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RESUMO

Os hormonios tireoidianos (HT) exercem profundos efeitos no sistema
cardiovascular. No musculo cardiaco os HT influenciam os mecanismos
envolvidos na homeostasia do ion célcio. Estas alteracdes podem ocasionar
disfungbes sistolicas e diastolicas. Neste estudo avaliamos em condi¢des
isométricas a contratilidade de musculos papilares isolados (MPI) quiescentes
ou estimulados eletricamente; a sensibilidade dos receptores da rianodina (RyR)
a cafeina e contribuicdo do trocador sédio-calcio (NCX) na velocidade de
relaxamento de preparacdes previamente contraidas com cafeina (30 mM).
Foram empregados 56 ratos wistar os quais foram divididos em 2 grupos.
Induziu-se hipertireoidismo com inje¢des i.p. diarias de T3 (150 ug/kg) durante
10 dias e o grupo controle (GC) recebeu injecdes i.p. do veiculo. Em MPI
estimulados eletricamente avaliamos, respectivamente a velocidade maxima de
contracdo e de relaxamento (+dF/dT e —dF/dT) na presenca e auséncia de
cafeina. Em preparacfes quiescentes previamente contraidas com cafeina (30
mM), a velocidade de relaxamento foi mensurada na presenca de bloqueadores
da SERCAZ2 (tapsigardina ou &cido ciclopiazdnico) e, estando ou ndo bloqueado
o NCX. O bloqueio do NCX foi realizado omitindo-se os ions sédio e célcio da
solucéo de Ringer. O hipertireoidismo induziu hipertrofia cardiaca, verificada por
aumento do peso do coracdo e pela relacdo peso do coragao/peso corporeo,
mas nado modificou de forma estatisticamente significante os parametros de
+dF/dT, -dF/dT ou a sensibilidade dos RyR a cafeina. Em MPI quiescentes o
hipertireoidismo nédo alterou a velocidade de relaxamento da fase rapida mas
aumentou a velocidade de relaxamento da fase lenta. Estes dados sugerem que
0 hipertireoidismo agudo induziu aumento na expressdo e/ou aumento da
atividade do NCX.



ABSTRACT

Thyroid hormones (TH) have profound effects on the cardiovascular system. In
cardiac muscle HT modify the mechanisms involved in the calcium ion
homeostasis. These changes can cause systolic and diastolic dysfunction. This
study we evaluate the contractility of quiescent or electrically stimulated isolated
papillary muscles (IPM); the sensitivity of ryanodine receptors (RyR) to caffeine
and the contribution of sodium-calcium exchanger (NCX) for speed of relaxation
in preparations previously contracted with caffeine (30 mM). Wistar rats (n = 56)
were divided into 2 groups. In one group, hyperthyroidism was induced with i.p.
injections of T3 daily (150 ug/kg) for 10 days. The control group received i.p.
injections of the vehicle. In IPM electrically stimulated the twitch force, maximum
speed of contraction (+dF/dT) and relaxation (-dF/dT) in the presence and
absence of caffeine were evaluated. In quiescent preparations previously
contracted with caffeine (30 mM), the relaxation rate was measured in the
presence of SERCA2 blockers (thapsigargin or Cyclopiazonic acid), with or
without NCX blocked. The block of NCX was done by omitting the sodium and
calcium ions of the Ringer solution. We found that hyperthyroidism induced
cardiac hypertrophy, with no alterations in the +dF/dT, -dF/dT or the sensitivity of
RyR to caffeine. In quiescent IPM, hyperthyroidism did not alter the relaxation
rate of the fast phase but increased relaxation velocity of the slow phase. These
data suggest that hyperthyroidism leads to an increase in expression and/or

increase the activity of NCX.
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1. INTRODUCAO

1.1 GLANDULA TIREOIDE

Os HT, sédo produzidos, armazenados e secretados pela glandula
tireoide. Reconhecida como a maior glandula endocrina e a primeira a ser
descoberta, a tireoide é uma glandula alveolar (acinar) (MOLINA, 2014), que
localiza-se na parte anteroinferior do pescoco, logo abaixo do pomo de Adao, e
divide-se em duas metades, uma de cada lado da traqueia (BERNE, 2004 e;

KRONENBERG et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1: Localizacdo da glandula tireoide

' r U 1 ,
Fonte: adaptado de Mayo Foundation for Medical Education
and Research.

A glandula é vastamente vascularizada pelos capilares provenientes
das artérias tiredideas superior e inferior, sendo que o horménio estimulante da
tireoide (TSH), proveniente da hipofise-anterior, alcanca suas células-alvo via
sistema circulatorio, além da tireoide também receber inervacdo do sistema

nervoso autbnomo (KRONENBERG et al., 2008).
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1.1.1 Células da Glandula Tireoide

A glandula tireoide é composta por dois tipos de células endécrinas
distintas. As células parafoliculares, mais conhecidas como células C, que
secretam o horménio calcitonina, que regula o metabolismo do ion célcio (Ca?*)
e as ceélulas foliculares, revestidas por células epiteliais que produzem
tireoglobulinas (glicoproteina essencial para sintese dos HT) e secretam o0s
horménios da tireoide (KRONENBERG et al., 2008).

O foliculo tireoidiano € a unidade funcional secretora dessa glandula
e consiste em uma cavidade central preenchida com coloide, envolvido por
células epiteliais da tireoide (figura 2A e 2B) (MOLINA, 2014). O coloide é uma
substancia aquosa gelatinosa de glicoproteinas, que armazena quantidades de
HT suficientes para suprir as necessidades por até trés meses e contém a

proteina tireoglobulina (Tg) (SILVERTHORN, 2010).
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Figura 2: Secc¢édo da glandula tireoide.

Cépsula de tecido conectivo

Fontes: Fig. 2A www.ccs.ufpb.br.png: Imagem de um corte histoldgico real
de tecido glandular enddcrino vesicular tireoidiano; Fig. 2B: Representacao
ilustrativa das células enddcrinas tireoidianas (Silverthorn, 2010).

As células epiteliais da tireoide sdo polarizadas, fator este que é
favorecido pela organizacdo intracelular de organelas e demais proteinas. A
posi¢cdo em que o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico rugoso ocupam
na célula, contribui para a sintese das proteinas que auxiliam na producgéo de

horménios tireoidianos, sendo direcionadas para a membrana apical. Por outro


http://www.ccs.ufpb.br.png/
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lado, proteinas como o receptor de TSH e o simportador de sédio-iodeto, séo
expressos na face basolateral, sendo as duas faces morfologicamente
diferenciadas. Desta forma, as diferentes faces da célula epitelial tireoidiana
desempenham func¢des especificas quanto a sintese e liberacdo dos hormonios

da tireoide (MOLINA, 2014).

1.1.2 Liberacdo de TRH e TSH pelo Eixo Hipotalamo-Hipofiséario

O TSH é um horménio glicoproteico produzido pela hipéfise anterior
(ou adeno-hipéfise) que esta sob influéncia do horménio liberador de tireotrofina
(TRH). O TRH é um tripeptideo (piroglutamil-histidil-prolinamida) hipofisiotréfico
(regula a sintese e liberacdo dos hormbénios da adeno-hipdéfise) produzido no
nGcleo paraventricular no hipotalamo pelos neurdnios parvicelulares. E liberado
na eminéncia mediana pelas terminacées nervosas desses neurdnios, sendo
transportado até a hipofise anterior através do sistema porta hipotalalamo-
hipofisario (KRONENBERG et al., 2008 e; MOLINA, 2014).

Na hipdéfise anterior, 0 TRH liga-se a receptores de alta afinidade e
especificidade acoplados a proteina G nas células tireotroficas, ativando a
proteina Gq que, por sua vez, ativa a fosfolipase C. Desta maneira, ocorre a
hidrélise do fosfatidilinositol (PIP2), do diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina
quinase C (PKC) e do trifosfato de inositol (IP3). Este Ultimo, por sua vez, estimula
a liberacdo de Ca?" do reticulo endoplasmatico, aumentando assim, a
concentracdo intracelular de Ca?* ([Ca?']) e liberando TSH na circulacédo

sistémica por exocitose (MOLINA, 2014).
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Sob agédo do TSH, a tireoide produz dois hormdnios, 0s quais sao
derivados de duas moléculas de tirosina, somado ao ion de iodo (I*) que é

armazenado na tireoide (SILVERTHORN, 2010).

1.1.3 Sintese e Liberacdo dos Hormonios Tireoidianos

O TSH alcanca suas células-alvo na glandula tireoide e liga-se ao
receptor de TSH, o qual esta acoplado a uma proteina G presente ha membrana
basolateral das células epiteliais que envolvem os foliculos (VARGAS-
URICOECHEA et al., 2014). A superficie da membrana basolateral da célula esta
voltada para o intersticio, ficando assim exposta a corrente sanguinea.

A ligacdo do TSH ao seu receptor desencadeia um processo de
sinalizagdo intracelular. A proteina transmembrana adenilato ciclase (AC) é
ativada, promovendo a catalise de adenosina trifosfato (ATP) em monofosfato
de 3',5’-adenosina ciclico (AMPc) e também ativando a proteina-quinase A (pKA)
(MOLINA, 2014).

Essa série de eventos intracelulares regulam a transcricdo da Tg, da
tireoide-peroxidase (TPO - enzima envolvida na catélise da oxidagdo do iodeto
e em sua incorporagdo em residuos de tirosina da Tg) e regulacdo da atividade
do simportador de sodio-iodeto (Na*-I), regulando a captacdo de iodeto do
sangue para o interior da célula epitelial folicular.

A ativacao da fosfolipase C pela AC e a liberacédo do Ca?* intracelular,
regulam o efluxo de iodeto, a iodacdo da Tg e a producdo de peroxido de

hidrogénio (H202) na célula folicular tireoidiana (MOLINA, 2014).
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As fontes de iodo necessario a biossintese dos HT séo encontrados
nos alimentos, principalmente nos de origem marinha. Contudo, em regides onde
a fonte de iodo alimentar € insuficiente, o iodo é adicionado ao sal, suprindo tais
necessidades. Apos ingerido, o iodo é concentrado em poucos tecidos, mas o
principal local de armazenamento é a glandula tireoide (SILVERTHORN, 2010).

O iodeto entra na célula folicular tireoidiana por meio de uma proteina
co-transportadora que realiza simporte Na*-I" (NIS), através do gradiente
eletroquimico do Na* na membrana basolateral. O transportador de anions
denominado pendrina (SLC26A4) é quem faz o transporte do |- para o coloide
(KRONENBERG et al., 2008), enquanto que a iodacdo da Tg ocorre na
membrana apical da célula folicular tireoidiana (MOLINA, 2014).

A Tg apresenta importante fun¢do na sintese e no armazenamento
dos hormoénios tireoidianos e possui multiplos residuos de tirosina (Tyr). Sua
sintese ocorre nas células epiteliais dos foliculos e entdo, sdo empacotadas em
vesiculas e secretadas na luz folicular pela membrana apical desta célula, onde
sera armazenada no coloide. Os HT séo sintetizados a partir da molécula de Tg
(KRONENBERG et al., 2008 e; MOLINA, 2014).

Na luz do foliculo, a TPO remove um elétron do I, fazendo com que o
iodeto sofra oxidacdo. O iodo assim formado é adicionado aos residuos de
tirosina (iodacao) da Tg. Para que essa reacao ocorra, € necessaria a presenca
do H202 como aceptor de elétrons (KRONENBERG et al., 2008 e; MOLINA,
2014).

Na Tg, o ion de iodo se liga ao carbono 3 (C3) dos residuos de tirosina

para formar 3’-monoiodo-L-tirosina (monoiodotirosina ou MIT) em um processo
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conhecido como iodacéao de tirosinas especificas (KRONENBERG et al., 2008 €;
MOLINA, 2014).

A molécula de MIT pode ser adicionada um novo atomo de iodo, agora
no carbono 5 (C5) do residuo de tirosina dando origem a 3,5’-diiodo-L-tirosina

(di-iodotirosina ou DIT) (KRONENBERG et al., 2008 e; MOLINA, 2014).

1.1.4 Organificacéo do lodo

As moléculas de MIT e DIT s&o enzimaticamente acopladas pela TPO.
O horménio triiodotironina (Ts) é formado pelo acoplamento de um MIT com um
DIT, enquanto que o horménio tiroxina (T4) € formado pelo acoplamento de dois
DIT’s. Esse processo catalitico € conhecido como organificagdo do iodo
(KRONENBERG et al., 2008 e; SILVERTHORN, 2010).

A sintese dos HT ocorre de acordo com o0s niveis plasméticos desses
hormdnios e com a necessidade fisioldgica dos mesmos. Desta forma, quando
ndo ha necessidade da liberacdo imediata de T3 e T4, nem todos os residuos de
tirosina isolados sofrerdo acoplamento. A Tg armazenada na luz folicular pode
conter tanto residuos de moléculas de MIT e DIT, como os horménios Tz e T4 j&
formados (MOLINA, 2014).

Enquanto os HT sdo sintetizados na membrana apical da célula
epitelial folicular tireoidea, no coloide, a liberagdo hormonal ocorre no lado
basolateral (KRONENBERG et al., 2008 e; MOLINA, 2014).

Apo6s completar a sintese hormonal, o complexo tireoglobulina-Ts/T4
€ micropinocitado e envolvido em vesiculas retornando assim para as células

foliculares por endocitose. Tais vesiculas fundem-se com lisossomos epiteliais
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citoplasmaticos onde, enzimas proteases promovem a clivagem proteolitica da

Tg (MOLINA, 2014).

Figura 3: Sintese e liberagdo dos hormdnios tireoidianos.
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Traduzido e adaptado de: Pearson Education, Inc., 2011. 1) Residuos de tirosina da
tireoglobulina sdo iodados. Um iodeto adicionado forma MIT e dois iodetos adicionados formam
DIT. 2) Acoplamento de um MIT com um DIT forma T3. Acoplamento de dois DIT’s forma Ta. 3)
HT podem ser armazenados ligados a Tg por até 3 meses. 4) A ligacdo do TSH ao seu receptor
desencadeia uma série de reagfes, ativando enzimas que realizam a sintese e a liberacdo dos
HT. 5) Pinocitose de Tg do coloide pela membrana apical da célula folicular tireoidiana. 6) O
endossomo se funde com lisossomo. 7) Peroxidase do lisossomo libera Ts e T4. 8) Tz e T4 se
difundem pela membrana basolateral do foliculo para a circulagao sistémica onde pequena parte
circula livremente, e a maior parte dos HT, circulam ligados as proteinas transportadoras do
plasma.

Os resultados dessa reacéo sdo a producdo dos hormoénios Tz e Ta,
além de MIT e DIT. Estes ultimos sofrem deiodacéo intracelular pela enzima
deiodinase e o iodeto resultante é transportado para o coloide para sintese de
novos HT por efluxo apical. T3 e T4 alcangam a corrente sanguinea pela

membrana basolateral (SILVERTHORN, 2010 e; MOLINA, 2014). O processo de
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sintese e liberagcdo dos hormonios tireoidianos, encontram-se resumidos na
figura 3.

Cerca de 90% das iodotironinas sintetizadas na glandula tireoide € T4
(3,5,3’,5'-tetraiodotironina, ou tiroxina). Aproximadamente 10% das iodotironinas
secretadas € o hormoénio biologicamente ativo T3 (3,5,3'-triiodotironina). Menos
de 1% dos HT liberados pela tireoide é rTs (3,3’,5'-triiodotironina, ou T3 reversa).
O T3 é 0 hormodnio responsavel pela maioria das acdes teciduais dos hormonios
da tireoide (BERNE, 2004; KRONENBERG et al., 2008 e; BIANCO et al., 2002).

As transformagodes posteriores dos hormoénios da tireoide em tecidos
periféricos determinam sua poténcia e importancia biolégica e modulam os seus
efeitos biologicos. H4 uma ampla variedade de iodotironinas e seus derivados
metabdlicos no plasma. Destes, T4 € 0 Unico que é decorrente da secrecao direta

da glandula tireoide (KRONENBERG et al., 2008).

1.1.5 Transporte das lodotironinas e Desiodinases

A maior parte dos HT, T3 e T4, liberados pela glandula tireoide, é
transportada por proteinas do plasma, como a globulina ligante de tiroxina (TBG).
Aproximadamente 0,03% do total do T4 sérico liberado da tireoide é transportado
em sua forma livre, enquanto que a fracéo sérica livre do T3 € em torno de 0,3%.
E o T3 livre que produz as respostas bioldgicas dos HT (YEN, 2001).

Apos o HT entrar na célula-alvo por meio de um carreador ou por
difusdo facilitada, uma enzima chamada desiodinase retira um iodo do T4 e
assim, cerca de 85% do Ts utilizado pelas células € produzido nas proprias

células-alvo, portanto, o T4 atua como pré-horménio da Tz (KRONENBERG et
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al., 2008; SILVERTHORN, 2010 e; BIANCO et al., 2002). A deiodinacdo das
iodotironinas é fundamental na regulacdo dos niveis séricos dos hormdnios
tireoidianos, controlando a disponibilidade de horménios ativos de maneira
rapida, através de iodotironinas inativas que podem ser convertidas
imediatamente a T3 (BIANCO et al., 2002).

A acdo metabdlica periférica das desiodinases sob o pro-hormonio Ta,
originando o hormaonio ativo Ts, mostrou-se ser um mecanismo fundamental para
a regulacéo dos HT e por isso, vem ganhando cada vez mais reconhecimento
(BRENT, 2012).

Existem trés tipos de desiodinases. A desoidinase Tipo | (D1) é
expressa predominantemente nos hepatocitos, células renais e foliculos
tireoidianos (YEN, 2001; BRENT, 2012 e; MAIA et al., 2011). A D1 catalisa a
remocdo de atomos de iodo (desiodacao) do anel interno e/ou do anel externo
da T4 e Ts reverso (r'Ts), em proporcdes equimolares para gerar Ts, rTs, ou Tz,
dependendo do substrato. A sintese do rTs, fundamental para inativacao do Ts
(YEN, 2001), da-se no anel interno do T4. Desta forma, a D1 pode gerar horménio
ativo, Ts, ou inativo rTs (MAIA et al., 2011). A D1 é a unica desse grupo de
enzimas que atua interna e externamente (MAIA et al., 2011; BERRY et al., 1991
e; MANDEL et al., 1992). A maior parte do Tz livre circulante é derivada da
conversao de T4 para T3 pela acdo de D1 no anel externo (YEN, 2001). J& se
sabe que a D1 é uma proteina integral de membrana que possui apenas um
segmento transmembranar (MAIA et al., 2011 e; CALLEBAUT et al., 2003). Isto
foi demonstrado por microscopia confocal, onde observou-se que sua
localizacdo é na membrana plasmatica, apresentando o sitio catalitico voltado

para o citosol celular (MAIA et al., 2011 e; BAQUI et al., 2000).
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A Desiodinase Tipo Il (D2) é encontrada no cérebro, na hipéfise, no
tecido adiposo marrom, na tireoide, na placenta e nos musculos esquelético e
cardiaco, onde convertem T4 em T3, pela acdo da D2 no anel externo do pro-
hormonio (YEN, 2001 e BRENT, 2012). Esta enzima do tipo 2, também contribui
significativamente com os niveis séricos de Tz em humanos (MAIA et al., 2011;
BIANCO e LARSEN, 2005 e; MAIA et al., 2005). Em condicdes fisiolégicas,
aproximadamente 80% do Ts produzido deriva da conversao periférica de T4 &
T3 por D1 e D2 (MAIA et al., 2011). O importante papel da D2 é para controlar a
concentracéo e utilizacao intracelular de T3, a sua disponibilidade para o nucleo
e a saturacao do receptor nuclear para T3 em tecidos-alvo, tendo um efeito sobre
0S genes dependentes de Tz transcricional. Isto indica que a geragcao de Ts
nuclear é uma propriedade intrinseca da proteina D2 (MAIA et al., 2011 e; MAIA
et al., 2005).

Em comparagéo com a D1, a desiodinase Tipo I, mostrou-se ser 700
vezes mais eficiente cataliticamente que D1 no processo de desiodacdo do Ta
(MAIA et al., 2011 e; MAIA et al., 2005) e s0 catalisa a remocao de um atomo de
iodo no anel externo de T4, gerando o Ts ativo (YEN, 2001 e; BRENT, 2012).
Estudos demonstraram que, para cada molécula de T4, 1 mol de T3 é gerada
pela D2, enquanto que a D1 necessita de 2 moles de T4 para a formacao de 1
mol de T3 e outro de rTs. Isso poderia explicar a maior eficiéncia catalitica
apresentada por D2, somado a velocidade de catalise da D1 muito mais lenta
que D2, na converséao de T4 para T3, em condi¢bes normais (MAIA et al., 2011;
VISSER et al., 1988; GOSWANI e ROSENBERG, 1984 e; GOEMANN et al.,

2010).
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A enzima D1 situa-se na superficie interna da membrana plasmatica,
enquanto que a D2 esta localizada no reticulo endoplasmético. Tal localiza¢éo
subcelular da D1 em comparacdo com a D2, pode contribuir para os papéis
funcionais diferenciados dessas enzimas (MAIA et al., 2011 e; BAQUI et al.,
2000). Tal fato poderia explicar observacdes prévias quanto a agdo do Ts
produzido por D1, que rapidamente equilibra os niveis de T3 plasmaticos (MAIA
et al., 2011 e; TOYODA et al., 1997).

A Desiodinase Tipo Il (D3) é expressa no cérebro, na pele e na
placenta. Ela inativa o T3 de forma irreversivel, conduzindo para a geracédo do
rTs (YEN, 2001), promovendo protecdo contra uma possivel acdo excessiva de
Ts, durante periodos sensiveis (BRENT, 2012). Por possuir atividade no anel
interno do pro-hormdnio Ts, a D3 converte 0 T4 em T2 (diiodotironina), ou rTs,
prevenindo a ativagdo de Taem T3 (MAIA et al., 2011; BERNAL, 2012 e; KAPLAN
e YASKOSKI, 1981). Assim, D3 impede o acesso de HT T3 para determinados
tecidos em momentos criticos, reduzindo a saturacdo dos receptores de HT
(RHTs). Deste modo, D3 é considerado o mais potente inativador fisiologico e
determinador de a¢fes dos hormdnios tireoidianos a nivel periférico (DENTICE
et al., 2013; MAIA et al., 2011 e; MOLINA, 2014). A enzima D3 esta localizada
na membrana plasmética com seu sitio catalitico exposto ao fluido extracelular
(BERNAL, 2012 e; FRIESEMA et al., 2008), tendo assim, facil acesso a
iodotironinas extracelulares. Porém, também ha evidéncias de que as
iodotironinas precisam ser internalizadas na célula, a fim de atuarem como

substrato para D3 (BERNAL, 2012 e; DENTICE et al., 2005).
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1.1.6 Alcas de Retroalimentacdo da Funcao Tireoidiana

Niveis fisiolégicos de hormdnios tireoidianos sédo indispensaveis para
a homeostasia do organismo (BERNE, 2004 e; BRIX et al., 2011). Mecanismos
de retroalimentagdo negativa (feedback negativo) controlam as concentragdes
dos HT em seus valores fisiologicos (CHIAMOLERA e WONDISFORD, 2009).

Quando a concentracdo dos hormonios livres, T3 e T4, comeca a se
elevar, desencadeiam o mecanismo de retroalimentacdo, tanto para a hipéfise
anterior, reduzindo a producdo e secrecdo do TSH, quanto no hipotalamo,
regulando os niveis do TRH. O oposto ocorre quando os niveis dos HT comegcam
a diminuir, estimulando o hipotalamo a liberar TRH e a hipdfise anterior a secretar

e liberar o TSH (mostrado na Figura 4) (CHIOMOLERA e WONDISFORD, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wondisford%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19179434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wondisford%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19179434
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Figura 4: Algca de retroalimentacdo negativa dos HT sobre o

hipotalamo e a adeno-hipdfise.
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1.1.7 Receptores dos Hormonios Tireoidianos

Receptores para 0os hormoénios tireoidianos sdo expressos ha maioria
dos tecidos periféricos e a acao destes afeta eventos celulares. Tais receptores
Sao expressos em organelas e incorporados nas membranas e no nucleo celular.
No ndcleo, os receptores nucleares especificos para os HT, agem como fatores
de transcricdo, traducéo e sintese, modulando a expresséo de proteinas que, no
musculo cardiaco, regulam a concentracdo do ion calcio intracelular

(SILVERTHORN, 2010 e; MOLINA, 2014).


http://www.scielo.br/
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Tireotropina&lang=3
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O principal mecanismo de acdo dos HT é mediado por seus
receptores. Existem duas principais isoformas de receptores para hormonios
tireoidianos (RHTs) que sao codificadas em genes distintos, sendo a RHTq,
codificada no cromossomo 17 e a isoforma RHT[3, proveniente do cromossomo
3 (YEN, 2001; LAZAR, 1993; ORTIGA-CARVALHO et al., 2014; e WILLIAMS,
2000).

Ha multiplos isoformas de receptores para os hormdnios tireoidianos
(YEN, 2001), sendo que os genes a e [, sdo estrutural e sequencialmente
semelhantes e originam isoformas ativas, conhecidas como a1, a2, a3, B1, f2 e
B3. A expresséao relativa dos diferentes isoformas dos RHTSs, € variavel de acordo
com o tecido (HODIN et al., 1990 e; YEN, 2001).

RHTa1 é a principal isoforma expressa no coracdo, mas também é
encontrada no cérebro e masculo esquelético. A RHTBR1 também é expressa no
coracao, porém, em menor quantidade, além de estar amplamente expressa em
muitos outros tecidos (KINUGAWA et al., 2001 e; FRACZEK e LACKA, 2014).

RHTa1, RHTB1 e RHTBR2 s&o as principais isoformas de receptores
de HT. Eles séo cruciais na mediacéo dos efeitos dos HT, sendo fundamentais
para um adequado desenvolvimento, crescimento e para o metabolismo em
geral (ORTIGA-CARVALHO et al.,, 2014). A isoforma RHTB2 é encontrada
principalmente no cérebro, retina e ouvido interno (BRENT, 2012).

A terceira isoforma codificada pelo gene B, RHTB3, tem sido
encontrada em ratos (ORTIGA-CARVALHO et al., 2014 e; WILLIAMS, 2000), e
foi encontrada nos rins, figado e pulmdes de ratos (BRENT, 2012).

Quanto aos RHT a2 e a3, resultados de pesquisas in Vvitro

demonstraram que estas isoformas promovem uma acao antagbnica da isoforma
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a1, ndo permitindo a ativacdo da transcricdo mediada pela agédo do Ts. As
isoformas a2 e a3, possuem comprimento e composicdo de aminoacidos
diferente de a1 na regido C-terminal, ndo possuindo a capacidade de ligacéo ao
hormonio tireoidiano ativo. Ainda ndo é conhecida a importancia fisiologica exata
destas duas proteinas (HODIN et al., 1990; BRENT, 2012; ORTIGA-CARVALHO
et al., 2014; CHASSANDRE et al., 1997 e; GAUTHIER et al., 1999). A isoforma
a2 se liga aos elementos responsivos sobre o DNA, mas ndo ao Ts, funcionando
como um dominante negativo (KINUGAWA et al.; 2001; LAZAR, 1993 e;

MACCHIA et al., 2001).

1.1.8 Regulacéo da Sintese Proteica pelos Hormonios Tireoidianos

Para que ocorra a interacdo do T3 com seus receptores especificos
no nucleo celular, o T3 e 0 T4 entram na célula-alvo de forma passiva, ou por
meio de proteinas de membrana carreadoras. No citosol celular, o T4 €
convertido em T3 pelas desiodinases e assim, o Tz prossegue para o nucleo. O
T3 que adentra na célula, ndo sofre nenhuma alteragdo no citosol, seguindo
diretamente para o ndcleo celular.

No nucleo, o Ts se liga ao receptor nuclear especifico para horménios
tireoidianos, formando o complexo horménio-receptor (H-R). Este, por sua vez,
interage com sequencias especificas de DNA nas regides promotoras de genes
responsivos, ou, elementos responsivos tiredideos (ERT). Essa ligacdo do
receptor aos ERTSs, pode ocorrer mesmo na auséncia do Ts (VARGAS-
URICOECHEA et al., 2014 e; YEN, 2001). O complexo H-R também interage

com outras proteinas nucleares como co-repressores e co-ativadores,
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interagindo com a maquinaria de transcri¢éo (reprimindo a transcricao ou dando
inicio a esse processo) (YEN, 2001).

A formacdo do complexo hormdnio-receptor, ligado aos ERTs é a
primeira etapa na regulagéo da ativacédo ou inibicdo da transcricdo dos genes
alvos, alterando os niveis de RNAmM transcritos e, consequentemente
ocasionando uma mudanca na expresséo de proteinas especificas, produzidas
a partir da tradugcdo dos RNAmM (YEN, 2001).

Foi identificado o transportador monocarboxilato 8 (MCT8), o qual é
um transportador especifico para Ts. Este € responsavel por transportar o
hormonio diretamente para o interior das células-alvo e também por realizar o

transporte dos HT para fora das células epiteliais tireoidianas (BRIX et al., 2011).

1.1.9 A¢des Gerais dos Horménios Tireoidianos

A primeira descricdo sobre a estimulacdo do metabolismo energético
pela acdo dos hormdnios da tireoide data de 1895 (MAGNU-LEVY, 1985).
Atualmente, se sabe que esses efeitos se dao pela regulacado da expressédo de
enzimas-chave, nas diferentes vias metabdlicas, assim como a presenca e agao
de outros hormonios e a densidade de seus receptores presentes nas
membranas celulares (POIAN e CARVALHO-ALVES, 2002).

Na literatura existe uma vasta quantidade de trabalhos que
demonstram que, em individuos eutireoideos, os hormonios tireoidianos
estimulam a sintese do tecido muscular e adiposo (GREGER e WINDHORST,

1996).
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Os HT participam de muitas das fun¢des importantes do corpo, como
a regulacdo do crescimento e desenvolvimento, manutencdo da temperatura
corpdrea e consumo de oxigénio (SILVERTHORN, 2010).

Estes também possuem importancia crucial para o funcionamento da
maioria dos 6rgaos. Disturbios na sintese, liberacéo e funcao dos HT estéo entre
as doencas endocrinas mais comuns (BRIX et al., 2011).

Mediados por efeitos genémicos e ndo-gendmicos, os HT impactam
significativamente a funcao cardiaca. Por consequéncia, as alteracdes nos niveis
dos HT, resultam em importantes mudancas, tanto na regulacdo da funcao
cardiaca, quanto na hemodinamica cardiovascular (VARGAS-URICOECHEA et

al., 2014).

1.1.10 Efeitos Fisiologicos dos Horménios Tireoidianos

Os efeitos fisiologicos do horménio tireoidiano T3, ddo-se por dois
mecanismos, sendo um através de acdes gendmicas e o outro por acdes nao-
gendmicas. No coracao, essas a¢des ocorrem de maneira conjunta para regular
a funcéo cardiaca (VARGAS-URICOECHEA et al., 2014):

a) Acdes Genbmicas sobre o coracao

As acdes genbmicas do Ts consistem na ligacdo do Tz aos
receptores nucleares e a ligacdo do complexo H-R aos elementos
responsivos no promotor de genes-alvos. Sao aquelas
decorrentes de efeitos transcricionais.

Tais acdes dos HT podem iniciar-se dentro do nucleo da célula, na

membrana plasmatica, no citoplasma, no citoesqueleto, e/ou em
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organelas. Sob acdo dos HT, sdo observadas alteracbes na
expressdo de proteinas em células musculares, afetando o
aparelho contratil e o reticulo sarcoplasmatico (RS). Por meio da
acao conjunta dos HT com seus receptores nucleares, ocorre a
mediacdo das atividades biologicas do T3, regulando o processo
de transcricdo. O Ts regula a expressdo de genes cardiacos e,
quando sua producao é excessiva, ou hd administracdo exdgena,
resultando no aumento dos niveis fisiologicos dos HT,
desencadeiam alteracdes no processo de liberacéo e recaptacéo
de Ca?* do RS e no estado de fosforilagéo da fosfolambano (PLB).
Isto acarreta no aumento da contratilidade cardiaca, da frequéncia
cardiaca (FC), relaxamento do miocéardio e arritmias, repercutindo
em alteragées funcionais, fundamentais para as propriedades
sistolica e diastdlica do musculo miocardio (VARGAS-
URICOECHEA et al., 2014; PINGITORE e IERVASI, 2005 e;
SCHINDHELM et al., 2013). Em niveis excessivos, os HT agem de
modo a aumentar a expressao de algumas proteinas. Dentre as
proteinas envolvidas no funcionamento do sistema cardiovascular,
pode-se citar a SERCA2, receptores da rianodina (RyR),
diidropiridinico (DHP) e a a-MHC. Dentre as proteinas que tem a
expresséo diminuida estdo a fosfolambano e a f-MHC (VARGAS-

URICOECHEA et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iervasi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17315395
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b) Acdes Nao-gendmicas sobre o sistema cardiovascular
Sé&o decorrentes de atividades extranucleares, podendo ocorrer
em poucos segundos ou alguns minutos. Caracterizam-se por ndo
haver eventos transcricionais envolvidos. No que se relaciona com
0 coracao e a circulagdo sanguinea, as alteragfes se dao nos
midcitos cardiacos e sobre o sistema vascular sistémico, podendo-
se citar alteragcbes em canais de membrana de sédio (Na%),
potassio (K*) e do ion célcio, além de promoverem modificacdes
na polimerizagdo da actina, sobre as vias de sinalizagédo
intracelular de midcitos cardiacos e das células musculares lisas

vasculares (VARGAS-URICOECHEA et al., 2014).

1.2 HIPERTIREOIDISMO

O hipertireoidismo é caracterizado por niveis elevados da producéo
endoégena dos hormonios da tireoide, ou ocasionados pela administracdo, no
caso de tratamento com hormdnios tireoidianos (KLEIN e DANZI, 2007).

O hipertireoidismo altera de modo profundo o metabolismo lipidico,
glicidico e proteico. O gasto energético é aumentado devido ao aumento do
metabolismo basal e ha maior producéo de calor e maior consumo de oxigénio,
ocasionando perda de peso e intolerancia ao calor e ao exercicio. O aumento na
taxa metabdlica basal promove catabolismo, tanto a nivel muscular, quanto em
tecido adiposo e, também ha uma maior demanda de glicose (KRONENBERG
et al., 2008; MITROU et al., 2010).

Em um individuo com hipotireoidismo, a taxa metabdlica basal (TMB)

pode ser reduzida para, aproximadamente, 50% do seu estado normal. J& no
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hipertireoidismo, a TMB pode ser elevada em 80% e pode ser evidenciado pelo
aumento de consumo de oxigénio nos tecidos que expressam abundantemente
o0s receptores para os HT (GREGER e WINDHORST, 1996). O coracdo, figado,
rins e os musculos liso e esquelético, estao entre 0s 6rgaos que mais respondem
as agdes dos horménios da tireoide.

A taxa metabdlica é bastante influenciada pela atividade da Na*-K*-
ATPase. Esse sistema enzimatico que funciona por transporte ativo primario € o
principal processo que necessita de energia metabdlica. Os HT aumentam a
atividade e a expresséo da Na*-K*-ATPase, 0 que acarreta em maior consumo
de glicose no hipertireoidismo (GREGER e WINDHORST, 1996). De um modo
geral, € bastante aceito que individuos com hipertireoidismo desenvolvem
intolerancia ao calor, enquanto que os hipotireoideos, que apresentam uma
diminuicdo da taxa metabdlica, podem vir a desenvolver intolerdncia ao frio,
assim como episodios de hipotermia podendo ocasionar 6bito se ndo forem
tratados adequadamente (POIAN e CARVALHO-ALVES, 2002).

O aumento na producdo de calor em estado hipertireoideo se da
principalmente pelo aumento no desacoplamento de ciclos metabdlicos de
macronutrientes, por exemplo, sintese e degradacado de triglicerideos, acidos
graxos, glicose e lactato e também, ao desacoplamento no transporte de ions,
como o H*, o Na* e 0 K* e, 0 Ca?*, respectivamente localizados nas mitocondrias,
nas membranas plasmaticas e nos reticulos sarco e endoplasmaticos (POIAN e
CARVALHO-ALVES, 2002).

Nas mitocondrias, os HT atuam de modo a alterar a membrana
mitocondrial, tanto a nivel de composicao lipidica da membrana, quanto

modulando a expressdo de proteinas integrais. Desta forma, também ha
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aumento na producéo de calor e consumo de Oz (POIAN e CARVALHO-ALVES,
2002).

Sob influéncia dos HT, a maioria dos tecidos demonstram um maior
consumo de oxigénio. Porém, tecidos onde a expressado dos receptores para 0s
hormonios tireoidianos é limitada, ndo apresentam como resposta o aumento no
consumo de oxigénio (GREGER e WINDHORST, 1996).

Com o aumento da atividade metabdlica, principalmente a atividade
enzimatica, maiores quantidades de oxigénio séo necessérias para as reacgoes.
A intolerancia ao exercicio, comumente observada no hipertireoidismo, ocorre
porque o individuo j& possui uma taxa metabdlica basal acima do normal, ndo
sendo possivel ser aumentada ainda mais durante a pratica de exercicios fisicos
(PORTELLA et al., 2007; ROFFI et al., 2003; KIMURA et al., 1996; MCALLISTER
et al., 1995a; MCALLISTER et al., 1995b e; KAMINSKY et al., 1991).

No hipertireoidismo, os HT agem de modo a aumentar o metabolismo
dos carboidratos. A absor¢cdo da glicose no intestino esta aumentada, assim
como a captacao e a velocidade com que este glicidio é utilizado pelas células,
ocasionando niveis elevados dos intermediarios da via glicolitica. A maior
utilizacao da glicose pode ser vista particularmente no tecido muscular e adiposo.
Sob influéncia da acdo dos HT, a deposicdo e degradacdo do glicogénio é
aumentada no figado como consequéncia do aumento da expressdo e
estimulacao da atividade da enzima glicogénica PEP-carboxicinase. Também ha
aumento na glicolise e metabolismo oxidativo no hipertireoidismo (GREGER e
WINDHORST, 1996 e; POIAN e CARVALHO-ALVES, 2002).

Niveis elevados de T3 e T4 acarretam altas taxas de protedlise e

lipdlise (GREGER e WINDHORST, 1996). O metabolismo lipidico € modulado
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pela acdo dos horménios da tireoide e, no hipertireoidismo, 0s genes que
codificam as enzimas-chave da via metabdlica lipidica tem suas expressdes
aumentadas. Dessa forma, ocorre maior sintese, insaturagdo, alongamento e
oxidacgéo lipidica, pela acdo das enzimas &cido-graxo sintase, enzima malica,
acetil-CoA carboxilase e glicose-6-fosfato desidrogenase (GREGER e
WINDHORST, 1996 e; POIAN e CARVALHO-ALVES, 2002).

Niveis elevados dos HT estimulam a formacgdo de insaturacdes e o
alongamento das cadeias dos acidos graxos, a esterificacdo em triglicerideos e
em fosfolipideos. Porém, estes dados ainda sdo controversos devido ao estimulo
da lipdlise observada em individuos hipertireoideos (POIAN e CARVALHO-
ALVES, 2002).

O aumento da lipdlise se d& por diminuicdo da atividade da
fosfodiesterase e aumento na expressao da subunidade 3 da proteina G. A maior
ativacdo da cascata da proteina G, mantém a proteina cinase A ativa, mantendo
fosforilacdo sobre a lipase e assim, esta permanece ativa (POIAN e CARVALHO-
ALVES, 2002).

No hipertireoidismo h& maior sintese e oxidagdo do colesterol, as
concentracdes de colesterol total, LDL e apolipoproteina B-100 sdo menores do
que as encontradas em normotireoideos. As acdes lipoliticas de outros
horménios, como o ACTH, TSH, glucagon e catecolaminas, sdo aumentadas
pela acdo dos HT. De maneira indireta, devido ao maior consumo de energia, as
gorduras sado mobilizadas e o tecido adiposo, eventualmente diminui no
hipertireoidismo (GREGER e WINDHORST, 1996).

O hipertireoidismo (Hy) evidente afeta de 2 a 5% da populagéo

(ERTEK e CICERO, 2013 e; BRANDT et al., 2011), sendo que o indice de
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mortalidade é 20% maior na populacdo com hipertireoidismo, do que na
populacdo com funcao tireoidiana normal. Em individuos com hipertireoidismo,
a principal causa de morte deve-se as alteracfes cardiovasculares (BRANDT et

al., 2011).

1.3 MUSCULOS CARDIACO

1.3.1 Estrutura e Func¢éo do Musculo Cardiaco

A despolarizacéo do sarcolema de midcitos induz a contracdo dessas
células (SOMMER e WAUGH, 1978). Em condicdes fisiol6gicas o nodo sino atrial
(SA) € o0 marcapasso primario do coracdo. Potenciais de acdo gerados no nodo
sino atrial se propagam pela massa atrial através dos feixes internodais médio,
anterior e posterior desencadeando assim, a sistole atrial. Esta onda de
despolarizacdo alcanga o nodo atrioventricular e percorre o feixe comum de His.
Como este feixe se divide em ramos direito e esquerdo, esta despolarizacao
trafega por ambos e termina por excitar o sistema de His-Purkinje
desencadeando assim a despolarizacdo de ambos os ventriculos. No coracao,
a propagacao do potencial de acdo de célula a célula ocorre gracas a regides de
baixa resisténcia elétrica, chamadas juncdes gap, existentes nos discos
intercalares. Assim, o musculo cardiaco comporta-se como um sincicio funcional
(SOMMER e WAUGH, 1978; SILVERTHORN, 2010 e; BERNE, 2004).

Acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) € um termo empregado para
designar uma série de eventos que se inicia com a despolarizacdo do sarcolema

e que culmina com a liberacdo do ion calcio do reticulo sarcoplasmatico
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(demonstrado na Figura 5). Em cardiomiécitos o influxo de Ca?*, o qual ocorre
através de canais de célcio do tipo L (ou dihidropiridinicos — DHP) presentes no
sarcolema, dispara a liberacédo de Ca?* do RS em um mecanismo descrito como
liberacdo de Ca?* induzida por Ca?*. A liberacdo do ion calcio armazenado no
reticulo sarcoplasmatico ocorre através de receptores da rianodina (RyR),
presentes na cisterna terminal desta organela. Assim, a concentragdo de Ca?*
intracelular aumenta, iniciando a contragcdo muscular (HENDERSON et al., 2004
e; KAMP e HELL, 2000).

De modo similar a acdo do calcio, a cafeina liga-se aos RyR. Estes
por sua vez abrem-se, liberando o contetido de Ca?* presente no interior do RS.
A cafeina é um agente farmacolégico amplamente empregado de modo a
promover perturbacao no processo de AEC, objetivando a melhor compreensao
dos mecanismos envolvidos na liberacdo do Ca?* pelo RS (CAPUTO, 1966;
WEBER E HERZ, 1968; CAPUTO, 1976; ENDO, 1977; FABIATO, 1983,
FRANZINI-ARMSTRONG e PROTASI, 1997, STEPHENSON, 2008 e; VIEIRA,

2012).
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Figura 5: Acoplamento excitagdo-contracdo do musculo cardiaco.
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Fonte: Bers, 2002.: NCX: trocador Na*-Ca?*; ATP: adenosina trifosfato; RyR: receptores da
rianodina; PLB: fosfolambano.

O Ca?* liberado do RS liga-se a troponina C, fazendo com que o
complexo troponina-tropomiosina mude de conformacéao, permitindo a interacéo
das cabecas de miosina com a actina. Dessa forma, na contracao isotbnica, 0s
filamentos finos deslizam sobre os filamentos grossos, ha aproximacdo das
Linhas Z e diminuicdo da Banda | e Zona H, ndo resultando em producéo de
forca. Contudo, na contracdo do tipo isométrica, a ciclizagcdo das pontes
transversas (demonstrado pela Figura 6) ocorre no mesmo sitio de ligacdo do
ciclo antecedente, o que resulta em producdo de forca. Em condicdes
fisiologicas, existe a combinacdo dessas duas modalidades de contracdo

(SILVERTHORN, 2010 e; BERNE, 2004).
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Figura 6: Ciclo de pontes transversas.
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Figura 6: Ciclo de pontes transversas. llustracéo das interacfes entre os miofilamentos de
actina e miosina durante a contracdo. Esses eventos ocorrem na presenca do célcio ibnico
(Ca?"), o qual libera o bloqueio da tropomiosina sobre os sitios ativos da actina.

Para ocorrer o0 relaxamento muscular, € necessario que a
concentracédo citosdlica de Ca?* seja reduzida para valores de aproximadamente
10" M. Esta reducgéo ocorre gracas a mecanismos de transporte desse ion para
o interior do reticulo sarcoplasmético e para o espago extracelular, ja que em
cada despolarizacdo do sarcolema, os midcitos ganham ion calcio proveniente
do meio extracelular. Assim, processos que afetam a homeostasia do Ca?* tém
profundos efeitos nos processos de contragdo e relaxamento do musculo

cardiaco (SILVERTHORN, 2010 e; BERNE, 2004).
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A reducdo da concentracdo citosélica do Ca?* é realizado por dois
importantes sistemas de transporte: um que transporta o Ca?* novamente para
o interior do reticulo sarcoplasmatico e outro que o transporta para fora da célula.
O transporte ativo desse ion para o interior do reticulo sarcoplasmatico é
realizado pela SERCA2, uma proteina presente no sistema longitudinal desta
organela. Sua atividade é regulada pela fosfolambano (PLB). Quando a PLB é
fosforilada, aumenta a atividade da SERCAZ2, provocando o aumento na
quantidade de Ca?* recaptado para o RS, provocando um efeito lusiotrépico
positivo (MOHRMAN e HELLER, 2007).

O outro mecanismo envolvido na regulacdo do [Ca?*]i, presente no
sarcolema do cardiomiécito, funciona como um sistema de transporte acoplado
Na*-Ca?*, o qual, utilizando energia proveniente do gradiente eletroquimico do
Na*, tanto pode transportar Ca?* do meio extracelular para o citosol, quanto em
sentido reverso (SCHMIDT et al., 2000 e; MEYER et al., 1999).

Utilizando-se do gradiente eletroquimico do Na*, para cada Ca?*
transportado para o espaco extracelular, o NCX transporta 3 Na* para o citosol
e o equilibrio eletroquimico € mantido pela Na*-K* ATPase, que transporta 3 Na*
novamente para fora da célula e 2 K* para dentro (MOHRMAN e HELLER, 2007;
BASSANI E BERS, 1994 e; BERS, 2002). Quando o potencial de membrana esta
em aproximadamente -80 mV, o sistema opera de modo a transportar o Ca?*
para o espaco extracelular, porém, quando o potencial de membrana alcanca
valores menores, em modulo, de -60 mV (potencial de reversao), o sistema opera
de modo reverso, transportando o Ca?* para o citosol da célula cardiaca (AIELLO

et al., 2005). Desta forma, o NCX pode contribuir tanto para a elevacéo, quanto
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para a diminuicédo da [Ca?*];, dependendo da forca eletromotriz de ambos os ions
e do potencial de membrana (SCHMIDT et al., 2000 e; MEYER et al., 1999).

O trocador NCX presente no sarcolema € fundamental no
relaxamento do miocardio, portanto, para a homeostasia do ion Ca?*. Ele retira
aproximadamente 10% de todo Ca?* intracelular, auxiliando o relaxamento do
cardiomiécito (MACKIEWICZ e LEWARTOWSKI, 2006; BERS, 2002 e;
BASSANI e BERS, 1994).

Sendo assim, o NCX exerce uma importante fungcédo, ndo sé pela
quantidade de Ca?* que ele é capaz de mobilizar, mas também por participar
ativamente na regulacéo dos niveis de Ca?* presente no citosol.

Um terceiro mecanismo envolvido na remocédo do Ca?* intracelular é
a bomba de Ca?* (Ca?*-ATPase) presente no sarcolema, ou PMCA. Estudos
demonstram que a contribuicdo da bomba de Ca?*, para o relaxamento do
musculo cardiaco é pouco relevante (MACKIEWICZ e LEWARTOWSKI, 2006;

BASSANI et al., 1994a e; BASSANI et al., 1994b) (figura 5).

1.4 HIPERTIREOIDISMO E MUSCULO CARDIACO

Os horménios tireoidianos (HT) atuam significativamente no sistema
cardiovascular por meio de mecanismos diretos e indiretos (ERTEK e CICERO,
2013 e; ORTIGA-CARVALHO et al., 2004), ocasionando hipertrofia cardiaca
guando em estado hipertireoideo (POLIKAR et al., 1993 e; DILLMANN, 1989).

Entre os varios efeitos dos hormdnios tireoidianos sobre o musculo
cardiaco, estdo: o aumento do débito cardiaco, resultado do aumento do débito

sistdlico e da frequéncia cardiaca de repouso; aumento da forca de contracdo
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(inotropismo positivo); diminuicdo do tempo de contracdo e de relaxamento
diastélico (lusiotropismo positivo); leve aumento da pressdo sistélica e
diminuicéo da pressao diastdlica sanguineas; diminuicdo da resisténcia vascular
periférica, que combinada com o aumento do volume diastélico, aumentam a
pressao de pulso; diminuicdo na resisténcia vascular sistémica; aumento do
volume sanguineo total, por modular o sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAA), aumentando reabsor¢do renal de sodio e, por outro lado; modulacéo do
hormonio natriurético atrial (HNA), aumentando excrecdo renal de sédio. No
entanto, no hipertireoidismo predomina o sistema RAA, o que resulta em uma
maior reabsorcao tubular de Na* e 4gua (De La VIEJA et al., 2000; FOLEY et al.,
2001 e; YEN, 2001). A combinacdo destes efeitos pode levar o individuo
acometido de hipertireoidismo a apresentar palpitagdes; taquicardia; intolerancia
ao exercicio; dispneia ao esforco (KLEIN e DANZI, 2007; POLIKAR et al., 1993;
YEN, 2001; VARGAS-URICOECHEA et al., 2014 e; SHAPIRO et al., 1997);
arritmias  atriais; fasciculagdes ou fibrilaces, insuficiéncia cardiaca e
insuficiéncia coronariana, como também angina (dores no peito) e edema

periférico (BERNE, 2004 e; PALMIERI et al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que os HT exercem profundos efeitos no sistema
cardiovascular, sobretudo sobre os mecanismos que interferem na homeostasia
do ion célcio e que, alteracdo da homeostasia do Ca?* é uma das principais
causas das disfun¢des da contratilidade cardiaca (KISS et al., 1994 e; BERS,
2002), avaliamos em condi¢des isométricas a contratilidade de MPI quiescentes
ou estimulados eletricamente; a sensibilidade dos RYR a cafeina e; a
contribuicdo do NCX na velocidade de relaxamento de preparagdes previamente
contraidas com cafeina (30 mM).

Ha muita controvérsia na literatura a respeito da contribuicdo do
trocador Na*-Ca?* no relaxamento do musculo cardiaco em situagGes de hiper e
hipotireoidismo. Diversos estudos demonstraram tanto aumento, como
diminuicdo ou inalteracdo da expresséao do trocador Na*-Ca?* no hipotireoidismo
e hipertireoidismo (CERNOHORSKY et al., 1998; OJAMAA et al., 1999;
BOERTH e ARTMAN, 1996; SHENOY, KLEIN e OJAMAA, 2001 e; HOJO et al.,
1997). Estudos fisiolégicos avaliando o papel do trocador Na*-Ca?* no
relaxamento do musculo cardiaco de animais hipotireoideos, sao esparsos

(ALDENUCCI, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar e quantificar em ratos hipertireoideos, a contribuicdo do
trocador Na*-Ca?* (NCX) no relaxamento de musculos papilares isolados e a

sensibilidade do receptor da rianodina (RyR) ao Ca?*, com uso de cafeina.

3.2 Objetivos Especificos

Em ratos eutireoideos e em ratos hipertireoideos, 0s objetivos

especificos sao:

a) Avaliar, em musculos papilares isolados e quiescentes, a
contribuicdo do trocador Na*-Ca?* no tempo de relaxamento de
musculos papilares previamente contraidos com o uso de cafeina;

b) Avaliar, em musculos papilares, a velocidade maxima de contracéo

(+dF/dT) e de relaxamento (-dF/dT).
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo a amostra foi composta por cinquenta e seis (n = 56)
ratos machos Wistar, com peso entre 250-300 gramas e divididos aleatoriamente
em dois grupos, sendo um grupo controle (GC) e um grupo experimental

hipertireoideo (GH).

Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana e mantidos no mesmo em caixas
plasticas, com um nimero maximo de 3 (trés) animais por caixa, forradas com
maravalha autoclavada, com livre acesso a racdo e agua, em temperatura
mantida entre 18 e 22 graus Celsius e em um ciclo claro-escuro de 12 horas. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor
de Ciéncias Biolégicas da UFPR sob o numero 747 no dia 28 de novembro de

2013.

A partir de uma solucéo de triiodotironina (T3 - 225 pg/ml), os animais
do GH foram tratados diariamente por 10 (dez) dias, por via intraperitoneal (i.p.),
na dose de 150 pg/kg (SZKUDLAREK, 2011; SZKUDLAREK et al., 2014 e
VIEIRA, 2012). O hormonio foi diluido em Dimetil Sulféxido (DMSO 1M). Os
animais do GC foram tratados com o veiculo pelo mesmo periodo e pela mesma
via de administracdo. Os valores de peso, de ambos o0s grupos, foram
computados para serem analisadas as variagfes no peso corporeo durante o

periodo de tratamento (aplicacdo de T3 ou veiculo).

Protocolo geral: Antes de dar inicio aos experimentos, 0s animais
foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/Kg) e cloridrato de

xilazina (20 mg/Kg) e heparinados (1 ml de uma solugdo 1%). Apos verificar a
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auséncia de resposta aos estimulos nociceptivos, o animal foi eutanasiado por
decapitagao.

A seguir, o animal foi colocado em decubito dorsal, com as patas
afixadas em uma plataforma de madeira para ser realizada a toracotomia e
remocao do coragdo. O coracgédo foi colocado em um Becker com capacidade
para 50 ml, contendo solucéo de Ringer, contendo (em mM): 110 NaCl; 4 KCI; 2
CaClz; 2 MgClz; 10 TRIS e; 11 glicose, com o pH = 7,4, ajustado com solucdo
TRIS ou HCI (1 M). Nos experimentos onde empregamos a solucédo de Ringer
ndo contendo Na* e Ca?* (R0O), os mesmos foram substituidos isosmoticamente

por cloreto de litio (LICl).

O coracao foi entdo transferido para uma placa de Petri contendo
solucéo de Ringer Normal, oxigenada e previamente pesada. O coracao foi entdo
pesado. O 6rgao foi fixado mediante alfinetes ao fundo da placa contendo
silicone. A segquir foi feita a abertura do ventriculo direito e a dissecacédo dos
musculos papilares com o uso de um estéreo microscopio, pincas e tesouras
oftalmoldgicas. Foi preservada uma porcdo de miocardio na extremidade de

insercéo do papilar e na outra, a cordoalha tendinea e a valva tricuspide.

Apds a dissecacdo, as extremidades do musculo papilar foram
afixadas mediante pincas metalicas, uma fixa a um micromanipulador e a outra

a um transdutor de forca (WPI-Fort 10, World Precision Instruments).

Os experimentos foram realizados empregando-se um bloco de
acrilico movel contendo varias camaras, cada uma delas com capacidade para
4 ml. Em uma dessas camaras, o musculo foi imerso em solucéo Ringer Normal,

oxigenando e em temperatura entre 25 e 30 graus Celsius. Esse sistema de



51

multiplas camaras permite a transferéncia da preparacdo e a exposicdo da

mesma as diferentes solucdes.

Os valores de forca produzidos pelos musculos papilares isolados
foram registrados e armazenados mediante o emprego de conversores

analdgico-digital, digital-anal6gico (Power LaB, ADintruments).

Com o uso do micromanipulador, o muasculo foi estirado até o Lméax
(comprimento muscular na qual se obtém tenséo ativa maxima). O musculo foi
eletricamente estimulado com pulsos supralimiares, com duracdo maxima de 5
milissegundos (ms), numa frequéncia de 0,5 Hertz (Hz), mediante um par de
eletrodos de platina posicionados paralelamente em toda a extensdo do

musculo.

Com o emprego de valores conhecidos de massa e anteriormente a
cada experimento, foi realizada a curva de calibracdo do transdutor de forca.
Mediante o emprego de uma graticula posicionada na ocular do estéreo
microscépio, foram medidos o comprimento e didmetro do musculo papilar.
Esses dados foram empregados para o célculo da area de seccao transversa de
cada preparacédo. Assim, a forca produzida pelo musculo papilar foi normalizada

pela sua area de seccéo transversa, e os dados estdo expressos em UN/pm?2.

Os grupos controle e hipertireoideo foram utilizados para realizar a
avaliacdo da contribuicdo isolada do trocador Na*-Ca?* (NCX) no relaxamento
de musculos papilares isolados (MPI) quiescentes, assim como avaliar a for¢a
de contracdo muscular em diferentes concentracdes de cafeina. Para tal, estes

grupos foram subdivididos para:
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) Avaliacdo da relacdo da curva concentracdo-efeito (doses
cumulativas): 10 animais para o GC e 10 para o GH,;
II) Avaliacdo da contribuicdo do NCX no relaxamento de MPI
guiescentes: 10 animais para o GC e 10 para o GH,;
Ill) Determinacdo da curva concentracdo-efeito da cafeina em
preparacdes estimuladas eletricamente (abalo): 8 animais para o GC

e 8 para o GH,;

Para realizacéo dos protocolos descritos em |, 1l e Ill, empregou-se o
sistema constituido de camaras descrito anteriormente. Na primeira fase de cada
um dos protocolos, o musculo foi mantido em uma cémara, contendo Ringer

Normal e submetido a estimulacéo elétrica até a obtencéo da estabilizacéo.

Na segunda fase dos protocolos | e I, foi utilizada uma solucao de
Ringer Zero (RO — zero sodio, zero célcio) na qual se substitui isosmoticamente

o0 sodio e o célcio (ONa*-0Ca?*) por LiCl.

Apds, iniciou-se as diferentes fases dos protocolos experimentais.

) Avaliacdo da relacdo da curva concentracdo-efeito (doses
cumulativas): Apés ter sido cessada a estimulacao elétrica (EE),
0 musculo papilar foi transferido, da solu¢éo de RN, para a 22
camara contendo RO. ApOos um periodo aproximado de 15
minutos, adicionou-se a solugcdo, cafeina para obtencédo de
concentragcOes cumulativas de 0,5, 1, 3, 10 e 30 mM. O aumento
da concentracdo da cafeina foi realizado apés a contracao ter

alcancado estado estacionario. Apos a obtencdo da curva
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concentragao-efeito, o papilar foi transferido para uma camara
contendo solugdo Ringer Normal onde reiniciou-se a
estimulacdo elétrica. Neste protocolo foram mensurados a
producdo de forca do abalo antes e apds adicdo de cafeina,
+dF/dT — primeira derivada da produc¢éo de for¢ca no tempo —
(velocidade de contracdo) e —dF/dT — primeira derivada de
decréscimo de for¢a no tempo — (velocidade de relaxamento)
antes e ap6s adicdo de cafeina. Foi mensurada a producéo de
forca de contracdo na presenca de cafeina (0,5, 1, 3, 10 e 30

mM).

Sequéncia: Ringer N + EE — Ringer 0 — Ringer 0 + cafeina (0,5 - 1

—3-10-30 mM) — Ringer N + EE

)

Avaliacdo da contribuicdo do NCX no relaxamento de MPI
guiescentes: Apos a estabilizacdo do masculo papilar durante o
periodo de estimulacéo elétrica em Ringer Normal, o mesmo foi
transferido e mantido, por aproximadamente 15 minutos, em
uma segunda camara contendo a solucdo Ringer 0. A seguir, a
preparacao foi transferida para uma terceira camara contendo
Ringer 0, na presenca de bloqueadores da SERCA2
(tapsigargina 5 pM, ou acido ciclopiazénico 10 pM). Na
sequéncia, o musculo papilar foi transferido para uma quarta
camara contendo solucdo Ringer O, tapsigargina ou ACP e
cafeina (30 mM). ApOs a contragdo atingir o estado

estacionario, o musculo foi transferido para a solucéo Ringer N
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e tapsigargina ou ACP. Por fim, a preparacdo foi transferida
novamente a primeira cAmara, contendo RN e na sequencia
procedeu-se a estimulagcdo elétrica da mesma. Esses
experimentos se caracterizam, ap6és a contracdo rapida
induzida pela cafeina, por uma fase de relaxamento rpido e
uma outra fase de relaxamento mais lento. Nesse protocolo
foram mensurados, a producdo de forca, +dF/dT e -dF/dT,
durante estimulacéo elétrica. A producdo de forca (pico de
contragdo), o tempo, velocidade e percentual do relaxamento
da fase rapida (logo apés atingir o pico de contracdo) e, tempo
e percentual do relaxamento da fase lenta (apds fase de
relaxamento rapido) foram mensurados durante a exposicao

das preparacgfes a cafeina 30 mM.

Sequéncia: Ringer N + EE — Ringer 0 — Ringer 0 + tapsigargina/ACP

— Ringer 0 + tapsigargina/ACP + cafeina 30 mM — Ringer N + tapsigargina/ACP

— Ringer N + EE

10

Determinacdo da curva concentracdo-efeito da cafeina em
preparacdes estimuladas eletricamente (abalo): Para se avaliar
a producdo de forca durante a estimulacdo elétrica,
empregamos uma Unica camara contendo RN. Apés a
estabilizacdo da preparagéo, foi adicionada quantidades
crescentes de cafeina a solucdo para obtencdo de
concentragbes finais de 0,5, 1, 3 e 5 mM. O aumento da

concentragdo da cafeina foi realizado ap6s a contragédo
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precedente ter alcancado estado estacionario. Neste protocolo
foram mensurados, a producéo de forca, +dF/dT e —dF/dT
durante a estimulacédo elétrica antes e durante a exposicéo das

preparacdes a cafeina.

Sequéncia: Ringer N + EE — Ringer N + Cafeina 0,5 mM + EE —
Ringer N + cafeina 1 mM + EE — Ringer N + Cafeina 3 mM + EE — Ringer N +

Cafeina 5 mM + EE

Drogas e reagentes: As drogas e reagentes utilizados, o horménio Ts,
a Tapsigargina (Lote 052M4144V) e o Acido Ciclopiazénico (ACP — Lote
092M4045V) e a cafeina e; 0 DMSO usado na diluicdo do T3, foram adquiridos
respectivamente da Sigma Aldrich Chemicals, St. Louis, MO; e ISOFAR Industria
e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, Duque de Caxias, RJ. Os demais
reagentes LiCl; TRIS e; D(+) Glucose Anidra, NaCl, KCI, HCI, CaCl2 e MgClz,
foram adquiridos respectivamente da Aldrich Chemical Company, Inc, EUA;
Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ e; Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha. Todas as substancias quimicas utilizadas neste estudo tiveram grau

de pureza = 98%.

A tapsigargina e o ACP foram recebidos em gelo seco em uma
temperatura aproximada de -20°C e mantidos em um congelador sob a mesma
temperatura. Foi realizada a diluicdo da droga em temperatura ambiente e, a
seguir, o conteudo foi armazenado em aliquotas suficientes para a realizacéo

diaria dos experimentos.
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Andlise estatistica: Os dados foram considerados estatisticamente
diferentes quando a probabilidade de ocorréncia da hip6tese nula foi igual ou
inferior a 5% (P < 0,05). Para comparagéo de uma unica condi¢do experimental
em relacdo ao controle, no mesmo experimento, empregou-se o teste t de
Student pareado e entre experimentos diferentes, o ndo-pareado. Quando para
dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para analise dos
dados foram utilizados os programas Sigma Plot e Sigma Stat fabricados pela
Jandel Scientific Inc. Os dados obtidos em pelo menos 6 experimentos, estdo

expressos com a média + erro padréo.
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5. RESULTADOS

Comparando o grupo hipertireoideo com 0s animais do grupo
controle, os animais com hipertireoidismo tiveram uma importante diferenca no
peso corporal (mostrado na tabela 1, abaixo), sendo este reduzido a partir do 5°
dia de tratamento (P = 0,031), (como demonstrado na figura 7) e alcancando
uma maior diferenca no 7° dia de tratamento (P = 0,012).

Tabela 1: Peso dos animais no 1° e 10° dia de tratamento e dia da coleta

Grupo Peso (g) 1°dia Peso (g) 10° dia Peso (g) coleta
Controle 281,2273 £5,1824  305,2727 + 4,8938  305,4091 + 4,6976
Hipertireoideo 281,3636 + 4,4369 285,1429 + 4,96 288,9048 + 4,7318

Legenda: Média + Erro padréo

Variacdo do peso corporal durante o tratamento com T, ou Veiculo

320 -
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Figura 7: Evolugao da massa corpérea dos animais durante o tratamento com o horménio
tireoidiano ou veiculo. A figura demonstra a variagao no peso corporal, em gramas, dos ratos
tratados com T3 (GH) ou veiculo (GC). Observa-se diferenca estatistica ho peso dos animais
entre os grupos, a partir do 5° dia de tratamento (5: P =0,031; 6: P =0,019; 7: P =0,012; 8: P =
0,022; 9: P = 0,013; 10: P = 0,017; 11: P = 0,018). Os dados estao expressos como a média *
erro padrédo. (* P < 0,05). n = 56.
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O peso do coracdo dos animais hipertireocideos encontra-se
significativamente aumentado em relagdo aos animais eutireoideos, como
representado na figura 8 (P < 0,001). O GC apresentou um peso medio (em
gramas) de 1,129 + 0,0223 e 0 GH 1,353 £ 0,0303.

Peso do coracao de ratos hiper e eutirecideos
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[ Hipertireoideo
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Peso do Coragao (g)
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Figura 8: Peso do coracgéo dos animais do GC e GH apds o 10° dia de tratamento. Observa-
se aumento do peso dos cora¢Bes de animais do grupo hipertireoideo. Os dados estéo expressos
como a média + erro padrao. (* P < 0,001). n = 56.
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A figura 9 demonstra a relacdo peso do coracao/peso corporeo dos
animais (mg/g), onde pode-se observar uma diferenca significativa (P < 0,001)
entre os grupos. A média dos animais do grupo controle foi 3,751 + 0,0523 e a
do grupo hipertireoideo foi 4,616 + 0,1222.

Relacdo entre peso do coracao sobre peso do animal

H Controle
[ Hipertireoideo *

Peso do coragao/Peso corporeo (mg/g)

0

Figura 9: Relacéo entre o peso do coracdo sobre o peso corporal dos animais do GC e do
GH. A relacdo peso do coragao/peso corpéreo maximiza a diferenca entre os grupos devido ao
aumento da massa cardiaca e diminuicdo da massa corporea, observadas no GH. Os dados
estio expressos como a média + erro padrdo. (* P < 0,001). n = 56.
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A figura 10 representa o0s registros originais de forca maxima
desenvolvida pelos muasculos papilares (em vermelho), +dF/dT e —dF/dT (em

azul) obtidos em condic&o isométrica, durante estimulacéo elétrica (abalo).
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Figura 10: Registro original do desenvolvimento de forca méaxima de contragao, +dF/dT e
—dF/dT induzida por estimulagé@o elétrica apds estabilizacdo da contracdo. A figura foi
retirada do registro do animal 9 do GC.
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Nossos dados de forca maxima desenvolvida pelos musculos
papilares obtida em condi¢éo isométrica, durante estimulagdo elétrica (abalo),
sdo demonstrados pela figura 11. N&o foi observada diferenca estatistica entre

0s grupos. O valor médio obtido do grupo controle foi de 17,0571 + 3,3495

UN/um?, enquanto que para o grupo hipertireoideo foi de 11,9194 + 1,2701
UN/pm?.
Producao de for¢ca dos musculos papilares durante
abalo antes da adic@o de cafeina
25 -
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20 A
5 15 -
g
2 1
C
S 10
L
5
0

Figura 11: Maximo desenvolvimento de forca produzida por MPI obtida durante a
estimulacdo elétrica. Os valores de forca maxima representados foram obtidos apds a
contragdo dos papilares alcangarem estabilizacdo. Os dados estdo expressos como a média +

erro padréo. (P = 0,615). n = 56.
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A velocidade maxima de producéo de forca (contracéo, +dF/dT) e, a
velocidade méxima de relaxamento (-dF/dT), expressas em mN/mm?/seg,
durante a estimulacao elétrica, ndo diferiram entre os grupos. Os valores meédios
de velocidade de contracdo obtidos pelos grupos controle e hipertireoideo sé&o
161,7584 + 33,2435 e 140,8792 + 16,4146, respectivamente, enquanto que 0s
valores médios de velocidade de relaxamento, sdo -119,3557 + 24,3952 e -
122,5427 + 16,7166 mN/mm?/seg (representados pela figura 12).

+dF/dT e -dF/dT de MPI de ratos hiper e eutireoideos durante
estimulacao elétrica, antes da adicao de cafeina
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Figura 12: Velocidade méaxima de contracéo (+dF/dT) e velocidade méaxima de relaxamento
(-dF/dT) de MPI estimulados eletricamente, apdés atingir estabilizacdo da contracéo
muscular. A velocidade maxima de contracdo é representada pela +dF/dT, sendo esta a
derivada da forca no tempo. A —dF/dT também ¢é derivada de for¢ca no tempo, porém, indica a
velocidade maxima atingida durante o relaxamento. Os dados estdo expressos como a média +
erro padrdo. (+dF/dT: P = 0,673 e; -dF/dT: P = 0,271). n = 56.
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Em relacdo a curva concentracdo-efeito da cafeina realizada em
solucéo ringer zero, em MPI quiescentes, ndo foi observada diferenga estatistica
entre os grupos controle e hipertireoideo em nenhuma das concentragdes
utilizadas (figura 13). Em 0,5 mM de cafeina, o GC produziu 0,6929 + 0,307
UN/um? de forca maxima de contracdo, enquanto que o GH gerou 0,2552 +
0,0299 puN/um2. Na concentracdo de 1 mM os valores alcancaram 0,4079 +
0,1953 e 0,23 + 0,0614 uN/um?, para os GC e GH, respectivamente. Da mesma
forma, os valores de forca alcancados com 3 mM de cafeina foram 1,63 + 0,868
e 0,6953 + 0,3516. Em 10 mM, 0,8141 + 0,3034 e 0,515 + 0,1579 e, por fim, em
concentracéo de 30 mM, os MPI produziram 1,4897 + 0,4984 e 0,6957 £ 0,2967
UN/pm?.

Forca produzida pelos musculos papilares induzida pela adicao
de cafeina durante a curva concentracdo-efeito
3,0

—a— Controle
25 - - Hipertirecideo -
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Figura 13: Forca maxima de contracdo desenvolvida pelos MPI quiescentes, induzida pela
adicao de cafeina representada por uma curva concentra-efeito. Os dados estdo expressos
como a média + erro padrdo. (0,5 mM: P =0,689; 1 mM: P = 0,965; 3 mM: P = 0,625; 10 mM: P
= 0,505 e; 30 mM: P = 0,198). n = 20.
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O percentual da forca de contracéo produzida pelos MPI, induzida por
0,5 mM de cafeina, no grupo controle, obteve um valor médio de 3,0537 + 0,4399
% em relacdo a forca produzida durante o abalo inicial, enquanto que no grupo
hipertireoideo, esse valor médio de forca foi de 2,4350 + 0,4724 %. Para a
concentracdo de 1 mM de cafeina, os valores de forca obtidos foram 1,9443 +
0,4554 e 2,015 + 0,4069 %, para o GC e GH, respectivamente. Em 3 mM,
observou-se os valores de 6,6422 + 1,6096 e 4,4763 £ 1,338. Os valores médios
obtidos em 10 mM de cafeina foram 5,3319 + 1,2513 e 4,3288 + 1,1676. Por fim,
em 30 mM de cafeina, a for¢ca de contracédo atingiu 8,3985 + 1,8292 no GC e
5,2738 + 1,6194 % no GH. Nenhuma das concentracdes de cafeina foi capaz de
desenvolver diferenca significativa na forca maxima de contracdo entre 0s
grupos, como demonstrado na figura 14.

Percentual de contracdo dos musculos papilares em diferentes
concentracdes de cafeina em relacao ao abalo inicial
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Figura 14: Percentual de forca maxima de contragcdo isométrica desenvolvida pelos MPI
durante a curva concentracdo-efeito em relacéo ao abalo inicial. Os dados estdo expressos
como a média + erro padrdo. (0,5 mM: P =0,354; 1 mM: P =0,894; 3 mM: P = 0,351; 10 mM: P
=0,574 e; 30 mM: P = 0,231). n = 20.
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A maxima producdo de forca pelos musculos papilares durante a
estimulacao elétrica, ap0s a realiza¢do da curva concentragéo-efeito da cafeina,
também ndo demonstrou diferenca estatistica (P = 0,450) entre 0 GC e o0 GH,
gue desenvolveram uma for¢ca média de 11,2155 + 3,9341 e 5,2561 + 1,0775

UN/um?, respectivamente (figura 15).

Producdo de forca dos musculos papilares
durante abalo apds adi¢cdo de cafeina
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Figura 15: Maximo desenvolvimento de forca produzida por MPI, obtida durante a
estimulacdo elétrica, apos a adicdo de cafeina. Os valores de forca méaxima representados
foram obtidos ap6s inducao da contracdo muscular de papilares com o uso de cafeina. Os dados
estdo expressos como a média £ erro padrdo. (P = 0,450). n = 20.
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Assim como os valores de forca maxima (figura 15), os valores de
velocidade méxima de contragdo, +dF/dT, e de relaxamento, -dF/dT (figura 16),
também nao diferiram entre ambos 0s grupos apls a realizacdo da curva
concentracdo-efeito. Os valores médios para a +dF/dT foram 102,3898 =+
33,3828 para o GC e 70,1286 + 15,0609 mN/mm?/seg para o GH. Os resultados
obtidos para -dF/dT sdo -105,882 + 31,8201 no GC e -87,021 + 21,8988
mN/mm?/seg no GH.

+dF/dT e -dF/dT em ratos hiper e eutirecideos
apos adicdo de cafeina
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Figura 16: Velocidade méaxima de contracéo (+dF/dT) e velocidade méxima de relaxamento
(-dF/dT) de MPI estimulados eletricamente, obtida dos experimentos ap6s a adicdo de
cafeina. Os dados estdo expressos como a média + erro padrao. (+dF/dT: P = 0,965 e; -dF/dT:
P =0,824). n = 20.
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A figura 17 representa a forca maxima de contracao desenvolvida por
musculos papilares quiescentes em solucao ringer zero, induzida por uma Unica
adicdo de cafeina 30 mM. N&o foi observada diferenca estatistica entre os

grupos controle e hipertireoideo, sendo os valores 2,7682 + 1,0455 e, 1,3505 +

0,3513 uN/mm?, respectivamente.

Forca produzida pelos musculos papilares induzida pela
adicdo de cafeina 30mM
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Figura 17: Forca maxima de contracdo desenvolvida pelos MPI quiescentes, induzida por
uma Unica adi¢do de cafeina 30 mM em soluc&o Ringer ONa*-0Ca?* contendo Tapsigargina
ou ACP. Os dados estédo expressos como a média + erro padrdo. (P = 0,235). n = 20.
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A figura 18 demonstra o percentual da forca de contracdo produzida
pelos MPI quiescentes, induzida por 30 mM de cafeina, em relacdo a forca
produzida durante o abalo inicial. No grupo controle, o valor médio foi de 18,55
+ 3,8424, enquanto que no grupo hipertireoideo, foi obtido 11,226 + 2,1246 %.

Como observado, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

Percentual de contracao dos musculos papilares induzida
pela adi¢do de cafeina 30mM em relagdo ao abalo inicial
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Figura 18: Percentual de forca méaxima de contracdo isométrica desenvolvida pelos MPI
ap6s a adicdo de 30 mM de cafeina em relacéo ao abalo inicial. Os dados estdo expressos
como a média * erro padrdo. (P = 0,134). n = 20.
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A figura 19 representa as velocidades médias de contracdo e
relaxamento da fase rapida dos MPI quiescentes, apos a adi¢cdo de cafeina 30
mM. Como pode-se observar, os valores das velocidades de contracdo e
relaxamento da fase rapida nao diferiram entre os grupos. Os valores médios
obtidos para a contracdo sédo 13,66 + 5,1038 e 7,644 + 2,3281 mN/seg (P =
0,315) e para o relaxamento 2,14 £ 0,2657 e 1,542 + 0,3696 mN/seg (P = 0,225),
respectivamente para o GC e o GH.

Velocidades de contragdo e relaxamento da fase lenta dos musculos
papilares isolados apos adicdo de cafeina 30mM
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Figura 19: Velocidades de contracdo e relaxamento da fase rapida de MPI quiescentes
apo6s a adicdo de 30 mM de cafeina em solucdo Ringer ONa*-0Ca?* contendo Tapsigargina
ou ACP. A contracdo dos musculos papilares deu inicio no ato de adicdo da cafeina, periodo
onde foi mensurada a velocidade maxima de contracdo. O relaxamento da fase rapida, periodo
onde foi mensurada a velocidade méxima de relaxamento, ocorreu logo ap6s a contrag¢éo atingir
seu pico maximo. Os dados estéo expressos como a média + erro padrédo. (Contracdo: P = 0,315
e; Relaxamento: P = 0,225). n = 20.
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O tempo que os musculos papilares levaram, do pico da contracao
com 30 mM de cafeina, até atingir um estado estacionario, foi definido no
presente trabalho como tempo de relaxamento da fase rapida. Este, ndo diferiu
estatisticamente entre o GC e o GH, sendo os valores médios respectivos, 39,4
+9,9126 e 33,8 £ 12,9938 segundos (P = 0,741) (figura 20).

Tempo de relaxamento da fase rapida apos adicao de cafeina 30mM
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Figura 20: Tempo de relaxamento maximo da fase rapida dos MPI quiescentes
normalizados em relacdo a forgca maxima produzida, induzida pela adicdo de 30 mM de
cafeina. Relaxamento mensurado do pico da contragdo com 30 mM de cafeina até manutencao
do estado estacionario. Os dados estdo expressos como a média + erro padrdo. (P = 0,741). n =
20.
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O percentual de relaxamento da fase rapida atingido pelos MPI, apés
a contracdo induzida com cafeina 30 mM, foi semelhante entre os grupos
controle e hipertireoideo (P = 0,841), podendo ser observado na figura 21. Os
valores médios percentuais referentes a ambos os grupos sédo 52,494 + 5,255 e

51,936 + 11,166 %, respectivamente.

Percentual de relaxamento da fase rapida dos musculos papilares
apos adicdo de cafeina 30mM
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Figura 21: Percentual de relaxamento maximo da fase rapida dos MPI quiescentes
normalizados em relacdo a forca méxima produzida, induzida pela adicdo de 30 mM de
cafeina. Relaxamento mensurado do pico da contragdo com 30 mM de cafeina até manutengéo
do estado estacionéario. Os dados estdo expressos como a média + erro padrdo. (P =0,841). n =
20.
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O tempo de relaxamento da fase lenta (figura 22) foi observado apés
o tempo de relaxamento da fase rapida, iniciando no instante em que os MPI
foram transferidos de uma solucéo Ringer zero, para uma solucao Ringer normal,
até atingir o relaxamento total da contracao induzida por 30 mM de cafeina (GH),
e/ou até atingir novamente o estado estacionario (GC). Observa-se diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, sendo que os valores medios de
tempo maximo para alcancar o relaxamento foram 50,2233 + 9,6054 segundos
para o GC e 20,17 + 4,4302 segundos para o GH. O percentual de relaxamento
da fase lenta para o GC foi de 90,316 + 4,7343, enquanto que o0 GH os MPI
obtiveram um relaxamento de 100 %.

Tempo de relaxamento da fase lenta apds relaxamento da fase rapida
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Figura 22: Tempo de relaxamento maximo da fase lenta dos MPI quiescentes em Ringer
normal contendo Tapsigargina ou ACP apdés afase de relaxamento rdpido. Os dados estdo
expressos como a média + erro padrdo. (* P <0,001). n = 20.
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Em relacdo a curva concentracdo-efeito da cafeina realizada em
solucdo Ringer normal, em MPI estimulados eletricamente, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos controle e hipertireoideo em nenhuma das
concentracfes utilizadas (figura 23). Em 0,5 mM de cafeina, o GC produziu
9,5794 + 2,3858 uN/um? de forca maxima de contragdo, enquanto que o GH
gerou 7,3954 + 0,9275 uN/um?2. Na concentragdo de 1 mM os valores médios
alcancaram 7,6705 + 1,7848 e 6,0323 + 0,7986 pUN/um?, para os GC e GH,
respectivamente. Da mesma forma, os valores de forca alcancados com 3 mM
de cafeina foram 4,3209 * 1,0162 e 4,9037 + 0,9406 e, em 5 mM, 3,0147 +
0,5894 e 1,948 + 0,3635.

Forca produzida pelos musculos papilares durante estimulacao elétrica,
apos adicdo de cafeina em animais hiper e eutireoideos
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Figura 23: Forgca maxima de contracéo desenvolvida pelos MPI estimulados eletricamente,
induzida pela adicdo de cafeina representada por uma curva concentracao-efeito. Os
dados estdo expressos como a média + erro padrdo. (0,5 mM: P = 0,478; 1 mM: P = 0,482; 3
mM: P = 0,696 e; 5 mM: P = 0,236). n = 16.
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O tempo para a contracdo de MPI estimulados eletricamente em
solucao ringer normal atingir estado estacionario apds a adi¢do de cafeina em
diferentes concentracdes, ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
controle e hipertireoidismo, como demonstrado na figura 24. Os valores médios
de tempo, em segundos, foram, respectivamente, 371,1429 + 87,9557 e
220,2000 * 40,2385, em 0,5 mM de cafeina; 294,4286 + 38,8243 e 282,2000 *
79,2328, em 1 mM de cafeina; 594,5714 + 125,6471 e 295 + 101,8842, em 3 mM
e; 655,3333 + 210,7736 e 1376 + 821,5716, em 5 mM de cafeina.

Tempo para a preparacao atingir estado estacionario
apos adicao de cafeina em animais hiper e eutirecideos
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Figura 24: Tempo para a preparacdo atingir estado estacionéario durante a curva
concentracao-efeito em MPI estimulados eletricamente. Os MPI estimulados eletricamente
permaneceram em solu¢do Ringer normal durante todo o protocolo. Os dados estéo expressos
como a média * erro padrao. (0,5 mM: P =0,203; 1 mM: P =0,882; 3mM: P=0,114 ¢; 5 mM: P
=0,334). n = 16.
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6. DISCUSSAO

O interesse e a importancia de estudos que investigam as a¢des dos
hormdonios tireoidianos no sistema cardiovascular é bastante amplo, existindo um
namero bastante significativo de publicacdes sobre o tema (SZKUDLAREK et
al.,, 2014; ROZANSKI et al., 2013; WANG et al., 2010; FERREIRA et al., 2003;
GRIJOTA-MARTINEZ et al, 2011; VERHOEVEN et al., 2001; AGHINI-
LOMBARDI et al., 2006; SWANSON et al., 2003; DINIZ et al., 2012; KOUKOULIS
et al., 2002; MITTAG et al., 2013; MESSARAH et al., 2011; ARAI et al., 1991;
MORISCOT et al., 1997; MAGER et al., 1992; ORTIGA-CARVALHO et al., 2004;
WU et al., 1997; ZHANG et al., 2013 e; PRISANT et al., 2006).

Tem sido amplamente descrito, que o hipertireoidismo tem como um
de seus efeitos, a reducdo do peso corporal, tanto pela redugcdo da massa
muscular, quanto pela diminuicdo do tecido adiposo (FREITAS et al., 2013;
DIMITRIADIS et al., 2006; KLIEVERIK et al., 2009; RIIS et al., 2002; POIAN e
CARVALHO-ALVES, 2002; GREGER e WINDHORST, 1996 e; SJOGREN et al.,
2007). O hipertireoidismo também resulta em aumento da massa cardiaca
(FREITAS et al., 2013; POLIKAR et al., 1993; WELTMAN et al., 2012; POIAN e
CARVALHO-ALVES, 2002; GREGER e WINDHORST, 1996 e; DILLMANN,
2010).

Um dos achados desse estudo foi reducdo do peso corpéreo dos
animais (P = 0,017) e, aumento, em valores absolutos, da massa cardiaca (P <
0,001) no grupo com hipertirecidismo em relacdo aos animais controle. O
aumento significativo do peso do coracdo em relacdo a massa muscular nos

animais do GH, indica hipertrofia cardiaca (P < 0,001) (BROWN et al., 2002 €;
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DORR et al., 2005). Esses dados asseguram que o tratamento com T3 foi efetivo
na inducéo do hipertireoidismo.

Em individuos eutireoideos, os hormonios tireoidianos agem de modo
a estimular a sintese do tecido adiposo e proteica, porém, o hipertireoidismo é
caracterizado pelo aumento da degradacdo das células adiposas e das
proteinas, principalmente as musculares, como consequéncia da maior
expressdo das enzimas proteinoliticas. Como resultado observa-se uma
diminuicdo da massa muscular esquelética e da massa adiposa (POIAN e
CARVALHO-ALVES, 2002 e; GREGER e WINDHORST, 1996). Contudo, em
musculo cardiaco, os efeitos dos HT aumentam a expressdo de proteinas
sarcomeéricas ocasionando hipertrofia cardiaca (POLIKAR et al., 1993).

Estudos demonstram que a hipertrofia ventricular presente no estado
hipertireoideo, pode ser explicada pelo aumento da sintese de proteinas
especificas e/ou pelo aumento do trabalho desenvolvido pelo masculo ventricular
(DILLMANN, 1989; KLEIN e HONG, 1986; BEDOTTO et al., 1989; COOPER et
al., 1985; OJAMAA et al., 1992; MOHR-KAHALY et al., 1996; DANZI e KLEIN,
2004 e; BROWN et al., 2002). Tem sido demonstrado que o tratamento de
animais com T4, durante 2 semanas promoveu aumento do volume celular, em
até duas vezes, e abundancia de mitocondrias (FERREIRA et al., 2003).
Também foi observada hipertrofia ventricular em animais tratados com Tas
durante uma ou duas semanas (FERREIRA et al., 2003).

Em midcitos cardiacos, a elevacdo dos niveis de Ta induziram
aumento nos niveis de RNAm da a-miosina e da SERCA, respectivamente em
181 e 208%. Estes dados sugerem que o hormonio atua de forma direta nos

genes gue codificam estas proteinas. Neste mesmo estudo, demonstrou-se que
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0 T4 ndo provocou aumento do RNAm de outras proteinas. Contudo, aumentos
nos niveis de T4 e do trabalho cardiaco, induziram o aumento na quantidade total
de RNAmM (OJAMAA et al., 1992). Estes resultados sugerem que alguns genes
sdo ativados diretamente pelo Ts, e em outros sdo necessarios ambos, a
presenca do horménio e o aumento do trabalho cardiaco.

Em coelhos tratados com levotiroxina por 28 dias, observou-se
aumento nos niveis de RNAm da SERCA (Su et al., 2008). Também tem sido
demonstrado aumento na expressdao da a-MHC em ratos hipertireoideos
(GALLER et al., 2002; HADDAD et al., 2010 e; DINIZ et al., 2013).

No hipertireoidismo, a frequéncia cardiaca esta comumente
aumentada. Kahaly e Dillmann (2005) demonstram que esse dado correlaciona-
se com 0 aumento na expressédo de genes dos canais de Na*, voltagem e tempo
dependentes, responséaveis pela fase de despolarizacao diastdlica lenta (fase 4).
O aumento na expressao desses canais ocasionou elevacao da densidade de
corrente do tipo I, promovendo um aumento da velocidade de despolarizagéo.
Estes efeitos dos HT contribuem para o aumento do trabalho cardiaco e de sua
hipertrofia (KAHALY e DILLMANN, 2005).

As atividades biologicas desempenhadas pelo hormdnio Ts, por meio
de transcricdo de proteinas por ele regulados, séo cruciais para a regulacédo das
funces sistdlica e diastdlica cardiacas. O hipertireoidismo esta relacionado ao
aumento no consumo de Oz, velocidade de relaxamento do miocéardio, maior DC,
assim como aumento na contratilidade do ventriculo esquerdo (AMIDI, et al.,
1968; SZKUDLAREK et al., 2014 e, VIEIRA, 2012).

Em nosso trabalho, nés ndo observamos diferenca estatisticamente

significativa entre o grupo hipertireoideo e o grupo controle (p = 0,615) quando
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comparados os valores maximos de producao de for¢a pelos musculos papilares
obtida durante estimulagéo elétrica (abalo).

O aumento da massa ventricular eleva a producédo de forca. Neste
trabalho a producao de forca foi normalizada pela area de seccao transversa,
evitando assim, erros na estimativa de forca maxima produzida.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio, demonstraram
que o hipertireoidismo nado alterou a forca maxima do abalo em preparacdes
submetidas a concentracdes variaveis de fon Ca?* extracelular (SZKUDLAREK,
2011 e; VIEIRA, 2012). De forma semelhante tem sido amplamente demonstrado
na literatura que a contratilidade cardiaca de animais com hipertireoidismo n&do
€ afetada de maneira significativa (CHING et al., 1996; MERILLON et al., 1981;
FERREIRA et al., 2003 e; PALMIERI et al., 2004). Por outro lado, a cinética de
desenvolvimento de forca cardiaca é bastante controversa, havendo estudos
onde o hipertireoidismo induziu aumento na velocidade de contragdo e/ou
relaxamento (PALMIERI et al., 2004; KAHALY e DILLMANN, 2005; KISS et al.,
1994; AMIDI et al., 1968; SIMMERMAN et al., 1986 e; VARGAS-URICOECHEA
et al., 2014), reducdo (ROZANSKI et al., 2013 e; BIONDI et al., 2000) ou
nenhuma alteracao nesses dois parametros (SHAPIRO et al., 1997; ROZANSKI
et al., 2013; PALMIERI et al., 2004; CHING et al., 1996 e; MERILLON et al.,
1981).

A comparacgédo de resultados € dificil devido a diferentes modelos
experimentais empregados, tempo de manutencdo do hipertireoidismo e
espécies animais utilizados.

Os nossos dados demonstram que em musculos papilares isolados

de animais com hipertireoidismo ndo ocorreram alteracbes na velocidade
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méxima de contracdo (+dF/dT) (P = 0,673), ou de relaxamento (-dF/dT) (P =
0,271). Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos existentes na
literatura (DILLMANN, 2002; MERILLON et al., 1981; CHING et al., 1996;
SZKUDLAREK et al., 2014; SHAPIRO et al.,, 1997; ROZANSKI et al., 2013;
PALMIERI et al., 2004, SEPPET et al., 1990 e; BIELECKA-DABROWA et al.,
2009).

Por outro lado, tem sido demonstrado que no hipertireoidismo ocorre
aumento da velocidade de contracdo em cardiomidcitos isolados (JOSEPHSON
etal., 1990; SEPPET etal., 1991 e; WOLSKA et al., 1997), em papilares isolados
(VIEIRA, 2012 e; MOHR-KAHALY et al., 1996) em coracao isolado (MARRIOTT
e McNEILL, 1983 e; GRUPP et al., 1993), in vivo, (SZKUDLAREK et al., 2014 €;
BIONDI et al., 2000). Acredita-se que esse aumento da velocidade de contracdo
seja decorrente de mudancas nas isoformas de miosina (WOLSKA et al., 1997;
GRUPP et al., 1993 e; MOHR-KAHALY et al., 1996).

Ha trés isoformas de miosina reconhecidas e encontradas no
miocéardio em diferentes espécies, a V1, a V2 e a V3. Em humanos eutireoideos,
a predominancia no miocardio é da V3, aproximadamente 95% do conteudo total
desta proteina. A cabeca da miosina é constituida por duas cadeias pesadas e
quatro cadeias leves, destas Ultimas, duas sdo essenciais e duas séao
regulatérias. As diferentes isoformas de miosinas sdo semelhantes na estrutura
de cadeia leve, porém, diferem na cadeia pesada. A isoforma V1, possui duas
unidades de cadeia pesada a, a isoforma V3 possui duas [3, enquanto que a V2
possui uma cadeia pesada a e uma 3 (MORKIN et al., 1983).

No hipertireoidismo, a subunidade a da cadeia pesada da miosina tem

sua expressao aumentada, enquanto que a subunidade B é reduzida. Desta
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forma, no hipertireoidismo h& predominéncia da isoforma V1 (MORKIN, 1993;
MORKIN, et al., 1983).

A isoforma V1, possui uma maior velocidade de ciclizagao de pontes
transversas. Em cada ciclo, ocorre a utilizacdo de ATP, portanto, tanto a
velocidade de contragdo do musculo cardiaco, quanto a de consumo de ATP séo
aumentadas (MORKIN, 1993; MORKIN, et al., 1983).

Em estudos anteriores do nosso laboratério demonstrou-se que o
hipertireoidismo agudo néo alterou (SZKUDLAREK et al., 2014), ou promoveu
aumento na velocidade de contracdo de musculos papilares estimulados
eletricamente (VIEIRA, 2012). Dados de ecocardiografia de nosso laboratorio,
demonstraram que, em animais com hipertireoidismo agudo, tiveram menor
tempo de contracdo isovolumétrico e de ejecao ventricular, indicando que houve
aumento na velocidade de contracdo in vivo (SZKUDLAREK et al., 2014). Por
outro lado, animais hipotireoideos apresentaram aumento no tempo de ejecéo
(ALDENUCCI, 2010).

Outros estudos, no entanto, demonstram que no hipertireoidismo o
desempenho cardiaco pode estar comprometido (ROZANSKI et al., 2013;
FERREIRA et al., 2003 e; KAHALY e DILLMANN, 2005).

Em cardiomidcitos isolados de ratos com hipertireoidismo agudo,
observou-se uma severa redugcdo na velocidade de contracdo, mas néao
ocorrendo alteracdes na velocidade de relaxamento (ROZANSKI et al., 2013).
Os autores atribuem esses resultados a uma alteracao estrutural do sarcémero,
pois foi observado que a expresséo da proteina M encontrava-se reduzida nos
animais com hipertireoidismo. A proteina M esta localizada na regiao central do

sarcomero e faz a ancoragem dos filamentos grossos, sendo essencial para a
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estabilizacdo do sarcomero (ROZANSKI et al., 2013). Os autores sugerem que
a proteina M regula a atividade das cadeias leves e pesadas da miosina e da
troponina C.

Como o musculo cardiaco comporta-se como um sincicio funcional,
as altera¢6es na propagacdo do potencial de acdo de uma célula a outra podem
ocasionar altera¢des contrateis importantes. Tem sido demonstrado (FERREIRA
et al., 2003) que o hipertireoidismo agudo ocasiona desorganizacao dos discos
intercalares alterando o arranjo celular, levando a degeneracdo completa da
estrutura sarcomérica. Verificou-se que essa desorganizagcdo iniciou-se nos
filamentos finos. Esta desorganizacdo ocasionou perda da eficiéencia de
producao de forca de contracdo (FERREIRA et al., 2003).

Em um outro estudo foi mensurado o consumo de ATP em animais
com hipertireoidismo crénico. Foi observado que ha um maior consumo de ATP
no hipertireoidismo, por haver maior expressdo de enzimas ATPasicas,
principalmente os processos que envolvem transporte ativo. Assim, uma menor
fracdo de ATP é disponibilizada para producédo de forca. Os autores sugerem
que isto resulta em uma menor disponibilidade de energia quimica necessaria a
contracdo, o que a longo prazo, poderia levar a insuficiéncia cardiaca (KAHALY
e DILLMANN, 2005).

Foi observado por cateterismo em humanos com hipertireoidismo,
que ndo ha aumento real no nivel de contratilidade do miocéardio, independente
de alteracdes da frequéncia cardiaca e da pré-carga (MERILLON et al., 1981).

Outro parametro importante utilizado na avaliacdo da performance
cardiaca é o da velocidade de relaxamento do musculo. Comumente emprega-

se preparacdes isoladas estimuladas eletricamente em condi¢cdes isométricas ou
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utiliza-se dados de ecocardiografia em avaliacdes in vivo. Neste Ultimo caso é
avaliado o tempo de relaxamento isovolumétrico (SZKUDLAREK et al., 2014).

No hipertireoidismo, tem sido demonstrado que a velocidade de
relaxamento pode estar aumentada, reduzida ou mesmo inalterada, dependendo
do grau do hipertireoidismo, do tempo da instalacdo da disfuncéo, da espécie e,
se em humanos, de outros fatores como idade, sexo, comorbidades, etc. Nossos
dados demonstram que n&o ocorreu alteragcdo deste parametro. De forma
semelhante existem dados na literatura que demonstram que o hipertireoidismo
nao ocasiona disfuncéo diastdlica.

Nos estudos em que se verificaram aumento da velocidade de
relaxamento, os mecanismos envolvidos podem ser atribuidos ao aumento na
expressdo da SERCA2a e, na expressdo e estado de fosforilacdo da PLB
(KAHALY e DILLMANN, 2005).

A PLB esta constantemente inibindo a SERCA. Porém, quando é
fosforilado por proteinas quinase A e/ou C (pKA e pKC), por aumento nos niveis
de AMPc e/ou DAG, respectivamente, a inibicdo exercida € atenuada e uma
maior quantidade de Ca?* é recaptado para o interior do RS (KISS et al., 1994).

No hipertireoidismo, alteracées na proporcao relativa de PLB para
SERCA promovem maior afinidade da SERCA ao Ca?*, maior atividade
ATPasica da SERCA e menor inibicdo da PLB sob a SERCA, influenciando
diretamente na velocidade de relaxamento do miocardio (KISS et al.,, 1994;
AMIDI et al., 1968; SIMMERMAN et al., 1986 e; VARGAS-URICOECHEA et al.,
2014).

A velocidade de relaxamento ventricular depende basicamente da

velocidade com que o Ca?* é removido do citosol. A remocdo é realizada
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principalmente pela atividade de bombeamento deste ion para o interior do
reticulo sarcoplasmético pela SERCA ou para o extracelular, através do NCX.

Entretanto, estudos sobre a expressdo e atividade do NCX no
processo de relaxamento do musculo cardiaco de animais com hipertireoidismo
sao contraditérios (ALDENUCCI, 2010; BOERTH, e ARTMAN, 1996; HOJO et
al., 1997; SHENOY et al., 2001 e; CERNOHORSKY et al., 1998).

No estudo de Szkudlarek et al. (2014), resultados de ecocardiografia
em animais com hipertireoidismo agudo, demonstraram que o tempo da fase de
relaxamento isovolumétrico foi reduzido em quase 50% e houve redu¢do no
tempo diastolico total (intervalo de tempo transcorrido do inicio da fase de
relaxamento isovolumétrico ao fechamento das valvulas atrioventriculares). Em
outro estudo foi demonstrado maior velocidade de relaxamento de papilares
isolados estimulados eletricamente (VIEIRA, 2012). Em musculos papilares
isolados de animais com hipotireoidismo agudo, observou-se aumento no tempo
de relaxamento isométrico, bem como diminuicdo na velocidade maxima de
relaxamento (ALDENUCCI, 2010). Dados de ecocardiografia, demonstraram
uma maior duracdo da fase de relaxamento isovolumétrico, demonstrando que
as alteracdes observadas tanto no hipo, quanto no hipertireoidismo, manifestam-
se em condicdes in situ e in vivo (ALDENUCCI, 2010; KISS et al., 1994; AMIDI
et al., 1968; SIMMERMAN et al., 1986 e; VARGAS-URICOECHEA et al., 2014).

Apesar de que muitos estudos experimentais descrevem um aumento
na velocidade de relaxamento no hipertireoidismo, trabalhos que avaliaram o
hipertireoidismo subclinico relatam uma disfuncdo diastolica, que resulta na
reducdo da velocidade de relaxamento do musculo cardiaco (BIONDI et al., 1999

BIONDI et al., 2000 e; BIELECKA-DABROWA et al., 2009).
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Em um estudo em humanos com hipertireoidismo subclinico, foi
observado por ecocardiografia aumento no tempo de relaxamento
isovolumétrico. Verificou-se que no hiper ou hipotireoidismo subclinicos,
apresentaram anormalidade diastolicas semelhantes (BIONDI et al., 1999 e€;
BIONDI et al., 2000). O trabalho de Bielecka-Dabrowa et al. (2009) sugere que
a diminuicdo na velocidade de relaxamento observada no hipertireoidismo, seja
decorrente de mecanismos gerados pelo/no processo de hipertrofia ventricular,
mas que ainda nado foram elucidados. A relacdo entre hipertrofia cardiaca e
lusiotropismo séo complexas, pois neste estudo observamos hipertrofia cardiaca
sem, contudo, ter ocorrido alteragéo na velocidade de relaxamento.

De forma semelhante, Song et al. (2008) demonstrou que animais
com hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo, apresentaram funcao
ventricular esquerda normal. Esses autores encontraram que, apesar do
aumento na expressao da SERCA2a, sua atividade encontrava-se reduzida.

Apesar de ndo encontrarmos alteracdes na cinética de contracédo e de
relaxamento ou na capacidade de producdo de forca méxima de MPI
estimulados eletricamente provenientes de animais com hipertireoidismo, nao
podemos descartar a possibilidade de que ndo tenham ocorridos as alteragbes
celulares e moleculares descritas acima (alteracdes na expressao de proteinas
especificas — SERCA, PLB, a e B-miosina, proteina M, — hipertrofia cardiaca,
desarranjo sarcomérico e dos discos intercalares e maior consumo de ATP).

A sensibilidade do RyR ao Ca?' é fundamental para o processo
contratil. Caso haja uma dessensibilizacéo desses canais (a sensibilidade esteja
diminuida), o contetido de Ca?* liberado do RS diminui e, consequentemente, ha

diminuicdo na forca e velocidade da contracdo cardiaca. A cafeina, assim como
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o Ca?*, é um agonista dos RyRs e também ocasiona a abertura desses canais,
desencadeando o processo contratil (BERS e BRIDGE, 1989; BASSANI et al.,
1994a; BASSANI et al., 1994b e; BASSANI E BERS 1994).

Estudo com ratos com hipertrofia ventricular induzida pelo tratamento
com L-tiroxina, durante 10 dias, observou reducdo na quantidade de Ca?
armazenado no RS provavelmente por um aumento no vazamento de Ca?*
dessa organela (SONG et al., 2008). Isso sugere aumento na sensibilidade do
RyR ao Ca?".

Em condic¢@es fisiol6gicas, uma das técnicas empregadas para se
avaliar a quantidade de Ca?* armazenada no RS é o da potenciacédo pds-pausa
(PPP) (BASSANI E BERS, 1994; SZKUDLAREK et al., 2014 e; ALDENUCCI,
2010). Também € amplamente utilizada a contracéo induzida pela cafeina, como
um indice da quantidade de Ca®* presente no RS (BASSANI e BERS, 1994;
PIESKE et al., 1996; THOMAL, 2007 e; VIERA, 2012).

Alteracbes na quantidade de Ca?* armazenada no reticulo
sarcoplasmatico exerce profunda alteracdo da contratilidade do miocéardio.
Estudos sugerem que o hipertireoidismo induz reducéo na quantidade de Ca?*
armazenada no RS (SONG et al., 2008 e; VIEIRA, 2012).

Em musculos papilares isolados quiescentes (figura 13) e estimulados
eletricamente (figura 23), a curva concentragdo-efeito a cafeina néo foi alterada
de maneira significativa, sugerindo, entdo, que a sensibilidade dos RyRs e a
quantidade de Ca?* armazenada no RS ndo foram afetadas no hipertireoidismo.
Da mesma forma, a PPP de MPI de ratos com hipo ou hipertireoidismo, nao foi
alterada (THOMAL, 2007; ALDENUCCI, 2010 e; SZKUDLAREK et al., 2014).

Estes dados sugerem que estes estados tiredideos ndo afetam a quantidade de
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Ca?* presente no RS (THOMAL, 2007; ALDENUCCI, 2010 e; SZKUDLAREK et
al., 2014). Contudo, a resposta contratii do musculo cardiaco depende de
complexos mecanismos envolvidos na homeostasia do Ca?* intracelular, dentre
0S quais, os envolvidos na recaptacdo e de sua extrusdo pelo NCX. Neste
estudo, utilizamos de ferramentas com objetivo de bloquear farmacologicamente
a SERCAZ2, e/ou termodinamicamente, o NCX. Nessas condi¢des experimentais,
estando ambos, SERCA e NCX, bloqueados a resposta contratil induzida pela
cafeina € um bom indice da quantidade de Ca?* existente no RS. Verificamos
que a resposta contratil da cafeina ndo diferiu de forma estatisticamente
significante entre o grupo controle e hipertireoideo (figura 17), contrastando com
os dados de Song et al. (2008) e Vieira (2012).

Em preparagbes onde apenas a SERCA2 se encontrava bloqueada,
o relaxamento de MPI quiescente deve ser atribuido a atividade do NCX. Apds
a preparagao ter alcangado o pico de contragdo, observamos uma fase de
relaxamento rapido e uma fase subsequente de relaxamento lento. Esta fase de
relaxamento rapido também foi observada quando ambos, NCX e SERCA2, se
encontravam bloqueados, sugerindo entdo a existéncia de um mecanismo
eficiente de reducdo da [Ca?*]i ou de tamponamento deste ion. Poderiam ter
participacdo o mecanismo de transporte ativo de Ca?* para o meio extracelular
(bomba de Ca?*) e de sequestracdo pelas mitocondrias. Considerando que a
fase de relaxamento rapido observada neste estudo alcangcou aproximadamente
50% do total, estas duas possibilidades sdo pouco provaveis pois se acredita
que a contribuicdo de ambos para a reducéo da [Ca?*]i seja inferior a 2% do total
(BERS, 2002 e; REED et al., 2000). No que se refere ao tamponamento do Ca?*

no limem do reticulo sarcoplasmatico, sabe-se que este ocorre por meio de
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proteinas ligantes de Ca?*, as calsequestrinas. Em um estudo com coelhos,
demonstrou-se que, tanto no hipertireoidismo, quanto no hipotireoidismo, ndo ha
alteracdo na expressao desta proteina. Portanto, € pouco provavel que o
aumento na velocidade de relaxamento de fase lenta, observada no
hipertireoidismo, tenha sido ocasionado pelo aumento na capacidade de
tamponamento do Ca?" do reticulo sarcoplasméatico. Da mesma forma,
alteracdes nos niveis de calsequestrinas poderiam promover, pela diminui¢cao de
Ca?* disponivel, a velocidade de contracédo, o que também néo foi observado
(ARAI et al., 1991 e; GABURJAKOVA et al., 2013).

A velocidade da fase de relaxamento lento em preparacbes onde
somente a SERCAZ2 se encontrava bloqueada, foi maior nos MPI de animais com
hipertireoidismo. Esses dados sugerem que no hipertireoidismo a atividade e/ou
a expressdo do NCX encontra-se aumentada. Dados existentes na literatura
sobre a atividade e/ou expressdo do NCX sdo controversos (BOERTH, e
ARTMAN, 1996; HOJO et al., 1997; SHENOY et al., 2001; CERNOHORSKY et
al., 1998 e; ALDENUCCI, 2010).

Em animais hipertireoideos Cernohorsky et al., (1998) demonstrou
que a expressao do NCX, e da SERCA nao foram modificados. Contudo, foi
observado que o hipertireoidismo aumentou a atividade de transporte de calcio
de ambos. Os autores atribuem o aumento da atividade do NCX e da SERCA a
diminuicdo nos niveis de fosfolambano no estado fosforilado, ja que 0 mesmo
participa na regulacdo da atividade destes transportadores. Estes mesmos
autores observaram também que o hipotireoidismo induz aumento da atividade
e da expressdo do NCX e da SERCA. Boerth e Artman (1996) demonstraram

que no hipotireoidismo ocorre aumento e diminuicdo, respectivamente, na
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expressdao do NCX e SERCA enquanto que no hipertireoidismo ocorreu o
inverso. Hojo et al. (1997) observaram que cardiomiécitos expostos ao Ts,
apresentaram aumento na expressdo do NCX. Reed et al. (2000) também
demonstraram que o hipotireoidismo ocasionou aumento da expressao do NCX
e reducdo na expressdo da SERCA sendo que o hipertireoidismo aumentou a
expressdo da SERCA e reducéo na expressdo do NCX. Shenoy et al. (2001)
verificaram que o hipotireoidismo altera os niveis de expressdo de SERCA, NCX
e fosfolambano. As camaras cardiacas séo contudo, diferentemente afetadas.
No hipotireoidismo o tecido atrial apresentou aumento na expressédo do NCX e
de fosfolambano, mas o nivel da SERCA foi pouco afetado. Por outro lado o
tecido ventricular apresentou reducdo da expressdo da SERCA, aumento do
fosfolambano, mas os niveis do NCX n&o foram alterados. Estes dados da
literatura demonstram que os efeitos cardiacos dos horménios tireoidianos sao
complexos. Poucos estudos, avaliando em condicdes fisiolégicas, a contribuicdo
do NCX em diferentes estados tireoidianos tem sido realizados (ALDENUCCI,
2010; THOMAL, 2007 e; SZKUDLAREK et al., 2014). Neste estudo,
empregando-se musculo papilar isolado quiescente previamente contraidos pela
acdo da cafeina e na presenca de bloqueadores da SERCA, a velocidade de
relaxamento da fase lenta foi maior no grupo de animais com hipertireoidismo do
que no grupo controle. Estes dados sugerem que no hipertireoidismo ha um

aumento da contribuicdo do NCX para o relaxamento do masculo cardiaco.



89

7. CONCLUSOES

Nosso estudo demonstra que o hipertireoidismo aumenta a massa
cardiaca, ao passo que promove a redu¢do no peso corpéreo. Nao foi observada
alteracdo nos valores de forca méxima e, velocidades de contracdo e de
relaxamento durante estimulacéo elétrica. Da mesma forma, n&o foram afetadas
a sensibilidade do receptor da RyR e a fase rapida do relaxamento da contragédo
induzida com 30 mM de cafeina com bloqueio apenas da SERCA2. Foi
observada maior velocidade de relaxamento de fase lenta no hipertireoidismo,
sugerindo aumento da atividade e/ou expressao do NCX.

O hipertireoidismo agudo, apesar de induzir hipertrofia ventricular, nao
alterou parametros importantes de contratilidade, sugerindo que nao ha

alteracdes de funcdes sistélicas e diastélicas.
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