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1 - INTRODUCAO

1.1 - HIPERTROFIA CARDIACA

A hipertrofia cardiaca (HC) decorre do aumento do compri-
mento e/ou do diametro transversal dos cardiomidcitos, comumente
acompanhado da proliferagao de tecido conjuntivo intersticial. Va-
rios mecanismos fisiopatoldgicos estao relacionados ao processo
adaptativo hipertréfico do miocardio como a sobrecarga hemodina-
mica cronica, treinamento fisico e agdo de substancias por ativagao
de vias de sinalizac¢ao intracelular envolvidas no crescimento celular
(FRANCHINI, 2001).

A HC pode ser classificada funcionalmente como fisiologica
ou patoldgica. Na hipertrofia fisioldgica, existe um equilibrio entre a
capacidade de produzir energia e a capacidade contratil da massa
hipertrofiada dos cardiomiocitos. Isto se deve ao aumento simulta-
neo do nimero de cristas mitocondriais. Na hipertrofia patologica,
parece ocorre redugao da razao entre o volume mitocondrial e o vo-
lume de miofibrilas por cardiomidcito, instalando-se, cronicamente,
a insuficiéncia cardiaca que compromete os processos adaptativos
que atuam na manutengao do débito cardiaco, predispondo a um
déficit de relaxamento, faléncia contratil e instabilidade elétrica
(LEVY, 1990; LORELL, 2000; ANVERSA et al., 1976).

Quanto aos aspectos anatomopatoldgicos, a hipertrofia con-
céntrica é caracterizada pelo aumento do diametro transversal da fi-
bra muscular cardiaca, sem aumento significativo no nimero de car-
diomidcitos, o que faz aumentar a espessura da parede muscular
com discreta redu¢ao ou manutencao do tamanho das camaras car-
diacas. E comum, tanto em modelos experimentais quanto em hu-
manos, os cardiomidcitos apresentarem multiplicacdo do material
proteico com aumento do numero de sarcomeros em série e de mio-
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fibrilas por sarcomero (GROSSMAN et al., 1975; ANVERSA et al.,
1984; VLIEGEN et al., 1995).

A resposta hipertrdfica do miocdrdio é dependente, em gran-
de parte, do estimulo mecanico induzido pela sobrecarga hemodina-
mica, fato que se repete em, praticamente, todos os modelos experi-
mentais. Os mecanismos de mecanotransduc¢ao em midcitos cardia-
cos consistem na leitura da tensao na membrana celular pelas inte-
grinas, onde a estrutura deformavel do citoesqueleto transmite forca
e tensdo para as estruturas intracelulares, fornecendo a base fisica
para a transducao do sinal mecanico em sinal bioquimico hipertrofi-
co conduzido por moléculas sinalizadoras intracelulares (MANIO-
TIS et al., 1997; JANMEY, 1998; FRANCHINI, 2001).

De maneira geral os mecanismos envolvidos na HC agem
por meio de ativagao de vias de crescimento intracelular pela regula-
¢ao da transcri¢do génica. Duas importantes vias de sinaliza¢do in-
tracelulares associadas ao crescimento celular sao as vias das MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases) e proteina quinase B/AKT.

As proteinas quinases ativadas por mitéogenos — MAPK, sao
quinases reguladas por sinais extracelulares - ERK %2 (Extracellular
Signal-Regulated Kinases) ou proteinas quinase ativadas por estres-
se, como a quinase c-Jun N-terminal (JNK) e a P38 (NISHIDA, 1993).
A familia das ERK medeia a diferenciacdao e o crescimento celular,
enquanto a JNK e a P38 atuam nos mecanismos de apoptose em res-
posta ao estresse (KYAW et al., 2004).

Outra importante via proliferativa é a via da proteina quina-
se B, também chamada de AKT. Estas enzimas fosforilam uma gran-
de variedade de substratos intracelulares que regulam o crescimen-
to, o metabolismo e a sobrevivéncia celular (DEBOSCH et al., 2006).
A AKT ativa um importante fator que promove o crescimento teci-
dual, a mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) (INOKI, LI et al.,
2002). A via do fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K/AKT) esta ativa no
coragao de ratos em resposta a sobrecarga de pressao e também por
fatores neuroenddcrinos (OH et al., 1998; BERTAGNOLLI, 2008).
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Outras vias intracelulares que desempenham importante pa-
pel na determinagao morfofuncional da hipertrofia cardiaca patolo-
gica sao as vias apoptoticas, como a via das caspases e da familia
bcl2. Durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica,
verifica-se perda gradativa do niimero de cardiomidcitos, o que per-
mite o maior desenvolvimento das células remanescentes e a prolife-
ragao fibroblastica IWATA et al., 2005).

As vias de sinalizagdo intracelular relacionadas a tiroxina,
leucina e ao estresse estao apresentadas na Imagem 1.

ESTRESSE

LEUCINA

INTEGRINAS

MAPK

[JNK /P38 i
ERK1/2
l PI3K
MORTE CELULAR mTOR

S6K / 4E-BP1 w

!

SINTESE PROTEICA

Imagem 1 — Vias de sinalizagdo intracelular para a sintese proteica e atuagdo da leucina,
(PI3K), fosfatidil-inositol 3 kinase; (PDK1), phosphoinositide-dependent protein kinase;
(S6k), ribosomal protein S6 kinase; (4E-BP1), Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-
Binding Protein 1; (mTOR), mammalian target of rapamycin; (AKT-PI3K), Fosfatidil-
inositol 3 quinase; (MAPK), proteina quinase ativado por mitégenos; (ERK 1/2), quinase
reguladora de sinais extracelulares; Jun N-terminal kinase (JNK); (p38) mitogen-activated
protein kinase (MAPK) family members.

No entanto, as vias intracelulares anabolicas e catabolicas
ainda sao pouco conhecidas e parece agirem em interagdes muito
complexas, estando envolvidas com inimeras moléculas que podem
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influenciar umas as outras, dificultando a compreensao do exato
funcionamento de tais vias.

1.2 - HIPERTIREOIDISMO

Os hormoénios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) tem seu
controle no eixo hipotalamo-hipofisario. Neste controle tem papel
importante o hormoénio hipotaldmico liberador da tireotropina
(TRH) que estimula a adeno-hipdfise a sintetizar e liberar o hormo-
nio estimulador da tireoide (TSH) e este estimula a sintese e secrecao
de T3 e T4 (CORVILAIN et al. 2000; SAAD et al. 2007).

O aumento das concentragdes de hormoénios da tireoide nos
liquidos corporais, diminui a secregao de TSH pela adeno-hipofise,
por feedback negativo sobre o hipotdlamo e sobre a prépria hipdfise.
Estudos com radioimunoensaio revelam que as concentragdes san-
guineas de TSH sdo inferiores aos valores normais em quase todos
os pacientes com hipertireoidismo (GUYTON, 2011).

Os efeitos fisioldgicos dos hormonios tiredideos se resumem
em aumentar a transcri¢ao nuclear de grande niamero de genes, cau-
sando um aumento generalizado da atividade funcional em todo o
corpo, aumentando a taxa metabolica de todos os tecidos corporais,
o consumo basal de O, e a produgao de calor. O metabolismo pode
ficar 60 a 100% acima do normal e seus efeitos incluem aumento da
frequéncia cardiaca, do débito cardiaco e diminui¢ao da resisténcia
vascular sistémica, dentre outros (DILLMANN, 2010).

Outro fator relevante no quadro clinico do hipertireoidismo é
uma fraqueza muscular progressiva associada a uma atrofia muscu-
lar generalizada, comprometendo a qualidade de vida e a realizagao
de tarefas cotidianas (DILLMANN, 2010).

Graves (1835) e Basedow (1840) foram os primeiros a reco-
nhecer esses acometimentos musculares como sintomas da doenca e,
desde entdo, diversas sindromes neuromusculares foram descritas
em pacientes em tireotoxicose.



1.3 —- HIPERTIREOIDISMO E HIPERTROFIA CARDIACA

As fungOes cardiacas apresentam alteragdes por agao direta
do T3 ou por variagdes hemodinamicas impostas pelo hormonio,
provocando o aumentando o débito cardiaco, cronotropismo e ino-
tropismo, gerando adaptacgdes hipertréficas no coragao. Estas modi-
ficagdes podem levar a um quadro de insuficiéncia cardiaca (AMIDI
et al. 1968; GRAETTINGER et al. 1959; SKELTON et al. 1970; GEM-
MILL 1958; SANDIER et al. 1959).

Os hormonios tireoidianos interagem com receptores nucela-
res especificos, que sao fatores de transcri¢ao ativados por ligantes,
modificando e ampliando a transcrigao génica. Um atributo dos re-
ceptores de T3 é que eles residem no nucleo e estdao associados ao
elemento responsivo de T3 (TER) do DNA (KAHALY et al, 2005).
Todo o contetdo proteico das células cardiacas pode ser alterado
pelo excesso de HT. Um aspecto interessante estd ligado ao compor-
tamento das chamadas proteinas contrateis, representadas pela mio-
sina e pela actina. A miosina cardiaca é composta por um par de ca-
deias pesadas (a e ) e dois pares de cadeias leves. Sao identificados
trés tipos de isoenzimas da miosina (V1, V2 e V3) que possuem os
mesmos pares de cadeias leves, variando apenas em relacdo as pesa-
das (aax nas V1; a3 nas V2 e B3 nas V3), o que lhes confere caracte-
risticas diferentes em rela¢ao a capacidade de hidrolisar ATP (OPIE,
2001).

A cadeia o tem alta capacidade de desfosforilar o ATP, en-
quanto, na cadeia {3, essa agao é baixa (VI>V2>V3). Assim, trés dife-
rentes moléculas de ATPase cardiaca podem existir: aa, B e af. As
isoformas da miosina sao re-expressas em cardiomidcitos hipertrofi-
ados e podem ser utilizadas como marcadores de hipertrofia cardia-
ca, podendo diferenciar-se de acordo com a natureza do estimulo hi-
pertrdfico, que pode ser mecanico, nervoso, hormonal ou genético
(SIMPSON et al., 1989).



Das isoformas dos receptores tireoideanos nucleares, tanto a
a quanto a 3 regulam a transcrigao génica da cadeia pesada de mio-
sina (a e 3), da Ca”ATPase (SERCA?2) e de fosfolambam (CINI et al.,
2009). Portanto, esses receptores alteram a funcao cardiaca e a abla-
¢ao deles provoca anormalidade contratil (DILLMANN, 2010).

No hipertireoidismo, ocorre aumento na expressao do gene
da cadeia a da miosina, o que leva a maior capacidade de contratili-
dade do miocardio, independente das respostas hemodinamicas.
(MESSIAS et al; 1999).

Os hormonios tireoidianos provocam adaptagOes cardiacas
que incluem o aumento da sintese de proteinas contrateis, ativacao
adicional das vias metabdlicas, mudangas na geometria das camaras
cardiacas e neovascularizacao com redugao de fibrose (OJAMAA,
2010). Sua agao ocorre, portanto, por efeitos diretos sobre o tecido
cardiaco, em particular sobre os cardiomidcitos, e por efeitos hemo-
dindmicos que modificam a carga imposta ao coragao (CINI et al.,
2009).

A hipertrofia dos cardiomiocitos induzida pelo HT resulta da
ativacao diferencial de vias de sinalizacao intracelular com envolvi-
mento de proteinas sinalizadoras envolvidas nos mecanismos de
crescimento/sobrevivéncia celulares (KENESSEY, 2006; OJAMAA,
2010).

Estudos em diversos modelos experimentais com hormonio
tireoidiano tem mostrado a participagao da via PI3K/AKT/mTOR,
onde o T3 se liga aos receptores nucleares TR« e ativa esta via pro-
duzindo hipertrofia cardiaca (KUZMAN et al., 2005; KENESSEY,
2006; DILLMANN, 2010).

O excesso de hormoénios tireoidianos parece provocar dife-
rentes adapta¢des no coracdo de acordo com o tempo de exposi¢ao
ao hormonio, levando, a principio, a uma hipertrofia fisioldgica por
meio das vias da proteina quinase B (PBK/AKT) e pela quinase ati-
vada por sinal extracelular (ERK %), porém, cronicamente, ha inicio
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de sinalizagao apoptotica pela ativagao da via de morte celular de-
pendente das caspases (FERNANDES, 2010).

1.4 — AMINOACIDO LEUCINA

A leucina pertence ao grupo dos aminodcidos de cadeia ra-
mificada e alifatica (BCAA), que sao reguladores do metabolismo
proteico muscular in vivo (KOBAYASHI et al. 2006). A suplementa-
¢ao de leucina é utilizada como terapia nutricional em situacao de
desuso muscular na tentativa de reverter o quadro de proteolise in-
duzido por diversos acometimentos clinicos. E empregada, assim,
como estratégia anabdlica e/ou anticatabdlica devido sua agao no
metabolismo das proteinas (ELEY et al., 2007; HAN et al., 2007; VEN-
TRUCCI et al., (2001) SHAH et al., 2000).

Estudos pioneiros de Shah et al. (2000) demonstraram que a
suplementacdo de leucina em ratos é capaz de estimular marcada-
mente a sintese proteica na musculatura esquelética, ativando a via
de sinalizag¢do intracelular da mTOR. O mecanismo pelo qual a su-
plementacgao de leucina ativa a proteina quinase mTOR ainda € des-
conhecido mas acredita-se na existéncia de receptores de membrana
sensiveis a estimulacdo da leucina.

A leucina aumenta a sintese proteica através de mecanismos
pOs-transcri¢ao, aumentando a eficiéncia traducional, intensificando,
assim, a taxa de traducao dos RNAm ja existentes, desenovelando
estruturas secunddrias na regiao nao traduzida do RNAm e aumen-
tando o acoplamento do RNAm ao ribossomo (KIMBALL;
JEFFERSON, 2006; PROUD 2007).

O mecanismo de agdo da leucina no processo de sintese pro-
teica da-se pela fosforilagao da proteina quinase p70S6k, induzindo,
assim, a fosforilagao da proteina ribossomica (S6), o fator de inicia-
¢ao eucariotico (elF4B) e a proteina envolvida no processo de alon-
gamento do processo de traducdo, Eukaryotic elongation factor ki-
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nase 2 (eEF2k). Altera, assim, a inicia¢do e o alongamento de outras
classes de RNAm (KIMBALL; JEFFERSON, 2006).

1.5 - LEUCINA E MIOCARDIO

Escobar et al. (2005) estudaram os efeitos dos aminoacidos
BCAAs no musculo cardiaco e esquelético e seus resultados suge-
rem que a infusdo pds-prandial de leucina, atua como um sinal nu-
tricional para estimular a sintese protéica nos musculos cardiaco e
esquelético de porcos recém-nascidos, aumentando a disponibilida-
de do fator de iniciacdo eucaridtica (elF4B), proteina que participa
da sintese proteica.

Canedo et al. (2010) mostraram, em um experimento in vitro,
que ap0s a perfusao de leucina (10 mM) no coragao de ratos adultos,
ocorreu ativagao da via p70S6K. Também foi avaliado, in vivo, que a
injecdo de leucina em ratos provoca um aumento de até quatro ve-
zes da atividade da via p70S6k e mTOR cardiaca.

Estudos relacionados a condi¢bes de desuso muscular, em
tratamentos com dexametasona e em situagdes de processos tumo-
rais, condigdes estas que levam ao aumento da proteolise e diminui-
¢ao da sintese proteica, demonstraram que a suplementacao nutrici-
onal com leucina é eficaz na reversao de tais acometimentos (ELEY
et al., 2007; HAN et al., 2007, KOBAYASHI et.al., 2006; VENTRUCCI
et al., (2001) e SHAH et al., 2000).

Segundo Zanchi et al. (2009), atualmente a suplementagao
com leucina deixou de ser considerada apenas uma estratégia de
oferta de aminodacidos essenciais ramificados e apresenta-se como
uma promissora terapia anti-catabdlica, inibindo a protedlise mus-
cular. Tal possibilidade se deve aos potentes efeitos fisiofarmacolo-
gicos que a suplementacao de leucina provoca nos sistemas de sinte-
se e degradagao proteica.



1.6 - CREATINAQUINASE E HIPERTIREOIDISMO

A creatina quinase (CK) é um dimero proteico composto de
duas subunidades, B e M, separadas em trés isoformas distintas:
CK-BB, predominantemente cerebral, CK-MB, predominantemente
miocardica e CK-MM, que predomina no musculo esquelético
(HORDER et al., 1991). A determinagao das concentragdes séricas de
CK é usada como um auxiliar para diagndstico na distrofia muscu-
lar progressiva (EBASHI et al., 1959) e variagdes de suas concentra-
¢Oes apresentam-se como um importante marcador clinico para le-
sao muscular muitas vezes presentes nas disfun¢des da tiredide
(ROSALKI, 1970; MELTEZER, 1971).

Por sua vez, os hormonios tireoidianos modulam a sintese
geral da fosfocreatina (PCr), aumentam a taxa de fosforilagao oxida-
tiva mitocondrial, regulam a atividade total da CK e a distribuicao
de suas isoenzimas (SEPPET et al. 1994).

Estudos mostraram que a administracao cronica de grandes
quantidades de hormonios tireoidianos parece provocar mudangas
no perfil das isoformas de creatina quinase caracterizadas pela alte-
racao das concentragbes das isoenzimas CK-BB e CK-MM, como re-
sultado da agdo direta do hormonio (BIRK, 1989).

1.7 - JUSTIFICATIVA

A insuficiéncia cardiaca é uma complicagdo comum no hiper-
tireoidismo que provoca diferentes adaptagdes no coragdo, de con-
formidade com o tempo de exposi¢cao ao hormonio. O presente estu-
do se justifica pelo possivel efeito protetor da leucina sobre o mio-
cardio, conforme discutido acima. Isto poderia representar possiveis
potenciais de intervengao em diferentes condi¢des de dano cardiaco,
no sentido de proteger o coragao contra os efeitos lesivos desencade-
ados.
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2 -OBJETIVOS

Analisar os efeitos da leucina na hipertrofia cardiaca, concen-
tracdo de creatina quinase e na tolerancia ao esfor¢o, em ratos Wis-
tar, na presenga de excesso de hormonio tireoidiano.

2.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar, neste modelo, a acao da leucina:

e 1o peso do coracao, peso do ventriculo esquerdo e diametro
transversal dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo;

e nas concentragOes de TSH, T3 e T4 sanguineas de ratos Wis-
tar aos quais o0 hormoénio tireoidiano foi administrado;

e nas concentragdes de CK-NAC (creatinaquinase total) e sua
fracao MB;

* na tolerdncia ao esforgo;

* na pressao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca.

3 -MATERIAL E METODOS

3.1 - ANIMAIS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Medicina Ex-
perimental da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram
utilizados no estudo 75 ratos, da linhagem Wistar, machos, proveni-
entes do laboratorio de praticas cirurgicas da UFU.

O experimento teve duracao total de trinta e cinco dias, sen-
do sete dias de adaptacdo e 28 dias de experimento. Durante o perio-
do experimental, as condi¢des ambientais do laboratério foram se-
melhantes, no que se refere a temperatura, nivel de ruido e lumino-
sidade, com fotoperiodos de 12 horas de ciclo claro e escuro.
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3.2 - DESENHO ESQUEMATICO DO PROTOCOLO EXPERI-
MENTAL

T =-7 (dias): Periodo de adaptagao dos animais ao ambiente do laboratério.

T = 0: Pesagen, coleta do sangue e eutanasia dos animais dos grupos C0-7 e C0-28.
Inicio do protocolo experimental dos demais grupos.

T =7 (dias): Pesagen, coleta do sangue e eutandsia dos animais dos grupos C-7, H-
7, L-7 e HL-7.

T = 28 (dias): Final do protocolo experimental. Pesagen, coleta do sangue e eutana-
sia dos animais dos grupos C-28, H-28, L-28 e HL-28.

3.3 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Utilizacao de Animais (CEUA-UFU), conforme o parecer n®193/11.

Os 75 animais foram divididos em dois grandes grupos: gru-
po 7D, composto por 25 animais com oito semanas de vida que fo-
ram submetidos ao protocolo experimental por 7 dias e grupo 28D,
composto por 50 animais, com 10 semanas de vida que foram sub-
metidos ao protocolo experimental por 28 dias.

Os 25 animais do grupo 7D foram subdivididos, aleatoria-
mente, em cinco grupos, conforme tabela 1.
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Tabela 1 - Divisao dos animais no grupo 7D e subgrupos.

Grupo GRUPO 7D

Sub Grupo C0-7 C-7 H-7 HL-7 L-7
Idade 8 semanas 8semanas 8semanas 8semanas 8 semanas
NO 5 animais 5 animais 5 animais 5 animais 5 animais
Suplementacao - - - Leucina Leucina
Hormonio - - Tiroxina Tiroxina -

Grupo 7D. Idade dos animais; Numero de animais por subgrupo; Suplementacido com leu-
cina para os grupos de estudo; Hormonio, Tiroxina para grupos em hipertireoidismo experi-
mental.

Os grupos ficaram assim constituidos:

Grupo controle (C0-7), composto por cinco animais com aces-
so livre a ragdao comercial RHOSTER®, de acordo com American Ins-
titute of Nutrition (AIN-93G).

Grupo controle (C-7), composto por cinco animais com aces-
so livre a ragdo comercial RHOSTER® (AIN-93G).

Grupo hormoénio (H-7), composto por cinco animais em hi-
pertireoidismo experimental e com acesso livre a racdo comercial
RHOSTER® (AIN-93G).

Grupo leucina (L-7), composto por cinco animais com acesso
livre a ragdo comercial RHOSTER® (AIN-93G) suplementada com
leucina 5%.

Grupo hormonio e leucina (HL-7), composto por cinco ani-
mais em hipertireoidismo experimental com acesso livre a ragdo co-
mercial RHOSTER® (AIN-93G), suplementada com leucina 5%.

Os 50 animais do grupo 28D foram subdivididos aleatoria-
mente em cinco grupos e mantidos separados, conforme a tabela 2.
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Tabela 2 - Divisao dos animais no grupo 28D e subgrupos.

Grupo GRUPO 28D

Sub Grupo C0-28 C-28 H-28 HL-28 L-28
Idade 10 semanas 10 semanas 10 semanas 10 semanas 10 semanas
NO 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais
Suplementacao - - - Leucina Leucina
Horménio - - Tiroxina Tiroxina -

Grupo 28D. Idade dos animais; Niimero de animais por subgrupo; Suplementagdo, Leucina
para grupos suplementados; Hormonio, Tiroxina para grupos em hipertireoidismo experi-
mental.

Grupo controle (C0-28), composto por 10 animais com acesso
livre a racao comercial RHOSTER® (AIN-93G).

Grupo controle (C-28), composto por 10 animais com acesso
livre a ragao comercial RHOSTER® (AIN-93G).

Grupo hormoénio (H-28), composto por 10 animais em hiper-
tireoidismo experimental e com acesso livre a racdao comercial
RHOSTER® (AIN-93G).

Grupo leucina (L-28), composto por 10 animais com acesso li-
vre a racao comercial RHOSTER® (AIN-93G), suplementada com
leucina 5%.

Grupo hormonio e leucina (HL-28), composto por 10 animais
em hipertireoidismo experimental com acesso livre a ragdo comerci-
al RHOSTER® (AIN-93G), suplementada com leucina 5%.

Todos os animais tiveram acesso livre a agua.

A média e desvio padrao referentes ao peso corporal total
inicial e peso corporal total final do Grupo 7D estao dispostos na ta-
bela 3.

Tabela 3 — Peso Corporal Total Grupo 7D.

Grupos N Peso corporal (dia 0), g Peso corporal (final), g
Co0-7 5 3232+22,3
Cc-7 5 326,2+15,8 3482+73
H-7 5 3054 +23,6 318,8 +22,8*
L-7 5 312,0+9,8 328,2+10,4
HL-7 5 301,4+9,5 318,4 +12,6*

Valores expressos em média + desvio padrdo para, peso corporal inicial (dia 0) e peso corpo-
ral final (final); *P<0,05 em relagio ao Grupo C-7.



74

Os valores de média e desvio padrao referente ao peso cor-
poral total inicial e peso corporal total final do Grupo 28D estao dis-
postos na tabela 4.

Tabela 4 — Peso Corporal Total Grupo 28D.

Grupos N Peso corporal (dia 0), g Peso corporal (final), g
C0-28 10 371,2+22,3
C-28 10 360,8 +39,7 412,9 £28,8
H-28 10 389,8 £30,2 426,8 +33,4
L-28 10 379,0 £ 25,7 432,5+35,1
HL-28 10 361,3+34,8 414,44 +41,7

Valores expressos em média + desvio padrdo para, peso corporal inicial (dia 0) e peso corpo-
ral final (final).

3.4 - ADAPTACAO AO POWERLAB

A adaptagao dos animais ao PowerLab, para verificacao da
pressao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca, aconteceu durante
uma semana, na qual os 50 animais do grupo 28D foram submetidos
as condigdes da avaliacdo, ficando confinados no container por um
tempo de 10 minutos, por 3 dias consecutivos, conforme ilustrado na
imagem 2.

3.5 — AFERICOES DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA
(PAS) E FREQUENCIA CARDIACA (FC)

A PAS e a FC foram aferidas, na tultima semana experimen-
tal, utilizando-se um esfigmomandmetro de cauda para ratos, conec-
tado ao PowerLab 4/25T ADInstruments® e o software LabChart 7
ADInstruments®. Para o registro dessas varidveis, os ratos foram
aquecidos em gaiolas individuais e colocados dentro de um contéi-
ner, conforme imagens 2 e 7.
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Esfigmomandémetro

Imagem 2: Disposicio do rato no contéiner e colocagio do esfigmomandmetro de cauda para
a aferi¢do da PAS e da FC utilizando o PowerLab 4/25T.

Posteriormente, colocou-se o esfigmomandmetro na parte
proximal da cauda do animal e um sensor de pulso distalmente situ-
ado. O manguito foi insuflado até que o fluxo sanguineo da artéria
caudal fosse ocluido. Ao ser desinsuflado, o primeiro pico de pulso
detectado pelo sensor e visualizado no monitor foi utilizado como
ponto para leitura da pressao arterial e frequéncia cardiaca, confor-
me demonstrado nas imagens de 3 a 6.
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Imagem 3: Grifico da pressio de pulso (parte superior), PAS enquanto o esfigmomanome-
tro é desinsuflado e FC (parte inferior) obtida utilizando-se o PowerLab 4/25T.
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Imagem 4: Pressdo arterial obtida em imagem através do esfigmomandmetro de cauda
adaptado para ratos utilizando-se o PowerLab 4/25T.
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Pulse (mV) (mV)

Imagem 5: Pressdo de pulso obtida em imagem através do esfigmomandmetro de cauda
adaptado para ratos utilizando-se o PowerLab 4/25T.
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Imagem 6: Frequéncia cardiaca obtida em imagem através do esfigmomandmetro de cauda

adaptado para ratos utilizando-se o PowerLab 4/25T.
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Imagem 7: Disposi¢io do equipamento no momento da coleta de dados.

Para registro da PAS e da FC, foram realizadas cinco medidas conse-
cutivas, considerando-se a média dos valores obtidos como a pres-
sao aferida. Estes procedimentos foram realizados ao final do proto-
colo experimental, em todos o0s animais do grupo 28D.

3.6 —- INDUCAO DO HIPERTIREOIDISMO

Todos os animais dos grupos H-7, HL-7, H-28 e HL-28 rece-
beram, durante o periodo experimental, por meio de gavagem, a
dose diaria de 20ug/100 gramas de peso corporal, diluida em sus-
pensao aquosa, administrando-se o volume de 2ml/kg de peso, de
T4 a 0,01%. A solugao foi obtida a partir de 10 comprimidos de
100ug de T4 (levotiroxina sodica) diluidos em 10ml de 4gua destila-
da (ENGELMAN et al. 2001; FERNANDES et al. 2007). Todos os ani-
mais dos demais grupos passaram pelo mesmo procedimento, diari-
amente, porém recebendo apenas a mesma quantidade de solugao
salina no lugar da solugao de hormonio.
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3.7 - TESTE DE ESFORCO

O teste de esforgo (natagao) foi realizado por todos os ratos
do grupo 28D, no tltimo dia da semana de adaptacao, e repetido a
cada 7 dias, até o fim do experimento, totalizando-se 5 testes. A in-
tensidade do teste utilizando-se peso adicional, foi fixada em 7,0%
do peso corporal do rato que, segundo PRADA (2004), corresponde
a uma intensidade supra limiar de lactato. Essa carga foi presa a
cauda do animal e este foi colocado em um tanque individual com
agua no qual nadava até a exaustao, conforme a imagem 8.

Imagem 8: Teste de esforco.

3.8 - EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DE SANGUE

Ao final de 7 dias, todos os animais do grupo 7D, e ao final
de 28 dias, todos os animais do grupo 28D, foram pesados em balan-
¢a Marte® AS 500, anestesiados com uma dose de 0,1 ml/100g de Ce-
tamina a 10% associado a Xilasina 2%, 0,1 ml/100g, para a coleta de
sangue através de pungao cardiaca. Posteriormente, os animais fo-
ram submetidos a eutanasia.
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3.9 - ANALISES LABORATORIAIS

Ap0s a pungao cardiaca, as amostras de sangue foram colo-
cadas em tubos de ensaio VACUETTE® com gel separador, e leva-
das ao laboratdrio clinico do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia para analises.

Para a quantificagao da CK-NAC e CK-MB foram utilizados
kit CK-NAC e CK-MB Liquiform 60 ml, da marca LABTEST®. Para
determinacao do T3, T4 e TSH foram utilizados os kits da marca IN-
TERKIT® e a analise foi feita através do método de imunoabsor¢ao
ligado a enzima (ELISA).

3.10 - PESO DO CORACAO

O coragao foi removido, realizando-se a abertura anterior do
térax do animal, sendo, a seguir, lavado em agua destilada e, poste-
riormente, armazenado em formol a 10%.

Apds 72 horas em formol, foi separado o ventriculo esquerdo
associado ao septo interventricular, e pesado em balanca de precisao
da marca Marte®, AY220. O peso relativo do coragao foi determina-
do dividindo-se o peso absoluto do coragdo em miligramas (mg)
pelo peso corporal total do animal obtido no dia da eutanasia, e o re-
sultado foi expresso em gramas (g).

3.11 - PREPARACAO HISTOLOGICA

A preparacao histoldgica foi feita incluindo-se o material em
parafina, o bloco foi cortado em micrétomo com espessura de 5 mi-
cra, sendo dois cortes colocados em cada lamina. Posteriormente,
procedeu-se a hidratagao (desparafinizagao) dos cortes e as laminas
foram coradas com hematoxilina de Harris e eosina/floxina, sendo o
material desidratado (diafanizagao) no final.
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3.12 —~ANALISES MICROSCOPICAS DA FIBRA MUSCULAR
CARDIACA.

Foram obtidos cinco cortes de cada ventriculo e medidos, em
cada corte, os menores diametros de cinco células cortadas perpen-
dicularmente e identificadas em cinco campos microscépicos dife-
rentes. As medidas foram feitas em condi¢des que nao permitiam a
identificacao prévia a qual grupo o corte pertencia.

A medida dos diametros das células foi realizada em ima-
gens digitalizadas capturadas a partir de microscdpio binocular
Olympus BX40, com objetiva de 40x, acoplado a camera Olympus
OLY-200 ligada a um computador através de placa digitalizadora
Data Translation 3153. As mensurag¢oes foram realizadas utilizando-
se o software HL Image (Western Vision), conforme ilustrado na
imagem 9.

< HLImage+ 97 - [imageX-9[¥-1]
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Imagem 9: Medida do didmetro transversal dos cardiomidcitos dos ratos utilizando o
software HL Image (Western Vision)
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4 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais foram expressos em média +
desvio padrao. As comparagdes entre os grupos foram realizadas
por anadlise de variancia (ANOVA) de duas vias, complementada
pelo teste de Tukey, se necessario. O nivel de significancia foi esta-
belecido para valores de p < 0,05.

5 - RESULTADQOS

Na tabela 5 e graficos 1, 2 e 3, observam-se os valores de mé-
dia e desvios padrao relativos ao peso absoluto do coragao, peso re-
lativo do coragdo e peso do ventriculo esquerdo no Grupo 7D.

Tabela 5 - Peso do coragao e do ventriculo esquerdo em gramas no Grupo 7D.

Peso absoluto do cora- Peso relativo do co- Peso ventricular es-
Grupos N - ~

gdo, g ragdo, mg/g querdo, g
C0-7 5 1,31+0,10 4,10 + 0,55 0,73 + 0,07
C-7 5 1,20+£0,10 3,73 +0,28 0,63 £ 0,05
H-7 5 1,46 +0,08* 4,66 +0,56* 0,77 +0,07*
HL-7 5 1,26 0,111 3,95+0,22 0,61 + 0,03+
L-7 5 1,25 0,10+ 3,82 + 0,36t 0,66 + 0,061

Valores expressos em média + desvio padrdo para: peso absoluto do coragdo, peso relativo do
coragdo e peso do ventriculo esquerdo; *p<0,05 em relagio ao Grupo C-7, Tp<0,05 em relacio
ao Grupo H-7 e $p<0,05 em relagdo ao Grupo CO-7.

Houve diferenca estatisticamente significante no peso abso-
luto do coragdo quando se comparou o grupo H-7 aos grupos C-7
(18,13%) e HL-7 (14,11%) com o maior peso absoluto encontrado no
grupo H-7 nas duas situagdes. Quanto ao peso relativo do coragao,
houve diferenga estatisticamente significante ao comparar-se o gru-
po H-7 ao grupo C-7 (19,43%), com o maior peso relativo presente
no grupo H-7.

Houve diferenga estatisticamente significante para o peso do
ventriculo esquerdo, na comparacao entre o H-7 e os grupos C-7
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(18,4%) e HL-7 (20,23%), com o grupo H-7 apresentando o maior
peso do ventriculo.

Grafico 1 - Peso absoluto do cora¢do Grupo 7D em gramas.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7 e 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-7.

Gréfico 2 — Peso relativo do coragao Grupo 7D.
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Grifico 3 — Peso do ventriculo esquerdo Grupo 7D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relacido ao Grupo H-7 e $p<0,05 em relagdo
ao Grupo CO-7.

Na tabela 6 e graficos 4, 5 e 6, estao apresentados os valores
de média e desvios padrao relativos ao peso absoluto do coracao,
peso relativo do coragdo e peso do ventriculo esquerdo no Grupo
28D.

Tabela 6 — Peso do coragao e do ventriculo esquerdo Grupo 28D.

Peso absoluto do cora- Peso relativo do co- Peso ventricular es-
Grupos N - ~

¢do, g racdo, mg/g querdo, g
C0-28 10 1,21 +0,09 3,46 + 0,20 0,80 + 0,05
C-28 10 1,46 + 0,061 3,56 +0,22 0,89 + 0,05
H-28 10 1,66 +0,141* 3,90 + 0,33t 0,99 +0,08t*
HL-28 10 1,51 +0,12%+ 3,70+ 0,26 0,92 + 0,061
L-28 10 1,44 +0,10f1 3,36 £ 0,311 0,91 +0,10F

Valores expressos em média + desvio padrdo para peso absoluto do coracdo, peso relativo do
coragio e peso do ventriculo esquerdo; *p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28, 1p<0,05 em rela-
¢do ao Grupo H-28 e $p<0,05 em relagdo ao Grupo CO-28.

Houve diferenca estatisticamente significante para o peso ab-
soluto do coragao ao comparar-se o grupo H-28 aos grupos C0-28
(26,89%), C-28 (11,73%), HL-28 (8,72%) e L-28 (12,81%), com o grupo
H-28 apresentando o maior peso absoluto; diferenga significante
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também foi encontrada ao comparar-se o grupo C0-28 aos demais
grupos, C-28 (20,7%), HL-28 (19,90%) e L-28 (16,14%), com o menor
peso absoluto apresentado por C0-28. Quanto ao peso relativo do
coragao, houve diferenca estatisticamente significante quando se
comparou o grupo H-28 aos grupos C0-28 (11,28%) e grupo L-28
(13,84%), com o maior peso apresentado pelo grupo H-28.

Houve diferenga significante para o peso do ventriculo es-
querdo na comparagao do grupo H-28 com o grupo C-28 (10,15%),
com o maior peso do ventriculo apresentado pelo grupo H-28, e na
comparagao do grupo C0-28 aos demais grupos C-28 (9,61%), H-28
(18,79%), HL-28 (12,55%) e L-28 (11,69%), com o menor peso do ven-
triculo apresentado pelo grupo C0-28 em todas as situagdes.

Grafico 4 - Peso absoluto do coragdao em gramas no Grupo 28D
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*p<0,05 em relagio ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relagio ao Grupo H-28 e p<0,05 em relagio
ao Grupo C0-28.
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Gréfico 5 — Peso relativo do coragao Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagio ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relagio ao Grupo H-28 e p<0,05 em relacdo
ao Grupo C0-28.

Grafico 6 — Peso do ventriculo esquerdo em gramas Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagio ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relagio ao Grupo H-28 e p<0,05 em relagio
ao Grupo C0-28.

A tabela 7 e o grafico 7 apresentam os valores das médias e
desvios padrao referentes ao didmetro transversal dos cardiomidci-
tos dos animais do grupo 28D.
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Tabela 7 - Diametro transversal dos cardiomiécitos Grupo 28D.

Grupos N Diametro transversal dos cardiomidcitos em micra
C0-28 10 11005 + 507
C-28 10 11327 +195
H-28 10 13963 + 147 *t
HL-28 10 12269 + 179 *tt
L-28 10 12033 + 85 *ft

Valores expressos em média + desvio padrdo para o didmetro transversal dos cardiomidcitos;
*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28; 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28 e $p<0,05, em rela-
¢do ao Grupo C0-28.

Houve diferenga estatisticamente significante quando se
comparou o grupo H-28 aos demais grupos: C0-28 (21,18%), C-28
(18,87%), HL-28 (12,13%) e L-28 (13,82%), com o maior diametro
transversal apresentado por H-28 em todas as situagdes. Também
encontrou-se diferencas significantes ao se comparar o grupo HL-28
aos grupos C0-28 (10,30%) e C-28 (7,67%), e ao comparar-se 0 grupo
L-28 aos grupos C0-28 (8,16%) e C-28 (8,13%), com os maiores dia-
metros celulares encontrados nos grupos HL-28 e L-28.

Gréfico 7 — Diametro transversal dos cardiomidcitos, Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagio ao Grupo H-28, $p<0,05 em relagio
ao Grupo C0-28.
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A tabela 8 e os gréficos 8, 9 e 10, apresentam os valores das
médias e desvios padrao referentes as concentragoes séricas de T3,

T4 e TSH no grupo 7D.

Tabela 8 — Concentragdes séricas de T3, T4 e TSH Grupo 7D.

Grupos N T3 (ng/ml) T4 (ug/dl) TSH (ng/ml)
Co-7 5 2,63+0,12 5,99 0,95
C-7 5 3,02 +0,52 6,52 +1,09 1,45+0,35
H-7 5 2,53 £0,20 8,22 +1,09% 0,39 £ 0,07*
HL-7 5 2,90 £0,42 10,63 £ 0,723 1% 0,42 +0,08*
L-7 5 2,60 £ 0,28 7,88 +1,101§ 1,36 £ 0,291§

Valores expressos em média + desvio padrdo para triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e hor-
monio estimulador da tireoide (TSH); *p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7; 1p<0,05 em relagio
ao Grupo H-7; $p<0,05 em relagdo ao Grupo C0-7 e §p<0,05 em relacdo ao grupo HL-7.

Nao houve diferencas estatisticamente significantes para a
triiodotironina (T3) entre os grupos em nenhuma situagao analisada.
Houve diferenga estatisticamente significante para a tiroxina (T4),
quando comparamos o grupo C0-7 aos grupos H-7 (27,19%), e HL-7
(43,67%), com as menores concentra¢des presentes em C0-7; também
foram encontradas diferencas significantes ao comparar-se o grupo
HL-7 aos grupos C-7 (38,63%), H-7 (22,62%) e L-7 (25,89%), com HL-
7 apresentando a maior concentracgdo de T4.

Houve diferengas significantes para o TSH quando se com-
parou o grupo C-7 aos grupos H-7 (73,79%) e HL-7 (71,03%), com as
maiores concentragdes presentes no grupo controle C-7. Ainda para
o TSH, houve diferenca estatisticamente significante quando se com-
parou os grupos L-7 aos grupos H-7 (71,32%) e HL-7 (69,11%), com
as maiores concentracoes em L-7 nas duas situagoes.



Gréfico 8 — Concentragdes de T3 no Grupo 7D.

Grupos

*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-7 e $p<0,05 em relagdo
ao Grupo CO-7.

Grafico 9 — Concentragdes de T4 no Grupo 7D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-7 e fp<0,05 em relagdo
ao Grupo CO-7.



30

Gréfico 10 — Concentragdes de TSH no Grupo 7D.
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*p<0,05 em relagio ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-7 e $p<0,05 em
relagdo ao Grupo CO-7.

A tabela 9 e os gréficos 11 e 12, apresentam os valores das
médias e desvio padrao referentes as concentragdes séricas de CK-
NAC e CK-MB para o grupo 7D.

Tabela 9 — Concentragdes séricas de CK-NAC e CK-MB, Grupo 7D.

Grupos N CK-NAC (U/L) CK-MB (U/L)
C0-7 5 1415 + 319 996 + 182
C-7 5 1510 + 482 1005 + 314
H-7 5 1682 + 796 934 + 363
HL-7 5 704 +133 + 533 +43*f
L-7 5 788 + 180 538 + 112*%

Valores expressos em média + desvio padrdo para creatina quinase (CK-NAC) e creatina
quinase fragio MB (CK-MB); *p<0,05 em relagio ao Grupo C-7; 1p<0,05 em relagdo ao
Grupo H-7; $p<0,05 em relagdo ao Grupo CO-7 e §p<0,05 em relagio ao grupo HL-7.

Para a CK-NAC, houve diferencas significantes quando se
comparou o grupo H-7 com o grupo HL-7 (53,4%), com H-7 apre-
sentando as maiores concentra¢does. Houve diferenca para a CK-MB
quando se comparou o grupo C0-7 aos grupos HL-7 (43,38%) e L-7
(42,33%), com as maiores concentragdes em C0-7 nas duas situagdes.
Também houve diferenga significante quando se comparou o grupo
C-7 aos grupos HL-7 (46,90%) e L-7 (46,43%), com C-7 apresentando
as maiores concentragoes.
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Grifico 11 — Concentragdes de CK-NAC no Grupo 7D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-7.

Grafico 12 — Concentragdes de CK-MB no Grupo 7D.
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1p<0,05 em relagio ao Grupo H-7 e p<0,05 em relacdo ao Grupo CO-7.

A tabela 10 e os graficos de 13 a 16 apresentam os valores das
médias e desvios padrao referentes as concentragdes séricas de T3,
T4, CK-NAC e CK-MB no grupo 28D.
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Tabela 10 - Concentragdes séricas de T3, T4, CK-NAC e CK-MB, Grupo 28D.

Grupos N T3 (ng/ml) T4 (ug/dl) CK-NAC (U/L) CK-MB (U/L)
C0-28 10 1657 + 748 1484 384
C-28 10 1,98+047 4,76 +0,83 1413 £ 482 1150 + 518
H-28 10 229:087  1256+345%% 2020 £ 1122 1957 + 562*
HL-28 10 231059 12,46 +2,30*¢ 1755 + 1650 1208 + 314+
L-28 10 2064053 5,09+ 1,19 1332 + 746 1126 + 588+

Valores expressos em média + desvio padrdo para triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), creati-
na quinase (CK-NAC) e creatina quinase fragio MB (CK-MB); *p<0,05 em relagio ao Gru-
po C-28; 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28 e $p<0,05 em relagio ao Grupo CO-28.

Nao houve diferenca estatisticamente significante para as
concentragoes de triiodotironina (T3), entre os grupos em nenhuma
das situagOes analisadas. Para a tiroxina (T4), houve diferenca esta-
tisticamente significante quando se comparou o grupo C-28 aos gru-
pos H-28 (62,10%), e HL-28 (61,79%), com as menores concentragoes
em C-28 nas duas situagoes.

Para a CK-NAC, nao houve diferenca significante em nenhu-
ma das situagdes analisadas. Encontrou se diferenca significante
para a CK-MB ao comparar-se o grupo H-28 aos grupos C-28
(41,23%), HL-28 (38,28%) e L-28 (42,47%), com as maiores concentra-
¢Oes encontradas em H-28.

Grafico 13 - Concentragdes de T3 no Grupo 28D.
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Gréfico 14 — Concentragdes de T4 no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.

Grafico 15 — Concentragdes de CK-NAC no Grupo 28D.
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Gréfico 16 — Concentragdes de CK-MB no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.

A tabela 11 e os graficos de 17 a 21 apresentam tempos refe-
rentes aos testes de esforgo realisados pelo grupo 28D.

Tabela 11 - Teste de Esfor¢o Grupo 28D.

Grupos N T0 (seg) T7(seg) T14(seg) T21(seg) T28(seg)
C-28 10 112+23 108 +27 110+ 16 123 +40 152 + 39
H-28 10 106 + 26 142 + 60 207 + 40* 216 +112* 146 + 35

HL-28 10 96 + 22 150 + 35 155 + 44+ 188 + 81 231 +91+*
L-28 10 113 +26 102 + 34 134 + 39t 159 +29 168 + 56

Valores expressos em média + desvio padrdo dos tempos no teste de esforco inicial (T0), teste
de esforco 7 dias (T7), teste de esforco 14 dias (T14), teste de esforco 21 dias (T21) e teste de
esforco 28 dias (T28); *p<0,05 em relagio ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagio ao Grupo H-
28.

Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os
grupos no teste inicial (T0) e nem no teste realizado no sétimo dia do
experimento (T7) em nenhuma das situagdes analisadas.

No terceiro teste, realizado no décimo quarto dia do experi-
mento (T14), houve diferencas estatisticamente significantes quando
comparamos o grupo H-28 aos grupos C-28 (46,65%), HL-28
(25,30%) e L-28 (35,54%), com os maiores tempos apresentados pelo
grupo H-28 nas trés situagoes analisadas.
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Houve diferenga significante no quarto teste de esforgo (T21),
realizado com vinte e um dias de experimento, quando comparamos
o grupo H-28 ao grupo C-28 (42,71%), com o maior tempo de nata-
cao apresentado pelo grupo H-28.

No ultimo teste (T28) realizado no vigésimo oitavo dia, hou-
ve diferengas estatisticamente significantes quando ao comparou-se
o grupo HL-28 aos grupos C-28 (28,64%) e H-28 (36,91%), com os
maiores tempos de natagao apresentados pelo grupo HL-28 nas
duas situacgoes.

Grafico 17 - Teste de esforgo inicial (dia 0) no Grupo 28D.
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Grafico 18 — Teste de esforco sétimo dia de experimento no Grupo 28D.
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Grafico 19 — Teste de esfor¢o décimo quarto dia de experimento, no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.

Grafico 20 — Teste de esfor¢o vigésimo primeiro dia de experimento, no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28.
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Gréfico 21 - Teste de esforgo tltimo dia do experimento, no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e Tp<0,05 em relagio ao Grupo H-28.

A tabela 12 e os graficos 22 e 23 apresentam os valores das
médias e desvios padrao referentes a frequéncia cardiaca e pressao
arterial sistélica dos animais do grupo 28D.

Tabela 12 - Frequéncia cardiaca e pressao arterial no Grupo 28D.

Grupos N Frequéncia cardiaca, bpm Pressao arterial, mm/Hg
C-28 10 375+ 34 114 + 80
H-28 10 445 + 53* 115+ 80
HL-28 10 395 + 191 110 +130
L-28 10 374 + 291 112 +90

Valores expressos em média + desvio padrio para peso absoluto do coragdo, peso relativo do
coragdo e peso do ventriculo esquerdo; *p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em rela-
¢do ao Grupo H-28.

Para a frequéncia cardiaca, houve diferenca estatisticamente
significante quando se comparou o grupo H-28 aos grupos C-28
(15,83%), HL-28 (11,20%) e L-28 (15,92%) com os maiores valores
apresentados por H-28. Nao houve diferencas estatisticamente signi-
ficantes para a pressao arterial sistolica em nenhuma das situacoes
analisadas.
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Grafico 22 - Frequéncia cardiaca, Grupo 28D.
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*P<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e 1P<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.

Grafico 23 - Pressdo arterial sistdlica, Grupo 28D.
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6 — DISCUSSAQO

6.1 - HIPERTROFIA CARDIACA

Nos modelos de hipertireoidismo em ratos Wistar para re-
produzir a cardiopatia observada nestas condi¢des e investigar os
mecanismos de hipertrofia mediada pelo hormonio tireoideano, os
estudos encontraram um aumento do peso do coragao e uma hiper-
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trofia ventricular, tanto esquerda quanto direita (VAN LIERE et al.
1969; GERDES et al. 1987).

No presente estudo, o peso absoluto do cora¢do nos grupos
em hipertireoidismo experimental, H-7 e H-28, apresentaram valo-
res significativamente maiores quando comparados aos seus respec-
tivos grupos controles, C-7 (18,13%) e C-28 (11,73%). Quanto ao peso
do ventriculo esquerdo, os grupos H-7 e H-28 também apresentaram
valores significativamente maior que os grupos, C-7 (18,4%) e C-28
(10,15%), sugerindo que o modelo experimental de hipertireoidismo
aplicado tanto por um periodo de 7 dias quanto de 28 dias promo-
veu a hipertrofia cardiaca com aumento do peso do coracdo e do
ventriculo esquerdo dos ratos.

Hu e cols (2003), encontraram resultados semelhantes aos do
presente estudo, apos 7 dias de exposi¢ao dos animais a uma dose
de 100ug/100g/dia de T4. Nestas condigOes, os ratos em hipertireoi-
dismo experimental apresentaram um peso absoluto do coragao e do
ventriculo esquerdo 15% maior, quando comparados ao grupo con-
trole, em acordo, portanto, com os nossos achados.

O peso relativo do coragao mostrou-se 19,43% maior no gru-
po H-7 que o grupo controle C-7. Estudos utilizando calorimetria in-
direta demonstraram que o gasto energético de pacientes com hiper-
tireoidismo encontra-se significativamente elevado e que a demanda
caldrica extra, é suprida principalmente pela maior oxidagao de lipi-
dios, podendo provocar adaptagdes morfologicas e reduzir o peso
corporal (NORRELUND et al., 1999).

Também foram observadas no presente estudo, mudangas no
diametro transversal dos cardiomiocitos. Valores significativamente
maiores foram encontrados no grupo em hipertireoidismo experi-
mental H-28 quando comparado ao seu controle C-28 (18,87%), evi-
denciando que o modelo utilizado por 28 dias modificou o padrao
de metabolismo proteico das células musculares.

Quanto aos efeitos do hormonio tireoideano no tecido cardia-
co, é preciso considerar que as proteinas cardiacas responsivas ao
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hormonio estao presentes nos midcitos, os quais constituem um ter-
¢o do numero total de células do miocardio e sao responsaveis por
75% do volume muscular total. Estas células também contém a mai-
or parte das proteinas cardiacas e do acido ribonucleico existentes
no coracao. (OPPENHEIMER et al., 1987).

Observou-se também aumento no diametro transversal dos
cardiomiocitos nos grupos L-28 e HL-28, quando comparados ao
grupo controle C-28. Estudos (ESCOBAR et al., 2005; CANEDO et
al., 2010) sugerem que a leucina atua como um sinal nutricional para
estimular a sintese proteica no musculo cardiaco, aumentando a dis-
ponibilidade do fator de iniciacdo eucaridtica (elF4B) e ativando a
via p70S6K e mTOR cardiaca.

Um achado importante do presente estudo é a relagao da leu-
cina com a hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo. En-
contramos um peso absoluto do coragao significantemente maior em
H-7 e H-28 quando comparados respectivamente a HL-7 (14,11%), e
HL-28 (8,72%); também, o peso do ventriculo esquerdo foi 20% mai-
or no grupo H-7 quando comparado ao grupo HL-7 e o diametro
transversal dos cardiomiocitos no grupo H-28 foi significantemente
maior quando comparado ao HL-28 (12,13%). Estes resultados indi-
cam uma acao da leucina como inibidor da hipertrofia cardiaca in-
duzida pelo hormonio. As implicagdes clinicas deste fato, aqui des-
crito pela primeira vez, sdo, no entanto, desconhecidas.

Possivelmente, a leucina tenha ac¢do inibitdria na atividade
da PI3-K induzida pela tiroxina (imagem 10), efeito este decorrente
da ativagao da mTOR, que inibe a sinalizacao da tiroxina por fosfori-
lagao do receptor hormonal. Entretanto, a leucina nao apresenta ne-
nhum efeito descrito na fosforilacao da proteina quinase B (PKB ou
Akt), envolvidas na via da tiroxina. Curiosamente, um efeito seme-
Ihante foi observado relacionando a leucina a acdo da insulina
(TREMBLAY et al., 2005; TORRES-LEAL et al. 2010) mas, a relagdo
eventual com o mecanismo da leucina sdo, no maximo, de natureza
especulativa.
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Imagem 10: Vias de sinalizagdo intracelular e possivel acdo da leucina, (PI3K), fosfatidil-
inositol 3 kinase; (PDK1), phosphoinositide-dependent protein kinase; (S6k), ribosomal pro-
tein S6 kinase; (4E-BP1), Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-Binding Protein 1;
(mTOR), mammalian target of rapamycin; (AKT-PI3K), Fosfatidil-inositol 3 quinase;
(MAPK), proteina quinase ativado por mitégenos; (ERK 1/2), quinase requladora de sinais
extracelulares; Jun N-terminal kinase (INK);, (p38) mitogen-activated protein kinase
(MAPK) family members.

6.2 - CREATINA QUINASE

A creatina quinase esta presente no musculo esquelético, car-
diaco e tecido cerebral, conforme descrito anteriormente, e 0 aumen-
to de sua concentracao sérica ¢ um marcador de lesao celular. A CK-
MB esta confinada quase que exclusivamente no tecido cardiaco e
concentracgdes elevadas deste biomarcador sao de grande significado
para diagnoéstico de dano miocardico (HORDER et al. 1991).

Observou-se no presente estudo que nao houve mudangas
estatisticamente significantes na concentragao sérica da CK-NAC e
de sua fragao MB, comparando-se o grupo H-7 com o grupo C-7. Re-
sultados semelhantes foram descritos por Prakash et al. (2007) em
pacientes com hipertireoidismo clinico. Estes resultados parecem in-
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dicar que no modelo experimental utilizado, 0 hormonio tireoidiano
administrado por sete dias, ndo altera as concentragdes da creatina
quinase e de sua fragdo MB, provavelmente por nao induzir danos
teciduais expressivos.

As concentragdes séricas de CK-MB foram significativamente
maiores no grupo H-28 quando comparado ao grupo C-28 (41,23%),
sugerindo que o hormoénio tireoidiano administrado por 28 dias
pode induzir danos teciduais expressivos no coragdo, elevando a
concentracao da creatina quinase, possivelmente por ativagao da via
de apoptose JNK/p38 (imagem-10), devido ao estresse cardiaco im-
posto pelo excesso do hormonio.

O hipertireoidismo leva ao aumento da permeabilidade pas-
siva do sarcolema a creatina e, como resultado, ocorre desacopla-
mento do PCr mitocondrial. Como a taxa de utilizagao da energia no
estado de repouso estd aumentada, uma diminuigao do PCr intrace-
lular, aumenta a susceptibilidade do miocardio a hipoxia e a possi-
veis danos dela decorrentes (SEPPET ef al. 1994).

Outro achado importante se refere a concentracao sérica da
creatina quinase nos grupos suplementados com leucina. Observou-
se que os valores de CK-NAC foram menores no grupo HL-7 quan-
do comparados aos do grupo H-7 (53,4%). Quanto a CK-MB, obser-
vou-se que os grupos L-7 e HL-7 apresentaram concentragoes séricas
mais baixas do que o grupo H-7 (46,43% e 46,90%, respectivamente).
Os grupos L-28 e HL-28, também apresentaram valores de CK-MB
significativamente menores do que o grupo H-28 (42,47% e 38,28%,
respectivamente), sugerindo uma agao moduladora da leucina. Esta
acao pode estar ligada a efeitos anabolicos ou anti-catabolicos no
metabolismo das proteinas (CANEDO et al. 2010; KOBAYASHI et
al. 2006).

Escobar et al. (2005) estudaram os efeitos da leucina no mio-
cardio de porcos, e seus resultados mostraram que a infusdo deste
aminodcido atua como um sinal nutricional para estimular a sintese
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proteica, podendo gerar respostas anabodlicas e anti catabdlicas no
coracao.

6.3 - TOLERANCIA AO ESFORCO

Em um estudo cladssico, Ramsey (1966) demonstrou que me-
tade dos pacientes com hipertireoidismo, em um grupo de 54 volun-
tarios, apresentou histérico de fraqueza muscular, apresentando,
como sintomas, dificuldades para subir escadas ou levantar os bra-
¢os acima da cabega e, frequentemente, necessitavam de ajuda para
realizar tarefas que anteriormente realizavam sozinhos.

O hormonio tireoidiano leva a maior contratilidade do mio-
cardio, aumento do fluxo sanguineo e oferta de oxigénio (GONCAL-
VES et al., 2006). Contudo, essa maior forca de contracao somente é
garantida em elevagdes pequenas do hormodnio, uma vez que o ex-
cesso provoca aumento da catdlise de proteinas contrateis. Por sua
vez, o paciente com hipertireoidismo, apresenta baixa tolerancia ao
esfor¢o em razao da manutencao dos niveis de hormonios tireoidia-
nos elevados por tempo prolongado, o que gera prejuizo na capaci-
dade de trabalho do coragado, no fluxo sanguineo e na oferta de oxi-
génio. Esses efeitos sao acentuados pela alta catalise de proteinas
contrateis.

Observou-se, no presente estudo, que o grupo H-28 apresen-
tou um aumento significante no desempenho durante o teste de es-
forco, quando comparado ao grupo C-28, nadando um tempo
46,65% maior no T14 e 42,71% maior no T21, porém com queda de
desempenho no T28, sugerindo que o hipertireoidismo aumentou a
tolerancia ao esforgo, possivelmente por alteragoes fisioldgicas e me-
tabolicas, porém, cronicamente provocou a queda dessa tolerancia,
talvez devido a degradacao das proteinas contrateis e déficit ener-
gético.

Argov et al. (1998) e Kaminsky ef al. (1991) relacionam o hor-
monio da tireoide com a agao do musculo esquelético e com a regu-



44

lagdo da atividade enzimatica no metabolismo aerobio e anaerdbio
da glicose, o qual influencia diretamente a atividade mitocondrial e
o fornecimento de ATP para o musculo esquelético.

6.4 — FREQUENCIA CARDIACA E PRESSAO ARTERIAL SIS-
TOLICA

Quanto a influéncia da tiroxina na hemodinamica, observa-se que,
no hipertireoidismo, ha aumento da pressao sistdlica e diminuigao
da pressao diastolica com aumento na pressao de pulso. No entanto,
a pressao arterial média nao se altera. A elevacdo da pressao sistoli-
ca é explicada pelo incremento do fluxo sanguineo provocado pelo
aumento do débito cardiaco. A diminui¢ao da pressao diastolica
deve-se a vasodilatagao periférica provocada pelo maior relaxamen-
to da musculatura lisa das artérias (KLEIN et al., 1994).

Observamos, no presente estudo, que o modelo experimental
de hipertireoidismo nao causou mudangas na pressao arterial sistoli-
ca dos animais, porém, aumentou, de forma significativa, a frequén-
cia cardiaca dos animais do grupo H-28, quando comparados ao
grupo controle C-28 (15,83%), possivelmente devido a maior deman-
da metabolica periférica em decorréncia da presenca dos hormoénios
tireoidianos.

O grupo HL-28 apresentou frequéncia cardiaca mais elevada
do que o grupo controle C-28, porém sem diferenca estatisticamente
significante. Possivelmente a leucina exerce alguma influéncia na he-
modinamica dos ratos, porém, essa relacao é ainda desconhecida
tendo em vista a quantidade de varidveis envolvidas na regula¢ao
da frequéncia cardiaca.

7 - CONCLUSAO

Em ratos tratados com hormonio tireoidiano ocorre, hipertro-
fia cardiaca com aumento do peso do ventriculo esquerdo, aumento
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da frequéncia cardiaca e elevacao das concentragdes séricas de CK-
MB ap0s 28 dias.

A associagao de leucina ao hormonio parece modular a hi-
pertrofia cardiaca induzida além de reduzir as concentragdes séricas
de CK-NAC e CK-MB por mecanismos ainda desconhecidos.

A tiroxina aumenta o desempenho da natagdao de ratos apods
uma terapia de 14 e 21 dias porém com queda de performance em 28
dias.
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A insuficiéncia cardiaca ¢ uma complicagao
comu no hipertireoidismo que provoca dife-
rentes adaptagoes no coracao, de conformidade
com o tempo de exposi¢ao ao hormoénio. O
presente estudo se justifica pelo possivel efeito
protetor da leucina sobre o miocardio. Isto
representa possiveis potenciais de intervengao
em diferentes condi¢oes de dano cardiaco, no
sentido de proteger o coragao contra os efeitos
lesivos desencadeados.

) } NAVEGANDO



