio mais rapida faz com que haja maior disponibilidade deste no reticulo o que
pode promover também efeito inotropico positivo e efeito cronotropico positivo.
(Bers, 2002).

Ainda o AMPc aumenta a atividade dos canais I;, despolarizando as células
do nodo sinusal mais rapidamente e aumentando assim, a frequéncia cardiaca. A
noradrenalina encurta a duracdo do potencial de acédo fazendo com que os canais
de potassio se abram mais rapidamente. O namero de canais do tipo lento aberto
pela noradrenalina também é aumentado. Os efeitos da noradrenalina, nesses
canais, sdo mediados pela PKA e o resultado final € o aumento no influxo de

célcio e, consequentemente, um efeito inotropico positivo (Landowne, 2007).
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FIGURA 9 — Via de sinalizacao 3-adrenérgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar, empregando-se técnicas in vivo e in vitro, os efeitos do

hipotireoidismo na atividade elétrica e mecéanica cardiaca e no sistema vascular de

ratos Wistar.

2.2 Especificos

Empregando-se animais eutiredideos e hipotiredideos, os objetivos especificos

deste estudo foram:

Quantificar, mediante emprego de ecocardiografia, parametros de
performance cardiaca (fracdo de ejecéo, volume sistélico, volume diastolico
final, debito sistélico, indice de Tei, tempo diastdlico total e tempo de
relaxamento isovolumétrico).

Aferir, por método direto, os niveis de pressao arterial sistélica e diastdlica.
Examinar, mediante eletrocardiografia, alteracbes na atividade elétrica
miocardica.

Avaliar, em musculos papilares isolados estimulados eletricamente e em
condicbes isométricas, parametros de contratilidade (forca absoluta,
velocidade maxima de producéo de forca (+df/dt) e de relaxamento (-df/dt),
potenciacbes pos pausas (1, 3, 5, 10 e 20 segundos) e forca versus
diferentes concentracdes extracelular de Ca** (05, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0 e 10
mM)

Avaliar em musculos papilares permeabilizados com saponina, os efeitos do
hipotireoidismo no tempo de recaptacao e liberacdo de calcio do RS.
Avaliar, em musculos papilares isolados e quiescentes, a contribuicdo do
trocador Na*/Ca®" para o tempo de relaxamento, ap6s contracdo induzida
pela cafeina em solugdo na qual se substituiu isoténicamente, o Na* e Ca 2*

pelo LiCl.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo experimental foram utilizados ratos Wistar machos, pesando
entre 250-350 g, fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da
UFPR, e mantidos em gaiolas sob condi¢cdes de controle de temperatura e um
ciclo claro-escuro de 12 horas (8 da manha as 8 da noite periodo claro — 8 da
noite as 8 da manha periodo escuro), tendo livre acesso a racao. A pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA - 220), do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.

Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos: um grupo
experimental e um grupo controle. No grupo experimental, o hipotiredidismo foi
induzido pela administracdo de metimazol na agua de beber (20 mg/100 mL),
durante 4 semanas (Sala-Roca et al., 2002). Esta solucao foi renovada a cada trés
dias. Os animais de ambos os grupos tiveram livre acesso a racéo e agua.

Os dois grupos de animais (experimental e controle) foram utilizados para
avaliacdo ecocardiografica, seguida da avaliacdo eletrocardiografica, mensuracao
da presséao arterial e avaliagdo da contratilidade de muasculos papilares isolados
eletricamente estimulados. Outros 4 grupos (2 experimentais e 2 controles) foram
empregados, 2 (experimental e controle) para avaliagdo da contribuicdo do
trocador NCX no relaxamento de papilares isolados quiescentes e 2 (experimental
e controle) para a avaliacdo da capacidade de carregamento do reticulo
sarcoplasmatico com ions calcio (experimentos de fibras permeabilizadas com o
uso de saponia).

Para avaliagcdo ecocardiografica os animais dos grupos experimentais e
controle foram randomicamente selecionados sem que o avaliador soubesse a
condicdo experimental de cada um deles. Essa avaliacdo foi realizada no
Laboratério de Técnica Operatoria da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
pelo Prof. Dr. Nelson Itiro Miyague. Em seguida os animais foram submetidos a
avaliacdo da atividade elétrica cardiaca por eletrocardiografia. Apés foi realizada a
mensuracdo da pressao arterial e experimentos para mensuracao de parametros

de contratilidade do musculo papilar isolado.
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3.1 Avaliacao da funcéo cardiaca por ecocardiografia

Os animais foram submetidos a anestesia geral com cloridrato de ketamina
50 mg/kg e cloridrato de xilazina 20 mg/kg, e tricotomizados. Foi utilizado um
equipamento de ecocardiografia bidimensional modelo Sonos 5500 (Hewlet
Packard, USA), com transdutores setorial S12 (5-12 mHz) e limiar 15L6 (7-15

mHz). Cada parametro foi mensurado, em cada animal, no minimo 3 vezes:

Area diastdlica (cm?), area sistolica (cm?): as areas séo calculadas assumindo
gue a cavidade ventricular possua um formato elipsoide. A cavidade € demarcada
pelo avaliador conforme demonstrado na figura 10, a qual € uma imagem original

de um experimento tipico.

Volume diastélico final (mL), volume sistolico final (mL): Mediante a anélise
da posicao das valvulas de admissdo (mitral) e de saida (adrtica) delimitou-se o
inicio da fase de contracdo isovolumétrica. Nesta fase ambas as valvulas
encontram-se fechadas. Assim, utilizando o método de Simpson (Wyat, 1980) &
possivel calcular o volume diastdlico final. Este método calcula os volumes
assumindo que o ventriculo esquerdo seja formado por diversos segmentos com
espessura e area transversa conhecida. O volume da cavidade sera igual a soma
dos diversos volumes dos segmentos, como demonstrado na figura 10. Apds a
fase de ejecdo ventricular e anteriormente ao inicio da fase de enchimento
ventricular, portanto quando as valvulas mitral e adrtica se encontravam fechadas,
mensurou-se a area sistdlica e calculou-se o volume sistolico.  Assim,
conhecendo-se o volume diastélico final e o volume sistdlico do ventriculo
esquerdo, é possivel calcular o débito sistdlico e a fracdo de ejecédo, servindo cada
animal como seu proprio controle. A fracdo de ejecdo é expressa como O
percentual do volume diastélico total que é ejetado pelo ventriculo esquerdo, em
um ciclo cardiaco. O débito sistélico obtém-se subtraindo do volume diastolico

final, o volume sistélico.
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Fonte: registro original de ecocardiografia de um rato hipotireoideu (hnumero 7) do
dia 11 de Fevereiro de 2009.

FIGURA 10 - Imagem ecocardiografica de um rato hipotireoideu, demonstrando o
procedimento para obtencdo do volume diastélico final.

Onda E (m/s), onda A (m/s): o fluxo sanguineo transmitral normal apresenta duas
ondas, uma gque resulta do enchimento rapido (onda E) e outra, mais tardia e que
€ dependente da sistole atrial (onda A). Estas duas ondas estdo demonstradas na

imagem ecocardiografica da figura 11.
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Fonte: registro original de ecocardiografia de um rato (nimero 6) do grupo controle
do dia 11 de fevereiro de 2009.

FIGURA 11 - Imagem ecocardiografica do coracdo de um rato, demonstrando as ondas E
eA.

Tempo sistolico total (s): intervalo de tempo mensurado a partir do fechamento

da valvula atrioventricular esquerda até o fechamento da valvula aortica

Tempos diastélicos: o tempo diastélico total foi mensurado como o intervalo de
tempo transcorrido a partir do momento do fechamento da valvula aértica (término
da fase de ejecdo ventricular) passando pela fase de enchimento ventricular até o
momento da abertura da valvula adrtica. Subtraindo-se deste intervalo de tempo, o
tempo transcorrido do fechamento da valvula aortica a abertura da valvula mitral (o
gual corresponde ao tempo de relaxamento isovolumétrico), obtem-se o tempo

diastodlico.
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Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) (s): corresponde ao intervalo de
tempo entre o fechamento da valvula aodrtica (final da fase de ejecéo) e abertura
da vélvula atrioventricular esquerda (inicio da onda E), sendo um indicador da
distensibilidade do ventriculo esquerdo.

Tempo de contracdo isovolumétrica (TCIV) (s): O TCIV é medido por
ecocardiograma como o tempo decorrido entre o fechamento da valvula mitral
(final da onda A) e abertura da vélvula adrtica (inicio da fase de ejecdo). Para
freqUéncias cardiacas elevadas, pode-se estimar o TCIV subtraindo-se do tempo
sistdlico, ou seja, o intervalo de tempo transcorrido entre o fechamento da valvula
mitral (final da onda A) e fechamento da valvula aértica (final da fase de ejec&o), o
tempo transcorrido entre a abertura da valvula aortica até o seu fechamento

(tempo de ejecao ventricular).

indice de Tei: o indice de Tei (Tei et al., 1995) é obtido subtraindo-se do intervalo
de tempo transcorrido entre o fechamento da valvula atrioventricular esquerda até
a sua abertura, o tempo de ejecao (intervalo de tempo transcorrido a partir da
abertura da valvula aortica até o seu fechamento) e o resultado dividido pelo
tempo de ejecdo ventricular, ou seja, € a soma do tempo de contracao
isovolumétrico ao tempo de relaxamento isovolumétrico dividido pelo tempo de
ejecao. Este indice €, portanto, til, ja que existe correlacdo entre os tempos de
contracao e de relaxamento isovolumétricos com os valores maximos de pressao
intraventricular medida nestas duas fases do ciclo cardiaco com o emprego de
métodos diretos (transdutores de pressao). Assim, um aumento nos valores deste
indice denota, indiretamente, comprometimento ventricular global (sistolico e/ou
diastdlico), sendo uma ferramenta importante na avaliacdo global do desempenho
cardiaco (Tei et. al., 1995).

Débito Cardiaco: Foi calculado multiplicando o débito sistolico pela frequéncia

cardiaca.
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Frequéncia cardiaca (bpm): foi mensurada como o inverso do periodo
transcorrido entre dois picos subsequentes do complexo QRS.

3.2 Avaliacao da atividade elétrica do coracdo mediante eletrocardiografia

Para analise da atividade elétrica do coracdo dos animais, foi utilizado
eletrocardiografo Mikromed ER 661 (Hungria). Os animais foram previamente
anestesiados, posicionados em decubito dorsal e eletrodos subcutdneos foram
inseridos para obtencéo das derivagcdes convencionais DI, DI, DIll, AVR e AVL.

Nos tracados eletrocardiogréficos foram calculados os intervalos e

segmentos mostrados na figura 12.

Segmento Segmento

Intervalo
PR

QRS Intervalo
QT

N
v

Fonte: adaptado de Scheidt, 1986.

FIGURA 12 - Imagem representativa dos intervalos e segmentos de um
eletrocardiograma.
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3.3 Experimentos de mensuracgédo da pressao arterial (in vivo)

Os animais foram heparinizados (500 Ul, i.p.) e anestesiados com cloridrato
de xilazina (20mg/Kg) e cloridrato de cetamina (50mg/kg). Apds a verificacdo de
falta de resposta a estimulo doloroso na raiz da cauda e nas orelhas, e da
auséncia de reflexos pupilares e palpebrais foi iniciado o procedimento cirdrgico.
Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirlrgica,
fixando-se as patas em uma base de madeira. Inicialmente, realizou-se uma
incisdo na pele na linha média na regido do pescoco, expondo os musculos
esternocleidomastéideo e esternohidideo. Com a utilizacdo de uma pinca realizou-
se a disseccdo dos musculos para encontrar a artéria carétida comum e 0 nervo
vago. A seguir, a artéria cardtida e o nervo vago foram isolados. Comum fio, foi
realizada uma ligadura na regiao cefalica da artéria com a finalidade de obstruir o
fluxo sanguineo. Na regido distal da carotida foi posicionado outro fio, cujas suas
extremidades foram tracionadas com uma pinca hemostatica para obstruir o fluxo
sanguineo temporariamente. Com uma tesoura oftalmoldgica realizou-se uma
seccao parcial da artéria em um angulo de 45° para introduzir do catéter
(Angiocath 22GAX1.00 IN (0,9x 25 mm) BD ®, previamente heparinizado. Apos a
introducdo de aproximadamente 1 cm do cateter, 0 mesmo foi fixado com o fio
posicionado distalmente. O catéter foi acoplado a um transdutor de pressao
(NARCO BioSystem, Houston, Texas) conectado a um poligrafo para registro e
também a um conversor Analdgico-Digital-Digital Analdgico (DATA
TRANSLATION - AT 2801-A) — acoplado a um computador. Em todas as
mensuracOes aguardou-se a estabilizacdo dos niveis de pressao arterial por um
tempo de aproximadamente 30 minutos. A calibracdo do transdutor foi realizada
antes de iniciar o registro da pressao arterial em todos os experimentos. Apés a
coleta dos dados, a canula foi desconectado do transdutor de presséo e procedeu-
se a colheita de sangue arterial o qual mantido em frasco (VACUETTE). Estes
foram identificados e encaminhados ao Laboratorio de Andlises Clinicas do
Hospital das Clinicas da UFPR para mensuracao dos niveis plasmaticos de T3, T4
e TSH.
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3.4 Dosagem Hormonal

As concentra¢des dos hormdnios tireoidianos plasmatica dos dois grupos
foram determinados pelo IMMULITE 2000 Analyser Total T4, T3 — imunoensaio
competitivo de fase sdlida, de enzimas quimico-luminosas e TSH-ensaio
imunométrico em fase sdlida quimioluminescente de duas voltas, realizado no
Setor de Hormbnios do Laboratério do Hospital de Clinicas da Universidade

Federal do Parana.

3.5 Experimentos com musculo papilar isolado intacto

Apoés a mensuracao da presséo arterial e coleta de sangue, foi realizada a
toracotomia nos animais. Os coracdes foram removidos rapidamente e colocados
em um copo de Becker de 5 mL contendo solucdo de RINGER com a seguinte
composicao (em mM): NaCl=110; KCI=4,0; CaCl,=2,0; MgCl,=2,0; TRIZMA=10 e
glicose=11, com pH=7,4, procedendo-se a seguir, a pesagem do oOrgdo. Na
sequéncia, o coracdo foi colocado e fixado em uma placa de Petri, contendo
solucdo de Ringer previamente oxigenada. Procedeu-se a abertura de ambos 0s
ventriculos e com o0 uso de um estéreo microscépio, realizou-se a disseccao

cuidadosa dos musculos papilares (FIGURA 13).
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Fonte: microfotografia original demostrando musculos papilares do

ventriculo direito de rato (nimero 3) do grupo controle.

FIGURA 13 - Imagem demonstrativa dos musculos papilares de ratos.

Tendo-se removido o musculo papilar, este foi colocado em uma placa de
Petri contendo solucdo Ringer e suas extremidades foram fixadas, mediante o
emprego de duas argolas, uma a uma posicdo estacionaria de um
micromanipulador e a outra, a um transdutor de for¢ca (WPI-Fort 10, Transuction
Laboratories Co.). A preparacdo foi entdo transferida para uma camara com
capacidade para 15 ml, continuamente oxigenada e mantida 32 °C.

Os musculos foram estimulados com pulsos supralimiares de voltagem (10
a 15 V) duracdo no maximo cinco milissegundos (ms), através de um par de
eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo.
Mediante o emprego do micromanipulador, procedeu-se o estiramento do musculo
até Lmax (comprimento do musculo no qual a tensdo ativa é maxima). A
frequéncia de estimulacdo padrdo foi de 0,5 Hz (condicdo estabilizada). Nestas
condicdes, as preparacdes foram mantidas por um periodo de estabilizagdo de 60

minutos e, em seguida, realizados o0s protocolos experimentais. A forca
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desenvolvida foi registrada continuamente em papel mediante o emprego de um
poligrafo Lafayette Instrument Company, Indiana, USA e também digitalizadas,
mediante o emprego de um conversor A/D (DataTranslation- 2801 A) e os dados
armazenados em um computador para posterior analise.

Foram analisados o0s seguintes parametros contrateis: maxima forca
isométrica desenvolvida (F); tempo necesséario para atingir 50% da contracdo e
50% do relaxamento (Ts); potenciacdo da contracdo isométrica (PR) obtida apo6s
pausas na estimulacgéo elétrica de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos; velocidades maximas
de contracéo e de relaxamento (df/dt).

Antes de cada experimento foi realizada a curva de calibracdo do transdutor
de forca obtida com massas conhecidas (padrdo). Mensuraram-se, com 0 uso de
uma graticula posicionada na ocular do estéreo microscopio, o diametro e o
comprimento da preparacgdo. No final de cada experimento, os musculos papilares
foram pesados. A area de seccdo transversa das preparacdbes foi calculada

através da seguinte formula:
Area = massa / comprimento x densidade
Assumindo densidade como 1,06.
Assim, a forca produzida pelos musculos papilares esta normalizada pela sua area
de seccéo transversa.
3.5.1 Protocolos experimentais
» Producéo de Forca em Diferentes Concentracdes extracelulares de Calcio
Com a finalidade de avaliar o efeito da diminuicdo dos hormbénios T3 e T4
ou da reducado de sua acédo sobre as intervenc¢des inotropicas foram realizados os

seguintes estudos: apo0s periodo de estabilizagcéo, foi avaliada a dependéncia do

desenvolvimento da for¢a de contracao isométrica (F) dos musculos papilares, e as
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alteracbes da concentracdo extracelular de calcio [Ca2’] (0,50; 1; 2; 3; 5 e 10 mM),

na solugéo de Ringer.

» Potenciacdo p6s pausa

Ap6s a estabilizacdo da preparacdo, cessou-se a estimulacdo elétrica dos
papilares isolados por um periodo de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos. A amplitude da
primeira contracdo apoOs este periodo 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.

» Velocidade de Contracéao e de Relaxamento

A velocidade maxima de producéo de forca (+df/dt ) e a velocidade maxima
de relaxamento (-df/dt), foram calculadas em tempo real empregando-se o
programa de computador LABTECH, o qual foi utilizado para processamento,
aquisicdo e andlise dos dados (figura 14). Também procedeu-se a analise dos
dados tracando-se uma tangente no registro de forca obtido durante a fase da
contracdo e de relaxamento, respectivamente. Neste caso, e com 0 objetivo de
termos uma melhor resolucdo temporal da producdo de forca, aumentamos a
velocidade de deslocamento do papel de 1 mm/seg para 25 mm/segundo
conforme demonstrado na figura 15. Mensurou-se a velocidade de contracédo ou
de relaxamento, tomando-se um intervalo de tempo onde foi obtida a maior
variacdo de forca. Os dados estdo expressos em forca produzida (mN) por area de

seccdo transversa do misculo por segundo (mN/mm?/seg).
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Fonte: registro original de um experimento tipico com papilar eletricamente estimulado.

FIGURA 14 - Representacao do registro experimental através do labtech.

contracao relaxamento

Fonte: elaborado pelo autor

FIGURA 15 - Representacdo do método de andlise da velocidade de contracédo e de
relaxamento.
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» Tempo Necessario para Atingir 50% de Forca e 50% de Relaxamento

O tempo necessario para producdo de 50% da forca maxima e para atingir
50% do relaxamento foi calculado conforme mostrado na figura 16. Inicialmente
mensurou-se a maxima producdo de forca, e a seguir mediu-se o0 tempo

necessario a obtencao de 50 % deste valor.

100% Cont 100% Relax

y
3
\ 4

contragdo relaxamento

Y

T50% T50% Relax

Fonte: elaborado pelo autor

FIGURA 16 - Representacdo do método de analise do ts.

> Participacdo do Trocador Na*/Ca**

Para dissecacdo e montagem dos papilares na camara foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos no item 3.5. Porém nesse protocolo os
papilares ndo foram estimulados eletricamente e a camara que contém solucéo
onde o papilar é banhado, tem capacidade para 2,5 ml de solucao.

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizadas trés camaras contendo

diferentes solugdes. A primeira foi utilizada a solucdo de Ringer a qual ja foi
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descrita anteriormente. Na segunda camara utilizamos a solugéo de Ringer ONa
0Ca®" . Esta solucdo é preparada substituindo-se o fon sédio e o fon célcio por
cloreto de litio, com o objetivo de manter-se a osmolaridade e a forca idnica igual
a solucdo de Ringer normal. A ultima cAmara continha a solugédo 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
liberac&o total dos estoques de Ca®* do RS (Endo, 1975).

Para avaliacao da participacdo do NCX foi utilizado o seguinte protocolo:

A preparacgédo foi inicialmente banhada em solu¢cdo Ringer normal por no
minimo 30 minutos e a seguir esta foi transferida para solucdo de solucéo de
Ringuer ONa* 0Ca®* e mantida por um tempo suficiente para obter o estado
estacionario de forca. Este intervalo de tempo normalmente ocorreu entre 5 e 10
minutos.. Em seguida o musculo papilar foi transferido para a camara contendo
Ringer ONa® 0Ca*" acrescida de 30 mM de cafefna. Manteve-se a preparacao
nesta solucdo até que um novo estado estacionario de forca fosse alcancado
para, em seguida, retorna-la a uma solucdo de Ringer normal ou a solucéao de
Ringer ONa 0 Ca na auséncia de cafeina.

Para avaliar a participacdo do NCX foi calculado o tempo de relaxamento
como mostrado na figura 16. Para avaliarmos a contribuicdo do NCX no tempo de
relaxamento (50 e 100 %), subtraimos do tempo de relaxamento da preparacao
em Ringer 0 Na 0 célcio, o tempo de relaxamento obtido em solucdo de Ringuer
normal. Os dados foram entdo normalizados como percentual de contribuicdo do

NCX para o relaxamento.
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3.6 Experimentos com fibras permeabilizadas com saponina

Para a obtencédo e dissecacdo das preparacdes, procedeu-se conforme
descrito no item 3.5. Os papilares dissecados foram transferidos para uma placa
de Petri contendo a Solugcdo R (Tabela 1). Esta solugdo tem a propriedade de
quelar o calcio, induzindo ao relaxamento total das fibras e, permitir a realizacédo
da dissecacédo das trabéculas sem risco de laceracdo de tecido. As extremidades
das trabéculas de musculo permeabilizado, foram montadas entre 2 forcepes,
sendo uma extremidade conectada a um transdutor de forca isométrica (Scientific
Instruments, GMHB, Heidelberg, Alemanha) e, a outra extremidade conectada a
um micromanipulador. Os registros graficos foram realizados usando um poligrafo
modelo RB 1020; Equipamentos Cientificos do Brasil. As trabéculas foram
estiradas até 20% do comprimento do musculo na condi¢gdo de relaxamento. As
solucdes experimentais foram adicionadas a cada uma de uma série de camaras
denominadas de camaras com capacidade de 2,5 ml. Tais camaras foram
encaixadas numa base acrilica e mantidas sob constante agitacdo mediante
barras de aco inoxidavel imantadas.

As trabéculas forma transferidas e mantidas, por 20 minutos, em uma

camara contendo a mesma Solucdo R acrescida de saponina (30 ug/mL). Apés a
permeabilizacdo por saponina, as trabéculas eram transferidas para outra camara
contendo Solucédo R sem saponina.
A saponina atua interagindo com moléculas de colesterol presentes na bicamada
lipidica do sarcolema e no sistema tubular transverso, ocasionando remocao
seletiva desse lipidio promovendo perfuracbes na membrana (Launikonis e
Stephenson, 1997). Dessa forma essas estruturas sao seletivamente
permeabilizadas preservando, além das proteinas do sistema contratil, o RS e
suas estruturas de membrana.

Através desse método € possivel avaliar a participacdo da SERCA no
processo de contracdo e relaxamento do musculo cardiaco. Para tal avaliacao foi
realizado o seguinte protocolo: a trabécula mantida na Solugcéo R foi transferida

para outra camara contendo a Solucdo L. A Solugcdo L apresenta uma
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concentracdo de fons Ca®" suficiente para, mediante transporte ativo realizado
pela SERCA, realizar o carregamento dessa organela. Avaliou-se o tempo de
carregamento dessa organela, mantendo-se as preparagdes nesta solucao por 5,
30, 60 e 120 segundos.

Ap6s o carregamento a preparacdo foi transferida para outra camara
contendo a Solucdo E. A solucdo E (pCa 8,5) apresenta uma concentracdo de
fons Ca®" inferior a 10-8M. Como a concentracéo de EGTA é baixa (0,5 mM), sua
capacidade de tamponamento de fons Ca?* é pequena. Portanto quando a
liberacdo de fons Ca*" pelo RS é efetuada, este fon (por ndo ser tamponado)
ativara o sistema contratil, o qual desenvolvera tensdo. O nivel de tensao
produzida fornecera um indicativo da quantidade de Ca*" liberado do RS.

Em seguida a preparacao é transferida para uma camara contendo Solugéo
E na qual adicionou-se cafeina (30 mM). Dessa forma é possivel avaliar a
producédo de forca decorrente do carregamento do RS em diferentes tempos. Na
sequéncia a preparacao foi transferida para uma camara contendo solucdo R. No
final do experimento realizou-se a ativacdo maxima do sistema contratil com ion
célcio transferindo-se a preparacdo para uma camara contendo solucao A (pCa
4,0). A forca produzida pelas preparacdes quando de sua exposicao a cafeina, foi

normalizada para a forca produzida em pCa 4.

3.6.1 Solucdes

Para se realizar o calculo da composicdo das solucdes foi utilizado um
programa de computador que descreve as mdultiplas constantes de equilibrio de
fons em solucdo usando valores constantes de associacdo previamente
publicados (Godt e Lindley, 1982). As composi¢cées das solucdes séao

apresentadas na Tabela 1.
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Solugéo R Solugéo L Solugcdo E  Solugéo A

Mg** (mmol/L) 1 1 1 0,1
MgATP (mmol/L) 1 1 1 1
NaCP (mmol/L) 15 15 15 15
EGTA (mmol/L) 5 5 0,5 5
BES 50 50 50 50

pCa (-log[Ca*) >8,5 6,4 >8,5 4,0
pH 7 7 7 7

Forga ibnica 200 200 200 200
Temperatura (°C) 22 22 22 22

TABELA 1 - Composicdo das solugbes usadas nos experimentos com fibras
permeabilizadas por saponina. NaCP, Nayphosphocreatine; BES, N,N-Bis (2-
hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid; pCa = -log[Ca®']o; e pH = -log [H"].

As solucdes descritas na tabela 1 tem concentracdes de 0,5 mM e 5 mM de
EGTA (ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N,N-tetraacetic acid) que é
um agente com capacidade de tamponar fons Ca** da solucéo (Godt & Lindley,
1982).

3.7 Analise estatistica

Os dados, foram considerados estatisticamente diferentes quando a
probabilidade de ocorréncia da hipétese nula foi igual ou inferior a 5% (p< 0,05)
Para comparacdo de uma unica condi¢cao experimental em relacdo ao controle, no
mesmo experimento, empregou-se 0 teste t de Student pareado e entre
experimentos diferentes, o ndo-pareado. Para andlise dos contrastes a posteriori

foi utilizado o teste de Tukey. Para andlise dos dados foram utilizados os
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programas Sigma Plot versdo 9.0 e Sigma Stat verséo 2.0 fabricados pela Jandel
Scientific Inc. Os dados obtidos em pelo menos 6 experimentos, estdo expressos

com a média * erro padréo.



50

4 RESULTADOS

4.1 Ecocardiograma

O valor médio de volume diastélico final nos grupos controle e
hipotireoidismo foram, respectivamente de 0,464 + 0,009 e 0,414 + 0,013 ml (p =
0,004).

O débito sistdlico e o débito cardiaco no grupo controle foram,
respectivamente de 0,267 + 0,010 e de 69,347 + 5,836 ml/min. No hipotireoidismo
os valores destas duas variaveis foram, respectivamente de 0,198 + 0,008 ml e
38,535 £ 2,731 ml/min. Comparando-se os valores destas duas variaveis entre 0s
dois grupos, verificou-se que estes diferiram de forma estatisticamente
significante. Como meédia da frequéncia cardiaca dos animais hipotireoideus
(194,7 + 6,7 bpm) foi estatisticamente menor do que a do grupo controle (271,4 +
14,6 bpm), as diferencas nos valores do deébito cardiaco observado entre os
grupos foram por tanto, decorrentes da combinacéo de 2 fatores: um menor débito
sistélico e uma menor frequéncia cardiaca observada nos animais com
hipotireoidismo. Quanto a fracdo de ejecéo, esta foi estatisticamente menor no
grupo hipotireoideu do que no grupo controle (48,27 + 21,601% vs 57,748 =
1,696%).

O grupo hipotireoideu apresentou, de forma estatisticamente significante,
um maior tempo de ejecao (120 £ 4 vs 78 ms * 2) e de relaxamento isovolumétrico
(46 £ 2 vs 26 £ 1 ms) que o grupo controle. Como consequéncia destes dois
fatores, o a variavel A, a qual € a soma do tempo sistolico e do tempo de
relaxamento isovolumétrico estd aumentada, de forma estatisticamente
significante, no grupo hipotireoideu (182 + 6 vs 119 + 1 ms). A média do tempo
diastdlico total do grupo controle e experimental foram, espectivamente de 174 +
7 e 132 + 7 ms (p<0,001). Analisados no conjunto, estes dados demonstram que o

hipotireoidismo promove comprometimento sistdlico e diastdlico.
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No grupo controle a média da onda E foi de 0,756 m/seg + 0,015 e no grupo
experimental de 0,669 m/seg + 0,015, quando comparados apresentaram um valor
de p<0,001, sendo estatisticamente diferentes. A média da onda A no grupo
controle foi de 0,416 m/seg + 0,029 e no grupo hipotireoideu a média foi de 0,294
m/seg + 0,015. Quando comparados apresentaram significancia estatistica com
valor de p<0,001.

A média da &rea diastélica do grupo controle foi de 0,941 cm? + 0,012 e do
grupo hipotireoidismo de 0,866 cm? + 0,017, sendo estatisticamente significativos
guando comparados com valor de p<0,001.

Os valores do indice de Tei no grupo experimental ndo diferiram de forma
estatisticamente significante dos valores obtidos no controle. Da mesma forma
nao houve diferenca entre os grupos dos valores da razdo da onda E e onda A.

Todos os valores estao apresentados na tabela 4.



Controle Hipo
Média Erro Padréo Média Erro Padréo
VS ml 0,1970 0,009 0,2160 * 0,0100
VDF ml 0,4640 0,009 0,4140 * 0,0130
TRIV ms 26,0 1 46,0 * 2
TCIV ms 14,0 1 16,0 2
TE ms 78,0 2 120,0 * 4
ondaE | mi/seg 0,7560 0,0150 0,6690 0,0150
ondaA | miseg 0,4160 0,0290 0,2940 * 0,0150
TDT ms 132,0 7 174,0 * 7
FC bpm 271,4000 14,6840 194,7690 * 6,7870
AD cm? 0,9410 0,0120 0,8660 * 0,0170
AS cm’ 0,5430 0,0140 0,5640 0,0160
FE % 57,7480 1,6960 48,2700 * 1,6010
Tdesac | ms 79,0 3 53,0 1
Var. A ms 119,0 1 182,0 * 6
ca%"l,g’co ~ 0,2250 0,008 0,3110 * 0,0110
DS ml 0,2670 0,0100 0,1980 * 0,008
DC mi/min 69,3470 5,8360 38,5350 * 2,7310
Tei _ 0,5270 0,0270 0,5130 0,0200
E/A _ 1,8100 0,0800 2,3460 0,1260
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TABELA 2 - Valores de performance cardiaca de animais controle e hipotiredideos
VDF=volume diastélico final,
TRIV=tempo de relaxamento isovolumétrico, TCIV=tempo de contragdo isovolumétrica,
TE=tempo de ejecdo, TDT=tempo diastolico total, FC=frequéncia cardiaca, AD=area
diastdlica; AS=area sistolica; FE=fracdo de ejecdo; T desac. onda e=tempo de
desaceleracdo da onda e, Var. A=variavel A (tempo sistélico + TRIV), DS=débito sistolico;
DC=débito cardiaco; Tei=indice de TEIl, E/A=taxa onda E por onda A. * representa
diferenca estatisticamente significativa dos valores do grupo experimental em relagédo ao

obtidos por

grupo controle.

ecocardiografia. VS=volume sistélico,
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FIGURA 17 — Registro original de um experimento tipico de ecocardiografia de rato do
grupo controle.

-
-
.
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B
-

FIGURA 18 — Registro original de um experimento tipico de ecocardiografia de rato com
hipotireoidismo.
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4.2 Eletrocardiograma

A andlise do tracado eletrocardiografico foi realizada nas deriva¢des DI, DII,
DIll, AVR e AVL. Ambos os animais do grupo controle e do grupo experimental
mostraram eixo normal, complexo QRS normal, ndo sendo possivel observar
alteracdes significativas quer na geracdo e/ou conducdo das ondas de
despolarizacdo ou repolarizacdo ventricular, entre os grupos. N&o foram
detectados a presenca de extrasistoles atriais ou ventricular em nenhum animal.
Em todos os animais de ambos o0s grupos, o ritmo foi sinusal. O Unico parametro
eletrocardiografico que se apresentou alterado nos animais com hipotireoidismo foi
o intervalo PR, o qual apresentou aumento no tempo. Como o sgmento PQ né&o
apresentou diferencas em relagdo ao controle, esse aumento é decorrente do
incremento da duracéo da onda P.

Os tracados eletrocardiograficos do grupo controle podem ser observados

na Figura 17 e do grupo hipotireoidismo na Figura 18.
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FIGURA 19 — Reqgistro tipico de um eletrocardiograma de rato (grupo controle).
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FIGURA 20 — Registro tipico de um eletrocardiograma de rato (grupo hipotireoidismo).



Inter PR | Seg PR | Dur QRS | Seg ST | Inter QT EEM

Controle 50,7* 19,7 31,7 10 121,3 54
Erro Padréo [1,06E+00 (1,02E+00 |1,18E+00|0,00E+00|5,48E+00| 13,433

Hipo 54 19,3 34 10 126,3 47
Erro Padréo |1,03E+00( 4,63E-01 | 1,32E+00 | 0,00E+0Q0 | 6,99E+00 | 2,54E+04
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TABELA 3 - Valores de parametros eletrocardiograficos de animais controle e
hipotireoideus. Inter PR= intervalo PR; Seg PR= segmento PR; Dur QRS= duracdo do
complexo QRS; Seg ST= segmento ST; Inter QT= intervalo QT; EEM= eixo elétrico médio.
Os valores estdo expressos em milisegundos; * diferenca estatisticamente significativa
(P<0,05).

4.3 Pressao Arterial

150
p MWW
50
/

FIGURA 21 - Registro original de um experimento tipico de mensuragdo da presséo
arterial de rato.

A curva de calibracdo (conforme demonstrado na figura 21) foi realizada

sempre antes do inicio da mensuragédo da pressao arterial.
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Foi aferida a pressao sistdlica e diastélica em 10 animais do grupo controle
e em 12 do grupo experimental. A média dos valores da presséo sistolica do grupo
hipotireoidismo foi de 105,11 = 4,59 (mmHg) e do grupo controle foi de 118,67 +
4,87 (mmHg). A média da pressao diastolica do grupo hipotireoidismo foi de 91,77
+ 4,95 (mmHg) e do grupo controle de 101,82 + 4,99 (mmHg). Estes dados podem

ser observados na figura 22.

Pressao Arterial
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1 sistolica hipo
EE diastolica hipo

FIGURA 22 - Representacdo grafica dos dados de presséo sistélica e diastolica dos
grupos controle e hipotireoidismo.
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N&o foi encontrada diferenca estatistica significante entre os valores de
pressao sistélica e diastdlica do grupo experimental com os valores do grupo

controle.

4.4 Dosagem Hormonal

Os niveis de T3, T4 e no grupo controle e experimental aproximaram-se dos
valores descritos na literatura (Ojamma et al, 2000)

No grupo experimental, os valores de T3 foram inferiores a 25 ng/dL e de
T4 inferiores a 1 pg/dl em todos os animais. No grupo controle os valores médios
de T3 e T4 foram respectivamente de 33,73 = 3,21 ng/dl e 2,42 + 0,13 pg/dl.

Os dados estdo demonstrados na Tabela 2.

HIPO T3 T4
< 25 ng/dl < lug/di
< 25 ng/dl < lug/di
< 25 ng/dl < lug/di
< 25 ng/dl < lug/di
< 25 ng/dl < lug/di
< 25 ng/dl < lug/di
CONTROLE T3 T4
45, 7 ng/dl 2, 54 pg/dl
44, 6 ng/dl 2, 2 pg/dl
25 ng/dl 3 pg/dl
34 ng/dl 2, 1 pg/dl
42 ng/dl 2, 4 pg/dl
41, 1 ng/dl 2, 32 pg/dl

TABELA 4 — Valores de T3 e T4 nos grupos controle e hipotireoidismo.
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4.5 Forga isométrica

As analises dos resultados das diferentes concentracdes de calcio na
solucdo de Ringer (Curva de Célcio — 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 e 10 mM) sobre a
forca isométrica desenvolvida pelos muasculos papilares nos grupos controle e
experimental, estdo ilustrados graficamente na figura 23. Quando comparados 0s
valores de forca das contracdes isométricas entre os dois grupos, nas respectivas
concentracbes de calcio, ndo houve diferenca estatistica significativa. Os dados

estdo expressos em mN/mm?.

Forga Maxima
60 -

50 -

Force (MN/mm2)

®  Controle
O  Hipotireoidismo

FIGURA 23 - Representacdo grafica da forca méaxima produzida em papilares isolados
nas concentracbes de calcio de 0,5; 1; 2; 3; 5, 10 mm nos grupos controle e
hipotireoidismo.
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4.6 Potenciacfes pOds-pausas

A potenciacdo poés-pausa foi utilizada para avaliar a atividade do reticulo
sarcoplasmético (RS), jA& que o reticulo sarcoplasmatico serve como sistema
regulatério no ciclo da contragdo — relaxamento do musculo pelo controle da
concentracdo intracelular do calcio livre. A recaptacdo de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmético € o principal determinante da velocidade de relaxamento do
miocéardio. Além disso, a quantidade absoluta de Ca** no reticulo sarcoplasmatico
durante a diastole (potencialmente disponivel para liberacdo na excitacédo celular)
é determinante da forga contratil.

Nas Figuras 24 e 25, observam-se exemplos de registros originais das
contracbes poOs-pausas em ratos dos grupos controle e experimental
respectivamente. Como pode ser observado, a for¢ca da primeira contragcdo apos o
periodo de pausa, € maior do que a forca obtida, no estado estacionario, anterior
ao periodo de pausa. Normalizando estes valores para valores percentuais e
comparando-os, nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos. Os dados estao apresentados na forma de gréaficos nas figuras 26 e 27.
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FIGURA 24 — Registro original de um experimento tipico de potenciacbes poés-
pausas de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos (controle).
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FIGURA 25 — Registro original de um experimeto tipico de potencia¢des pds-pausas de 1,
3, 5, 10 e 20 segundos de rato com hipotireoidismo.



63

Potenciacao Pés Pausa - Controle

700 -
600 A
500 -
X 400 A
©
o 1
o 300 -
L.
200 - iy
—5
A
100 +
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
PPP (S)
® 05mM
o 1mM
e ?mM
o 3mM
¢ 5mM
< 10mM

FIGURA 26 - Representagdo grafica dos dados de contragdo isométrica de papilares
obtidos apés pausas de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos do grupo controle.



64

Potenciacao Pés Pausa - Hipotireoidismo
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FIGURA 27 - Representagdo grafica dos dados de contragdo isométrica de papilares
obtidos apds potenciacdes pos-pausas (1, 3, 5, 10 e 20 segundos) - grupo
hipotireoidismo.
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4.7 Velocidades de contracao e de relaxamento (df/dt)

Foram analisadas as velocidades de contracéo e relaxamento em todas as
concentragbes de célcio (0,5; 1; 2; 3; 5; 10 mM) dos grupos controle e
hipotireoidismo. Apenas na concentragdo de 3 mM foi verificada diferenga
estatisticamente significante tanto na velocidade de relaxamento quanto na de
contracdo quando comparado os animais do grupo experimental com o controle.
Na concentracao de calcio de 3 mM obtivemos uma média da +df/dt de 165,4 +
44,7 mN/mm?/s no grupo experimental e de 366,5 + 77,7 mN/mm?/s no grupo
controle. A média da -df/dt do grupo hipotireoidismo foi de 83,4 + 22,2 mN/mm?/s e
do grupo controle de 179,2 + 39,3 mN/mm?s.

Os dados de df/dt estdo representados nas figuras 28 e 29.
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FIGURA 28 - Representacéo gréafica da velocidade de contragdo de musculo papilar dos
grupos controle e hipotireoidismo (+df/dt). *= apresenta diferenca estatistica significativa.
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FIGURA 29 - Representacdo gréfica da velocidade de relaxamento de musculo papilar
dos grupos controle e hipotireoidismo (-df/dt). *= apresenta diferenca estatistica
significativa.
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4.8 Tempo necessério para producado de 50% da forca méxima e para 50% do

relaxamento

O tempo para producdo de 50% da forca maxima, e para atingir 50% do
relaxamento muscular foi mensurado em preparagdes mantidas em Ringer
contendo a concentracdo de calcio extracelular de 2 mM. Os dados (em
segundos) do grupo controle e experimental encontram-se na tabela abaixo.

CONTROLE Tso ((:;)rr;t,\r/la)\géo Tso re(?rﬁiﬂr?ento
Média 0,0533 0,1822

Erro Padréo 4,7140e-3 0,0178
HIPO Tso c(:grr;t,\r/le)lgéo Tso r(-:&léar);i/lr?ento
Média 0,0580 0,2020

Erro Padréo 3,5901e-3 0,0101

TABELA 5 — Valores da média do tso dos grupos controle e hipotireoidismo (segundos).



FIGURA 30 -
hipotireoidismo.
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4.9 Avaliacdo da contribuicdo do Trocador Na'/Ca** no tempo de

Relaxamento de musculos papilares quiescentes

A avaliacdo da contribuicdo do NCX no relaxamento de preparagbes de
musculo papilar isolado esta demonstrada na figura 35. Como pode ser
observado, o tempo de relaxamento muscular é aumentado, porém nao sendo
estatisticamente significativa, nos animais hipotireoideus, quando se mantém as
preparacdes em solucdo na qual se removeu o Na* e o Ca®** (figura 34). Em
Ringer normal, verificamos que o tempo necessario para obtencdo de 50 % de
relaxamento no grupo hipotireoideu € idéntico ao do grupo controle enquanto que
para 100 % de relaxamento, o grupo hipotireoideu apresentou valor menor do que
0 grupo experimental, ndo havendo, entretanto diferenca estatistica entre os
mesmos (figura 33). O relaxamento obtido em Ringer normal ocorre como
consequéncia da recaptacao sarcoplasmatica do ion calcio realizado pela SERCA
e da remocéao deste ion pelo NCX. Ja o relaxamento muscular obtido quando as
preparacdes sdao mantidas em solucdo nao contendo Na+ e Ca2+, o relaxamento
€ devido, primariamente pela SERCA. Assim, por subtracdo dos tempos de
relaxamento obtidos em solucéo zero Na + zero Ca 2+ aos obtidos em Ringer
normal, podemos estimar a contribuicdo do NCX. Os dados da contribuicdo do
NCX para o relaxamento muscular estdo demonstrado na figura 35. Verificamos
por tanto, que no hipotireoidismo o NCX desempenha um papel preponderante
para o relaxamento de masculos papilares isolados.

Nas figuras 31 e 32 estdo representados o0s registros dos

experimentos para analise da participacdo do NCX.
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FIGURA 31 — Exemplo de um registro de relaxamento de musculos papilares do grupo
controle utilizando soluc¢des de ringer normal (rn) e ringer zero sodio e zero célcio (Ona
Oca) apds contracao induzida por cafeina.



72

ONaOCa

] ..

ONaOCa 0 Na O’Ca
+ Cafeina oNaoca Cafeina
ONaO0Ca

FIGURA 32 — Registro original de um experimento tipico do protocolo de avaliacdo da
contribuicdo do trocador NCX e da SERCA no relaxamento de musculo papilar isolado de
rato hipotireoideu.
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FIGURA 33 — Representagéo grafica do tempo necessario para obtencdo de 50 e 100 %
de relaxamento de papilares isolados em Ringer normal.
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FIGURA 34 - Representagéo grafica do tempo necessario para obtengdo de 50 e 100 %
de relaxamento de papilares isolados.
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FIGURA 35 — Representacéo grafica dos resultados da contribuicdo do ncx para obtencao
de 50 e 100 % de relaxamento de papilares isolados de rato. *=Diferenca estatisticamente
significante do tempo para obtencdo de 100 % de relaxamento do grupo experimental em relagao
ao controle.
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4.10 Trabéculas de Papilares Permeabilizados com o uso de saponina

Em trabéculas de papilares permeabilizados com o uso de saponina foi
avaliado a capacidade de carregamento do reticulo sarcoplasméatico com ions
calcio em 5, 30, 60 e 120 segundos. ApOs estes intervalos de tempo promoveu-se
a liberacdo de ions calcio utilizando-se a cafeina. A forca de contracdo muscular
serviu de parametro para se estimar a quantidade de calcio liberada. Os dados
foram normalizados e expressos em valores percentuais da maxima forca
produzida a partir da ativacdo do sistema contratil obtida com solugdo contendo
pCa 4,0. Os resultados estdo demonstrados graficamente na figura 36. A
producdo de forca foi estatisticamente menor no grupo de animais com
hipotireoidismo nos tempos de carregamento com ions célcio de 5, 30 e 60
segundos. No tempo de carregamento de 120 segundos ndo foi detectada

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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FIGURA 36 - Producdo de forca induzida pela liberacdo de ions calcio apds

carregamento do RS em tempos de 5, 30, 60 e 120 segundos. *= apresenta diferenca
estatistica significativa.
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5 DISCUSSAO

A funcao primaria do coracdo é garantir o débito adequado de sangue para
atender, de forma global, as demandas metabdlicas de todos os 6érgaos e
sistemas. Existem trés principais mecanismos envolvidos na regulacdo do débito
cardiaco: 0 mecanismo que ajusta de momento a momento o débito cardiaco,
representado pela regulacdo heterométrica (lei de Frank Starling); o mecanismo
de regulacdo homeométrica (contratilidade miocardica) que opera gracas as
flutuagBes nos niveis intracelulares de célcio, e ocorre a cada ciclo cardiaco; e a
sensibilizacdo do sistema de regulagcdo do complexo troponina tropomiosina,
presente nos filamentos finos (Cingolani e Houssay, 2004; Mohrman e Heller,
2007).

O mecanismo de regulacdo heterométrico € dependente do volume
diastdlico final e, portanto, depende do retorno venoso e do volume de liquido no
compartimento intravascular. Assim, qualquer fator que o altere, como, por
exemplo, a resisténcia vascular periférica total, o volume circulante e a
complacéncia do leito venoso poderdo levar a alteracdes no débito cardiaco
(Cingolani e Houssay, 2004; Mohrman e Heller, 2007).

O mecanismo homeométrico de regulacédo do débito cardiaco opera sempre
gque fatores neuro-humorais, como niveis circulantes de catecolaminas,
angiotensina, tdnus simpatico, dentre outros, venham a modificar a condutancia
dos canais de célcio presentes no sarcolema, dos trocadores de Na‘/Ca?', da
bomba de célcio, da atividade da SERCA e da sensibilidade do sistema contratil
ao célcio (Cingolani e Houssay, 2004; Mohrman e Heller, 2007).

Além destes trés mecanismos de regulacao do débito cardiaco, a regulacéo
da frequéncia cardiaca, possibilita que o débito cardiaco seja ajustado as
diferentes condi¢des de vida do individuo (Cingolani e Houssay, 2004; Mohrman e
Heller, 2007).

Estes mecanismos isoladamente ou em conjunto operam para que a bomba

cardiaca gere forca (presséo) suficiente para garantir que a resisténcia oferecida
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ao deslocamento do sangue seja vencida. Portanto, estes mecanismos devem ser
suficientemente eficientes a permitir que se estabeleca um gradiente de pressao
artério-venosa que venca os fatores de resisténcia dados pelas propriedades
intrinsecas do sangue (viscosidade) e geométricas (comprimento e raio) dos vasos
sanguineos.

Dentre as alteragbes cardiovasculares provocadas pelo hipotireoidismo
estdo descritas reducdo do débito cardiaco, tanto por reducéo da freqiiéncia como
por reducdo do débito sistélico. Estas duas varidveis quando reduzidas, tendem a
provocar uma reducdo da pressdo arterial. Neste estudo, bem como outros
descritos na literatura, verificou-se que a pressao arterial (sistélica e diastdlica)
nao diferiu do grupo eutireoideu. Assim existem duas possibilidades para a
manutencdo dos niveis pressoricos nos animais hipotireoideus: incremento no
volume circulante e/ou aumento da resisténcia periférica total.

Na vasculatura o hormonio da tiredide promove diminuicdo da resisténcia
vascular periférica através de efeito direto nas células musculares lisas. O efeito
mediado pelo T3 nas células musculares lisas dos vasos se da de forma genémica
e ndo gendmica. A acdo ndo gendémica se da atraves de efeitos nos canais iGnicos
e na sintese de oxido nitrico, promovendo diminuicdo da RVP. Aumento da
sintese de NO endotelial, resulta em parte do efeito do T3 na via da proteina
quinase Akt. Esta por sua vez tem como alvo a oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS). O NO sintetizado nas células endoteliais atua de forma paracrina, nas
células musculares lisas adjacentes facilitando o relaxamento vascular (Kuzman et
al., 2005; Hiroi et al., 2006). Isso nos leva a crer que os efeitos hemodinamicos do
horménio da tiredide tem grande atribuicdo a ativacao da eNOS.

Como citado por Imai et al. (1995) no hipotireoidismo a complacéncia
arterial esta reduzida, e segundo Taddei et al. (2003) disfuncdo endotelial e o
relaxamento prejudicado das células musculares lisas dos vasos, contribuem para
aumento da RVP. Esses efeitos levam a uma hipertenséo diastélica em 30% dos
pacientes e o tratamento com horménio da tiredide restaura o relaxamento

endotelial e os niveis normais de presséao arterial (Taddei et al., 2003).
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O peptideo natriurético atrial regula o balanco de sédio e de agua, e
desempenha importante papel na regulagéo da pressédo arterial. A expressao do
ANP é regulada pelo hormbnio da tiredide, pelas mudancgas na pressao sanguinea
e estados patologicos que afetam a funcdo cardiaca (Lewicki e Protter, 1995).
Esta pode ser outra substéncia responsavel pelas alteracdes de pressao no
hipotireoidismo.

Neste estudo observamos que animais com hipotireoidismo apresentaram
de forma estatisticamente significante, reducao da frequéncia cardiaca. Este dado
esta de acordo com outro trabalho realizado em nosso laboratério (Thomal, 2007).
Existem pelo menos duas possibilidades pelas quais a frequéncia cardiaca pode
ser alterada: modificacdo direta das propriedades elétricas das células de
automaticidade intrinseca (nodo sinusal), ou alteracbes nos niveis de fatores
neuro-humorais que modulam a atividade deste marca-passo primario, como, por
exemplo, catecolaminas circulantes, tdnus simpatico, dentre outros (Biondi et al
2002). Apesar de o efeito cronotropico positivo exercido pelo T3 estar bem
caracterizado, as bases moleculares de suas acdes nao tem sido investigado em
detalhes.

As alteracdes da automaticidade intrinseca devem-se a aos efeitos do TH
nos canais de membrana. Alteracdes especificas na expressdo ou na funcéo de
canais ionicos devido ao hipotireoidismo tém sido identificadas. Em ratos com
hipotireoidismo o RNA menssageiro que codifica para os canais Ky 1.5, Ky 4.2 e
Ky 4.3 esta diminuido. A corrente |, ocorre primariamente devido a esses canais
em ratos adultos, e no hipoteireoidismo a I, estd diminuida. Recentemente, dois
genes que codificam para a corrente hiperpolarizante I;, a qual contribui para a
atividade de marca passo tem sido clonada. Eles foram denominados HCN2 e
HCN4. HCN2 produz canais responsaveis pelo componente rapido da corrente Iy,
e 0 HCN4 codifica para canais responsaveis pelo componente lento. No
hipotireoidismo a expressao desses genes esta diminuida (Gloss et al., 2001).
Contudo a andlise dos dados de eletrocardiografia ndo demonstrou alteracdes
elétricas importantes no grupo experimental ou no grupo controle. Como nao

ocorreram alteracbes eletrocardiograficas detectaveis, modificagbes da
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performance cardiaca observada no hipotireoidismo ndo pode ser atribuidas a
distarbios quer na geracao ou conducdo da onda de despolariza¢do ventricular.

A reducdo da FC combinada com a redugdo do DS observadas neste
trabalho sé@o responsaveis pela reducdo do DC. Os mecanismos envolvidos na
reducdo do débito sistdlico sdo complexos, mas basicamente dependem de duas
outras variaveis: volume diastolico final e o volume sistélico de reserva. Mediante
ecocardiografia, observamos que animais com hipotireoidismo apresentaram
reducdo do volume diastdlico final. Esta reducdo pode ser ocasionada por uma
menor complacéncia ventricular o que caracterizaria um dos parametros de
disfuncao diastdlica, ou de reducdo do enchimento ventricular provocado por
reducédo do retorno venoso.

As alteracbes decorrentes do mecanismo de regulacdo heterométrica
devem-se também ao aumento da rigidez do coracao devido ao possivel aumento
de colageno. Segundo Matsubara et al. (2000), o aumento de colageno no
miocéardio tem influéncia significativa na rigidez do coracdo e no funcionamento da
camara ventricular esquerda. Estes autores realizaram estudo com ratos, onde
encontraram que o aumento da concentracdo de colageno provoca disfuncéo
diastdlica, mas néo apresenta efeitos na funcéo sistolica. Outros autores relatam
gue o aumento de colageno pode levar a uma disfuncao diastdlica ou faléncia
cardiaca e este aumento pode ser decorrente da substituicdo das fibras
musculares que sofreram apoptose ou morte celular, por fibras colagenas (Jin et
al., 2000).

Um mecanismo pelo qual pode ocorrer morte celular no tecido cardiaco do
hipotiredideo € a diminui¢cdo da producao de eritropoietina (EPO). A eritropoietina
€ o regulador primario da eritropoiese, e promove proliferacédo e diferenciacdo de
eritroides progenitores. Esta se liga a um receptor de membrana (EPO-R)
ativando diversas vias de sinalizacdo, como da MAPK e da PI3K/Akt. A ativacdo
da via PI3K/Akt promove ativacdo da maquinaria genbmica aumentando a
expressao das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-XL (van der et al., 2004).

A via PI3K/Akt tem um papel importante na regulacdo do crescimento

celular, metabolismo e sobrevivéncia. A Akt bloqueia a apoptose, apds ser
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fosforilada nos residuos serina-treonina e ativada, esta por sua vez fosforila e inibe
a GSK-3 que leva inativacado da BAD da familia da Bcl-2, inibindo a morte celular
pela via da enzima caspase-9 (Pantos et al., 2007).

A eritropoietina € produzida nos rins. Sua producao é induzida por hipoxia,
e sua expressao € regulada pelo fator induzido por hipoxia (HIF-1) (Cao, Kambe e
Seo, 2006). Recentemente a acdo do TH tem sido relatada diretamente com o
aumento da transcricdo do fator induzido por hipoxia HIF-1a (Hiroi et al., 2006).
Portanto acredita-se que no hipotireoidismo h&4 uma diminuicdo do HIF-1, levando
h& aumento da atividade apoptoética das células cardiacas

Neste trabalho, o volume sistélico também designado como volume sistélico
de reserva, esta significativamente aumentado no grupo experimental. Isto
significa que durante a sistole ventricular uma menor quantidade de sangue é
bombeada para a circulacédo sistémica. Conforme discutido acima, 0os animais com
hipotireoidismo também apresentaram um volume diastdlico final menor. A
combinacao destes dois fatores provavelmente promoveu uma reducéo da fracéao
de ejecdo. Resultados semelhantes tém sido bem descritos na literatura (Kahaly et
al., 1995; Vitale et al., 2002). Esta menor fracdo de ejecdo demonstra que 0s
animais com hipotireoidismo apresentam também uma disfuncéo sistolica. Esta
disfuncdo € multifacetada podendo envolver alteracbes no processo de
acoplamento excitacdo contracdo ou da sensibilidade do sistema contratil ao ion
célcio. Os dados de ecocardiografia reforcam estas hipoteses haja vista que o
grupo experimental apresentou um aumento do tempo de ejecdo, tempo de
relaxamento isovolumétrico e tempo diastélico total. Contudo o indice de Tei,
utilizado para detectar disfuncfes sistdlicas e diastolicas, ndo foi estatisticamente
significativo, o que esta de acordo com outros autores (Ohga et al., 2002; Tang et
al., 2005). A auséncia de diferenca estatisticamente significante no indice de Tei
entre 0s grupos experimental e controle foi decorrente do aumento proporcional
tanto no tempo de ejecdo quanto no tempo de relaxamento isovolumétrico
observado no grupo experimental.

No grupo hipotireoideu, a diminuicdo estatisticamente significativa dos

valores das velocidades de contracdo e de relaxamento (df/dt) de papilares
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isolados eletricamente estimulados foram obtidas somente na solugao contendo 3
mM de célcio. Contudo, em todas as outras concentracdes extracelulares de calcio
empregadas, os valores destas variaveis estiveram abaixo dos valores do grupo
controle. De forma semelhante ndo foi encontrada diferenca estatistica no tempo
gue ambos os grupos levavam para atingir 50% do relaxamento. Supostamente o
aumento do tempo de ejecdo deveria coincidir com 0 aumento no tempo
necessario para obtencdo de 50 % da forca de papilares isolados e diminuicdo da
dF/dt. Da mesma forma o aumento no TRIV deveria ser acompanhado por
aumento no tempo de relaxamento e diminuicdo da -dF/dT. A correlacédo destes
dados é complexa. Por exemplo, a freqiéncia de estimulacdo utilizada em
preparacdes isoladas é baixa, comparada com a frequéncia cardiaca. Tem sido
demonstrado que o aumento na freqiéncia de estimulacdo de coracdes isolados
reduz tanto a +dP/dT quanto a -dP/dT (Pazos-Moura 2000) e esta reducdo poderia
ser maior nos animais com hipotireoidismo ja que nesta enfermidade ocorre uma
menor expressao dos RyR e SERCA 2 (Arai et al, 1991; Bluhm et al., 1999; Ohga,
2002).

Em frequéncias cardiacas mais elevadas ocorrem também alteracdes
hemodinamicas, com aumento da pressao diastolica final podendo assim alterar a
contratilidade ventricular (Pazos-Moura, 2000; Biondi et al, 2002). Também tem
sido relatado que o hipotireoidismo altera a estrutura e o funcionamento da
circulacao coronariana ocasionando reduc¢éo do fluxo sanguineo coronariano tanto
em condicbes basais como em resposta a infusdo de adenosina (Tang et al,
2005), ao aumento na concentracao extracelular de calcio, a metoxamina e ao Bay
K 8644 (Zwaveling et al, 1996). Tang e colaboradores (2005) demonstraram
também que animais com hipotireoidismo apresentaram diminuicdo da densidade
de arteriolas coronarianas. Além destas alteracdes observadas in vivo e em
preparacdes de coracdo isolado existe a possibilidade de que fatores
neurohumorais possam também contribuir ndo s6 para as alteracdes no tempo de
ejecao e de contracdo isovolumétrica, mas de outras variaveis cardiovasculares,
como frequéncia cardiaca e pressao arterial, observados no nosso estudo. No

hipotireoidismo, estudos demonstram que atividade simpatica pode estar
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aumentada (Foley, 2001; Nielsen, 1987, Manhem, 1984). Esta atividade
aumentada seria fisiologicamente, um mecanismo de compensagdo a qual
minimizaria as alteragdes cardiovasculares observadas no hipotireoidismo.

Outro fator que poderia contribuir para as diferencas dos dados de
ecocardiografia e em preparacdes de musculo papilar isolado seria as decorrentes
do regime anestésico empregado (Schaefer et al, 2005). As diferencas dos dados
de ecocardiografia entre o grupo hipotireoideu e controle somente poderiam ser
explicadas se o anestésico empregado viessem a exacerbar as disfuncbes
sistdlica e diastélica observadas no hipotireoidismo e/ou melhorar a performance
cardiaca de animais do grupo controle. Contudo, o exame ecocardiografico de
ratos e camundongos sO pode ser realizado com animais anestesiados,
impossibilitando portanto a comparacao da influéncia do regime de anestesia
nestes parametros cardiovasculares. Além disso, em preparacdes isoladas as
velocidades de contracéo e relaxamento sao calculadas em funcédo do tempo e da
forca produzida o que néo foi realizado na avaliacdo ecocardiografica.

Em preparacdes isoladas e também em estudos in vivo alteracdo no
processo de acoplamento excitagdo contracdo observado no hipotireoidismo,
envolve provavelmente o decréscimo da expressdo da SERCA2 (Bluhm et al.,
1999; Ohga, 2002), aumento nos niveis de fosfolambano (Ojamaa, Kenessey e
Klein, 2000), decréscimo da corrente lenta de calcio (Binah, Rubinstein e Gilat,
1987) e reducdo da expressdo de mRNA que codifica para RyR (Arai et al, 1991).
No nosso estudo o aumento do tempo de ejecdo e do TRIV observado nos ratos
hipotireoideus, pode ser explicada pela reducdo da velocidade de captacdo do
célcio pelo reticulo, a qual pode ocorrer em consequéncia da reducéo dos niveis
de SERCA2 e no aumento dos niveis de fosfolambano, o que caracteriza déficit do
mecanismo homeométrico de regulacdo do deébito cardiaco (Holt et al., 1999;
Ojamaa, Kenessey e Klein, 2000). Segundo Carr e Kranias (2002) e Klein e
Ojamaa (2001), a quantidade expressa das proteinas fosfolambano esta
aumentada e de SERCA2 esta diminuida no hipotireoidismo o que corrobora
nossos dados de fibras permeabilizadas com o uso de saponina. Além das

alteracdes no processo de acoplamento excitacdo contracdo observadas no
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hipotireoidismo, existe a possibilidade de que as alteragcdes de contratilidade
possam ocorrer por alteracao das proteinas contrateis.

O horménio tireoidiano regula negativamente a transcricdo da B-MHC e
positivamente da a-MHC (Machackova et al., 2005). A a-MHC tem alta atividade
atpasica e aumenta a contracdo, melhorando a atividade cardiaca e volume
sistdlico; a B-MHC por sua vez tem baixa atividade atpasica diminuindo velocidade
de encurtamento. 80 a 90% da miosina em adultos séo da isoforma o, mas com o
envelhecimento e similarmente no hipotireoidismo ha uma transcricdo da B-MHC
mais elevada (Jin et al., 2000; lemitsu et al., 2003). Essa transcri¢cao elevada de (-
MHC pode explicar as alteracdes de df/dt.

Alteracdo das proteinas contrateis devido ao hipotireoidismo também pode
desencadear déficit na contratilidade miocardica e consequente diminuigédo da FE,
0 que foi observado neste estudo. A reducdo desse parametro também se deve
ao fato de que o hormonio da tireGide promove efeito positivo na velocidade, na
forca de contracéo sistolica, e no tempo de relaxamento no coracdo (Grossmann
et al., 1994; Kahaly et al., 1995; Klein e Ojamaa, 2001; Klein e Danzi, 2007).

Apesar de nao estar completamente elucidada, acredita-se que a
potenciacdo poés-pausa seja consequéncia da quantidade de calcio bombeada
pela SERCAZ2 para dentro do reticulo, durante o periodo em que a preparacéo é
mantida quiescente. Espera-se que no grupo experimental, jA que a expressao da
SERCA encontra-se diminuida, uma reducéo das PPP o que né&o foi observado
neste estudo. Também néo o foi, no estudo realizado por Thomal (2007), onde os
periodos de pausas usadas foram de 15, 45 e 60 segundos. Neste estudo
utilizamos pausas de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos, confirmando que em ratos, longos
periodos de pausas nao interferem na potenciacdo pds pausa (Bassani et al
2004).

A auséncia de alteracdo das PPP do grupo experimental comparado com o
grupo controle pode ser explicada pelo aumento da expressdo do trocador sédio
célcio nos animais com hipotireoidismo. Dessa forma uma maior quantidade de
ions calcio, a cada ciclo cardiaco, € transportada para fora das células, mantendo

uma concentragdo citosolica deste ion suficiente para produzir uma potenciacao
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pos-pausa semelhante a dos eutiredideos. Porém alguns autores relatam que a
expressdo desse trocador estd diminuida no hipotireoidismo (Hojo et al., 1997;
Boerth e Artman, 1995; Seppet et al., 1993). Nossos resultados sugerem, por
outro lado que a expressao do trocador estd aumentada no hipotireoidismo.
Aumento na expressédo do NCX tem sido descrito na literatura (Machackova et al.,
2005). O tempo necesséario para obtencdo do relaxamento total (100 % de
relaxamento) de papilares isolados de animais com hipotireoidismo obtida em
solucdo de Ringer normal, apesar de ser menor, ndo diferiu do valor do grupo
controle. Em preparacdes mantidas em Ringer ONa-0Ca este parametro foi maior,
mas ndo estatisticamente diferente, dos valores controle. Em Ringer normal, o
relaxamento muscular € consequéncia da reducdo da concentracédo intracelular de
ions calcio, a qual depende basicamente da recaptacéo de calcio para o interior do
reticulo sarcoplasmatico realizado pela SERCA e do efluxo desse ion pelo
trocador sodio célcio (Meyer et al, 1999; Brenner e Yu, 1993; Sham et al., 1992).
Em Ringer normal, estdo atuantes a SERCA e o NCX. Em Ringuer ONa-0Ca o
trocador NCX encontra-se bloqueado. Assim, subtraindo-se os valores de tempo
para o relaxamento muscular obtidos nesta solucéo dos valores obtidos quando do
bloqueio do trocador, obtém-se a contribuicdo do trocador para o relaxamento
muscular em condi¢cdes fisiolégicas Este valor foi menor e estatisticamente
significante nos animais com hipotireoidismo. Assim é provavel, que no
hipotireoidismo a expressao do trocador sédio-célcio esteja aumentada ja que
varios trabalhos demonstram que os niveis de SERCA encontram-se reduzido
(Gick et al., 1990; Ojamaa et al., 1999). Os dados obtidos nesse trabalho
reforcam esta hipétese, pois o tempo de relaxamento de papilares de animais com
hipotireoidismo encontra-se, em todas as preparacdes mensuradas quando o
trocador sadio calcio foi bloqueado pela remoc¢éo do sodio e célcio do extracelular,
acima dos valores encontrados nos animais controle. Estes dados sugerem que
as alteracOes diastolicas observadas no hipotireoidismo poderiam ser ainda mais
severas e representam um mecanismo importantissimo para minimizar as

alteracdes cardiovasculares observadas nessa enfermidade.
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Em papilares permeabilizados com o uso de saponina observamos
diferengas na producao de forga apds o carregamento do reticulo sarcoplasmatico
com ions calcio. Os tempos de carregamento utilizados foram de 5, 30, 60 e 120
segundos. Nestes experimentos foi utilizada como indice da quantidade de calcio
armazenada, a contracdo muscular produzida pela liberacdo de célcio dessa
organela a qual foi induzida pela cafeina. Encontramos diferengas na producao de
forca do grupo hipotireocideu em relagdo ao controle nos tempos de 5, 30 e 60
segundos, sugerindo que o hipotireoideu apresenta diminuicdo na capacidade de
recaptacdo de calcio pelo reticulo. Essa diminuicdo pode ser explicada pela
diminuicdo da expressdo da SERCA2 decorrente do hipotireoidismo conforme
demonstrado por Klein e Ojamaa (2001) e Carr e Kranias (2002). Por outro lado a
capacidade de armazenamento de ions calcio pelo reticulo € finita, e a auséncia
de diferenca aos 120 segundos sugere que, neste intervalo de tempo, a
capacidade maxima de armazenamento tenha sido alcangada.

Este estudo demonstra que o modelo de hipotireoidismo em ratos, aliado as
técnicas de ecocardiografia e de tecidos isolados pode ser muito til para o

entendimento da fisiopatologia a curto e longo prazo desta disfuncéao tireoidiana.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo demonstram que além do cronotropismo
negativo, o hipotireoidismo induzido por metimazol em ratos, induz disfungées
sistllicas e diastdlicas. Os resultados dessa pesquisa sugerem, portanto, que as
disfungBes sistolicas e diastolicas observadas no hipotideoidismo sé&o
provavelmente, resultado de uma diminuicdo da expressdo da SERCA2 e estas
disfuncbes sdo minimizadas pela contribuicdo maior do NCX para o relaxamento

do musculo ventricular.
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