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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) € um evento que acomete milhares de
pessoas ao redor do mundo. Apds o IAM sédo desencadeados diversos processos,
como alteracdes na expressao de proteinas envolvidas na contratilidade cardiaca e
no remodelamento cardiaco apés o IAM, bem como o desequilibrio no estado redox
da célula, que podem levar a um grave prognostico. A utilizacdo dos hormonios da
tireoide vem sendo amplamente estudada na tentativa de desenvolver um método
terapéutico eficiente para o tratamento do IAM. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi verificar os efeitos da tiroxina (T4) sobre a expressao e a concentragdo de
antioxidantes e pro-oxidantes e sobre a expressdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo do célcio, e suas possiveis relacbes com a melhora na funcéo cardiaca
ap6s o IAM. Foram utilizados ratos Wistar, divididos nos seguintes grupos
experimentais: SHAM, infartado (IAM) e infartado e tratado com T4 nas doses de
1,2, 2,4 e 6,0 mg/L de agua de beber. O tratamento foi iniciado 24 horas apos a
inducdo do IAM e apdés 14 dias foram coletados dados morfométricos e
ecocardiograficos, além de analisadas as expressdes das proteinas calcio ATPase
do reticulo sarcoplasmético (SERCAZ2a), fosfolambam (PLB), fator nuclear eritroide
do tipo 2 (Nrf2) e hemeoxigenase 1 (HO-1). Também foram quantificadas as
concentracbes de peroxido de hidrogénio (H.O,;) e de glutationa total em
homogeneizado de tecido cardiaco. Os animais infartados, tratados ou ndo,
apresentaram hipertrofia cardiaca independente da dose do tratamento. O IAM
provocou uma reducédo da funcdo cardiaca, e o tratamento com T4 néo foi capaz de
reverter esses efeitos. A expressao das proteinas PLB e Nrf2 diminuiu apés o IAM.
Os animais tratados com T4 em suas doses mais altas apresentaram valores da
expressdo da proteina Nrf2 semelhantes aos animais do grupo SHAM. Os grupos
infartado e tratado com T4 nas doses de 2,4 e 6,0 mg/L apresentaram valores de
expressdo da SERCA2a maiores quando comparados com o grupo SHAM. As
concentracbes de H,O, e de glutationa total ndo foram alteradas apo6s o IAM, e o
tratamento com T4 também n&o alterou estes parametros. Em suma, uma vez que a
dose de T4 de 6,0 mg/L modulou a expresséo do Nrf2, uma proteina importante para
o estado redox da célula, sugerimos que poderia estar ocorrendo uma adaptacao de
sistemas antioxidantes distintos dos analisados neste estudo e que também sé&o

regulados por este fator de transcrigao.



Palavras-chave: infarto agudo do miocardio; horménios da tireoide; estresse
oxidativo; funcéo cardiaca; metabolismo do calcio.



ABSTRACT

The acute myocardial infarction (AMI) is an event that affects thousands of
people around the world. After AMI are triggered several processes, such as
changes in expression of proteins involved in cardiac contractility and cardiac
remodeling, as well as the cell redox state imbalance, which can lead to serious
prognosis. The use of thyroid hormones has been widely studied in an attempt to
develop an efficient therapeutic method for treatment of AMI. Thus, the objective of
this study was to investigate the effects of thyroxine (T4) on expression and
concentration of antioxidant and pro-oxidants and the expression of proteins related
to calcium metabolism, and their possible relationships with improvement in cardiac
function after AMI. Wistar rats were divided into the following groups: SHAM,
myocardial infarction (AMI) and myocardial infarction and treated with T4 at doses of
1,2, 2,4 and 6,0 mg / L of drinking water. Treatment was initiated 24 hours after
induction of AMI and after 14 days were collected morphometric and
echocardiographic data, and analyzed protein expression of sarcoplasmic reticulum
calcium ATPase (SERCAZ2a), phospholamban (PLB), nuclear factor erythroid type 2
(Nrf2) and hemeoxygenase 1 (HO-1). Also were quantitated concentrations of
hydrogen peroxide (H»O;) and total glutathione in homogenized of cardiac tissue.
The infarcted animals, treated or not, showed cardiac hypertrophy, independent of
the dose of treatment. The AMI has caused a decline in cardiac function parameters,
and treatment with T4 was not able to reverse these effects. The protein expression
of PLB and Nrf2 decreased after AMI. Animals treated with T4 in their higher doses
had values of Nrf2 protein expression similar to those animals of the SHAM group.
The infarcted groups and treated with T4 at doses of 2.4 and 6.0 mg / L had higher
SERCA2a expression when compared to the sham group. The concentrations of
H,O, and total glutathione were not altered after AMI, and treatment with T4 did not
alter these parameters. In short, since the treatment dose of 6.0 mg / L modulates
the expression of Nrf2, an important protein for the redox state of the cell, we suggest
what might be going on an adaptation of antioxidant systems distinct from those
analyzed in this study and are also regulated by this transcription factor.

Keywords: acute myocardial infarction, thyroid hormones, oxidative stress, cardiac

function, calcium metabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Dados epidemiologicos mundiais mostram que as doencas cardiovasculares
sao as principais causas de morte na populacdo em geral. No ano de 2008, 12,2%
das mortes foram causadas por doencas isquémicas do corag¢do, somando 7,2
milhdes de mortes em todo o mundo. Além disso, a projecao para o ano de 2030 &
de que as doencas isquémicas do coracdo causem mais de 8 milhdes de mortes em
todo o mundo (World Health Organization. 2008). O Brasil também apresenta
nameros elevados de morbidade e mortalidade relacionadas as DCVs. 69% dos
Obitos possuem causa bem definida e destes, 32% estdo relacionados as doencas
cardiovasculares, seguido das neoplasias que possuem menos da metade deste
percentual (15%). Mais de 1.700.000 pessoas com mais de 65 anos apresentam
doenca cardiovascular grave (Azambuja et al. 2008; Ministério da Saude. 2009).

Estes dados implicam em altos custos governamentais com saude publica.
Nos Estados Unidos, as doencas cardiovasculares lideram o quadro de custos com
a saude publica (Smith et al. 2008). No Brasil, somando o0s gastos com
hospitalizag&do e assisténcia ambulatorial do Sistema Unico de Salde (SUS), salde
suplementar e desembolso direto de todo este contingente, os valores anuais

ultrapassam R$11 bilh6es (Azambuja et al. 2008).

1.2 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO (IAM)

As artérias coronarias exercem um papel importante na funcionalidade
cardiaca, pois através delas chega ao tecido miocardico o sangue rico em nutrientes
e substancias fundamentais para a fung¢éo cardiaca. Entretanto, eventos cardiacos
onde o fluxo sanguineo se torna nulo ou limitado comprometem a sobrevivéncia e a
funcionalidade do miocardio. A aterosclerose € a principal causa de obstru¢cdo aguda
das coronarias e ocorre por predisposicao genética e/ou por ingestdo excessiva de
gorduras e colesterol (Dalal et al. 2004). A regido do miocardio onde o aporte
sanguineo se torna nulo ou limitado € denominada regido infartada e o evento
isquémico cardiaco € denominado infarto agudo do miocardio (IAM) (Boersma et al.

2003). O musculo cardiaco é capaz de sobreviver com até 15% do fluxo sanguineo
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normal. Entretanto, na area central da regido infartada, onde o fluxo sanguineo pode
se tornar nulo ocorre a morte do miécito (Boersma et al. 2003).

No IAM, a perda de miécitos conduz a uma condicdo de sobrecarga e
promove mudancas metabdlicas, bioquimicas, moleculares e estruturais no tecido
cardiaco. Estas alteracdes promovem um remodelamento ventricular que envolve
dilatacdo cardiaca, hipertrofia da area remanescente do miocardio e deposicao de
colageno na zona infartada (Jugdutt 2003; Jugdutt 2012). Neste sentido, o
remodelamento cardiaco ap6s o IAM pode ser dividido em precoce e tardio, com
caracteristicas temporais distintas. Precocemente apds o evento isquémico, ocorre a
expansdo da zona de infarto com consequente afinamento da parede e dilatacéo
ventricular, acarretando um aumento do estresse de parede. Apds este periodo,
ocorrem alteracdes na arquitetura ventricular bem como na estrutura da célula
muscular cardiaca na tentativa de normalizar o estresse de parede e a funcéo
cardiaca (Sutton; Sharpe 2000).

Para o melhor entendimento da fisiopatologia do IAM, foram desenvolvidos
modelos experimentais utilizando diferentes animais. O modelo experimental
utilizado neste trabalho foi o de indugédo do IAM em rato, o qual é um dos animais
mais utilizados para a realizagdo de modelos experimentais de IAM. O baixo custo e
o facil manejo desta espécie sdo alguns dos beneficios de sua utilizacdo. Além
disso, o metabolismo dos ratos possibilita que o estudo das fases envolvidas no
IAM, como necrose, cicatrizacdo e remodelamento, seja possivel em um curto
periodo de tempo. Por fim, estes animais sdo acometidos por alteragdes decorrentes
do IAM semelhantes as que ocorreriam em humanos (Zornoff et al. 2009).

Apesar da alta mortalidade encontrada na utilizacdo de ratos em pesquisas
envolvendo IAM, em estudo recente do nosso laboratério foi possivel observar uma
reducd@o nos niveis de mortalidade. Tavares e colaboradores (2010) alcangaram uma
taxa de morte dos animais em torno de 10%.

As alteracdes que ocorrem apos o IAM conduzem a uma diminui¢cdo imediata
da funcéo cardiaca. A fracdo de ejecéo, a fracdo de encurtamento e a mudanca de
area fracional do ventriculo esquerdo (VE) sdo reduzidas de maneira acentuada
(Pfeffer et al. 1979; Lymvaios et al. 2011). Assim, estas alteragcbes da funcao
cardiaca sdo responsaveis por tornar o IAM uma das principais causas de

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
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Diversos processos bioquimicos sdo desencadeados no miocérdio e
contribuem para a perda de funcéo apds o IAM. A diminuicdo na expressao da
cadeia pesada de miosina alfa (MHC-a) e o aumento na expressdo da cadeia
pesada de miosina beta (MHC-B) prejudicam diretamente a capacidade contratil
apos o IAM (Pantos et al. 2007; Pantos et al. 2009). Estas duas isoformas da
miosina sdo componentes contrateis do miocito. A MHC-a possui atividade ATP&sica
mais alta, o que gera uma contracao cardiaca mais eficiente. Por outro lado, a MHC-
B possui atividade ATPasica mais lenta, contribuindo para uma contracdo menos
eficiente (Morkin 1993). Da mesma forma, ocorre uma diminuicdo na expressao da
proteina calcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a) e um aumento da
fosfolambam (PLB). Assim, a capacidade de recaptar calcio do mioplasma fica
comprometida, contribuindo ainda mais para a disfuncdo contratil (Pantos et al.
2007; Calise et al. 2009; Bernardo et al. 2010).

Outro fator importante se refere ao aumento da produgéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) concomitante ao IAM. Ja foi demonstrado que ha uma producao
elevada destas moléculas com consequente diminuicdo da fracdo de encurtamento,
aumento do didmetro do ventriculo esquerdo no final da diadstole e aumento do
volume do ventriculo esquerdo no final da diastole (Kinugawa et al. 2000; Schenkel
et al. 2010).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E IAM

As EROs sdo moléculas geradas, principalmente, a partir da reducao
monovalente do oxigénio molecular. Uma vez formadas, as EROs podem dar origem
aos radicais livres (RLs), que sdo moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados, geralmente em seu ultimo orbital. Essas moléculas exercem
importantes fungbes no metabolismo celular. Estudos iniciais envolvendo EROs e
RLs indicaram que uma producdo em excesso dessas espécies acarretaria em
severos prejuizos celulares, incluindo danos a lipideos, proteinas e DNA, inibindo a
funcdo celular normal (Sies; Cadenas 1985; Fujii et al. 2011). Desta forma, o
estresse oxidativo (EO) esta associado ao desenvolvimento de diversas patologias,
principalmente as doencas cardiovasculares (Hill; Singal 1996).
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As EROs, anion superéxido (O, ), peréxido de hidrogénio (H.O,) e radical
hidroxil (HO) podem agir de maneira deletéria ou benéfica, dependendo de suas
concentracfes. Ja esta descrito que em baixas concentracdes os agentes oxidantes
estdo envolvidos com o crescimento e com a melhora da capacidade contratil dos
musculos cardiaco e esquelético (Suzuki; Ford 1999). Kwon e colaboradores (2003)
descreveram que o H;O, em baixas concentracdes foi capaz de estimular a
hipertrofia cardiaca, entretanto, em concentracdes maiores esta molécula causou
apoptose e necrose de células cardiacas. Da mesma forma, o H,O, pode modular a
capacidade contratil do miocardio através da modulacdo da funcdo de canais de
calcio presentes no reticulo sarcoplasmatico e na membrana celular (Zima; Blatter
2006).

Os sistemas biolégicos apresentam mecanismos capazes de desenvolver
sistemas de defesa contra as EROs e RLs. Estes mecanismos sdo chamados de
sistemas de defesa antioxidante e sdo divididos em enzimaticos e ndo enziméaticos.
O sistema de defesa enzimatico € constituido por enzimas tais como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), hemeoxigenase 1
(HO-1), entre outras (Valko et al. 2007).

Dentre os mecanismos de defesa enzimaticos, a enzima HO-1 exerce um
papel fundamental, principalmente em lesdes induzidas por isquemia. Esta enzima
tem a funcdo de converter o grupo heme liberado pela mioglobina e hemoglobina,
em biliverdina, monoxido de carbono e ferro livre. Além disso, esta proteina €&
altamente induzivel pelo aumento das concentragcbes de EROs (Wagener et al.
2003; Valko et al. 2007).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico € representado pelo acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH),
carotenoides e flavonoides (Valko et al. 2007). Destes, o principal “tampéo redox” e
antioxidante presente no organismo € a GSH. Esse tripeptideo exerce diversas
funcdes essenciais na adaptacdo celular ao estresse, pois € um cofator para
diversas enzimas detoxificadoras (p.ex. GPX), participa do transporte de
aminoacidos através da membrana plasmatica, elimina o radical hidroxil e o oxigénio
singlete, e regenera os antioxidantes vitamina C e E (Valko et al. 2007).

Todos estes achados acrescentaram conhecimento e novas perspectivas nas
pesquisas relacionadas com EO. Sies e colaboradores (1985) conceituaram o

estresse oxidativo como o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
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concomitante a uma reducdo dos mecanismos de defesa antioxidante. Atualmente
séo atribuidas a¢cbes benéficas destas espécies quando se encontram em baixas ou
moderadas concentracdes. Estas acdes estdo ligadas a resposta mitogénica e a
defesa celular contra agentes infecciosos (Valko et al. 2007). Além disso, as EROs e
RLs agem na sinalizacdo celular interferindo em diversas funcdes celulares. Neste
sentido, foi sugerido por Jones e colaboradores em um trabalho publicado em 2006,
que o estresse oxidativo é definido por um desequilibrio e um rompimento da
sinalizacao redox (Jones 2006).

Ainda em relacdo ao EO envolvendo a sinalizagdo celular, um fator de
transcricdo tem sido alvo de recentes estudos. O fator nuclear eritroide do tipo 2
(Nrf2), € induzivel por diversas moléculas, principalmente o H,O,, e possui um papel
citoprotetor muito importante. O Nrf2, quando ativado, tem como alvo elementos
responsivos a antioxidantes em regides promotoras de diversos genes, estimulando
a sintese de diversas enzimas antioxidantes, como a HO-1, a CAT, a SOD e a GPX.
A enzima gama glutamilcisteina sintetase, responsavel pela biossintese da GSH,
também tem sua expresséo estimulada pelo Nrf2 (Lee; Johnson 2004; Kobayashi;
Yamamoto 2005). Além disso, o Nrf2 também é capaz de estimular a atividade
destas mesmas enzimas (Zhu et al. 2005).

O estresse oxidativo est4 diretamente envolvido com a fisiopatologia do IAM.
Mudancas no estado redox de coracbes de ratos infartados sdo observadas
precocemente pos-infarto. Estudos evidenciam um aumento da producédo de EROs
com consequente aumento do estresse oxidativo apds o infarto do miocéardio em
modelos experimentais e em humanos (Grieve et al. 2004). Fontes de EROs no IAM
estdo associadas com a infiltracdo de células inflamatdrias e reacfes enzimaticas
envolvendo a cadeia de transporte de elétrons da mitocOndria, xantina oxidase,
NADPH oxidase, oOxido nitrico sintase, lipoxigenase e citocromo P450 mono-
oxigenase (Hill; Singal 1996; Singh et al. 1996; Kinugawa et al. 2000; Grieve et al.
2004; Takimoto; Kass 2007).

A anadlise de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é um
método muito utilizado para quantificar a peroxidacdo de lipideos. Aumento nos
niveis de lipoperoxidacéo foi observado em 4, 8 e 16 semanas apos o IAM (Hill;
Singal 1996). O aumento do peroxido de hidrogénio (H,0,) esta relacionado com os
niveis de lipoperoxidacdo. Schenkel e colaboradores (2012) observaram uma

diminuicdo nos niveis de H,O, dois dias apos o IAM, entretanto em sete dias 0s
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animais infartados apresentaram valores semelhantes aos animais controles. Apos
28 dias os animais infartados apresentaram concentragcbes de H,O, superiores aos
animais controles (Schenkel et al. 2012).

Hill e Singal (1996) observaram atividade preservada da enzima superoxido
dismutase (SOD) em uma, quatro e oito semanas ap6s o IAM e das enzimas
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) em uma semana apdés a isquemia. Da
mesma forma, foram observados valores semelhantes aos animais controles na
relacdo da glutationa reduzida (GSH) pela glutationa oxidada (GSH/GSSG) em
animais infartados apés uma, quatro e oito semanas (Hill; Singal 1996). Schenkel e
colaboradores (2012) também apresentaram valores preservados de GSH/GSSG
apos uma semana do I1AM.

As EROs e os RLs podem exercer papeis fisiolégicos importantes, mas em
situacdes patoldgicas, como no IAM, o aumento na concentragdo destas moléculas
esta relacionado com a perda de funcdo cardiaca. Nestas situacdes, estas espécies
estimulam vias de sinalizacdo que levam ao desenvolvimento de tecido fibroso e
morte do miécito (Opie et al. 2006; Valko et al. 2007).

O estado redox da célula também pode interferir na funcéo cardiaca através
da modulacdo da atividade de canais e bombas idnicas. O canal liberador de calcio
do reticulo sarcoplasmatico, o receptor de rianodina (RyR), tem sua funcdo
estimulada com o aumento da concentracdo de GSSG no citosol. Por outro lado, o
aumento de GSH diminui a atividade do RyR (Balshaw et al. 2001). O H,0,, bem
como o anion superoxido e o radical hidroxil, podem interferir na atividade do RyR,
dependendo da sua concentracdo. Em concentragfes elevadas, estas espécies
oxidam os grupos sulfidrila (-SH) deste canal aumentando a probabilidade de
abertura e liberacao de célcio (Boraso; Williams 1994; Anzai et al. 1998).

Da mesma forma, a célcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a),
tem sua atividade alterada pelo estado redox celular. As EROs, quando em altas
concentracfes, oxidam os grupos SH deste canal e inibem a sua atividade,
dificultando a recaptacado de calcio para o reticulo sarcoplasmatico (Xu et al. 1997).

Outras proteinas envolvidas no transporte de célcio no musculo cardiaco
também podem ter suas atividades prejudicadas em situacdes nas quais a
concentracdo de EROs esta elevada (Zima; Blatter 2006). Juntas, estas informacdes
corroboram a importancia das EROs e dos sistemas antioxidantes na modulagcéo da

funcdo contratil do coracéo, pois o desequilibrio do balanco redox esta relacionado
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com prejuizos no metabolismo do célcio e consequente acumulo deste ion na célula.
O aumento excessivo da concentracdo de calcio no miécito esta relacionado com a
queda da capacidade contratil do miocardio, necrose celular e desenvolvimento de

insuficiéncia cardiaca congestiva (Shaheen et al. 2011).

1.4 HORMONIOS DA TIREOIDE E ESTRESSE OXIDATIVO

Existe uma relacdo estreita entre os hormoénios produzidos na glandula
tireoide, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), e 0 estresse oxidativo (Videla 2010).
Esses hormbnios sdo responsaveis por estimular o consumo de oxigénio celular, o
que gera um aumento na producédo das EROs (Venditti; Di Meo 2006; Araujo et al.
2008; Videla 2010). A producao elevada destas moléculas esta associada com um
aumento do nivel de lipoperoxidacdo no miocéardio, e consequente dano ao tecido
cardiaco, sendo este evento tempo-dependente (Venditti; Di Meo 2006).

O aumento da producao de EROs esta relacionado com um alto consumo das
reservas antioxidantes celulares, bem com a inativagcdo de enzimas antioxidantes
(Videla 2010). Em um estudo conduzido por Araudjo e colaboradores (2011) foi
observado um aumento na lipoperoxidacao e no nivel de carbonilas em eritrocitos de
ratos apos 28 dias de inducdo ao hipertireoidismo. Entretanto, este mesmo trabalho
apresentou um aumento da atividade das enzimas glutationa S-transferase e
glutationa peroxidase. Em outro estudo publicado por Aradjo e colaboradores, foi
observado que a administragdo de T4 durante 28 dias induziu aumento na
expressao das proteinas tiorredoxina e peroxirredoxina, as quais fazem parte dos
mecanismos de defesa antioxidante, no tecido cardiaco (Araujo, Fernandes et al.
2010).

1.5 HORMONIOS DA TIREOIDE COMO MEDIDA TERAPEUTICA APOS O
INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO (IAM)

Atualmente existem diversas medidas terapéuticas para o tratamento do IAM.
A utilizacdo de oxigénio, para diminuicdo da hipoxemia, o alivio da dor e da
ansiedade, a utilizacdo de antiplaquetarios, betabloqueadores, bloqueadores dos
canais de calcio, inibidores da enzima conversora de angiotensina e inibidores dos

receptores da angiotensina, bem como a utilizacdo de terapias de reperfusdo ja
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estdo bem descritas na literatura (Sociedade Brasileira de Cardiologia. 2004).
Entretanto, todas estas medidas possuem um efeito paliativo sobre os danos
causados pelo IAM, contribuindo apenas para a estabilizacdo do quadro clinico.

Na busca por medidas mais eficientes os hormoénios produzidos na glandula
tireoide (HT) estdo sendo estudados como potenciais agentes terapéuticos na
recuperacdo do IAM. A tetraiodotironina ou tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3) sao
horménios produzidos a partir do iodo na glandula tireoide e que exercem diversas
funcdes metabolicas. S&o produzidos cerca de 90% de T4 e 10% de T3. O hormdnio
T3 é produzido em menor escala, entretanto € a forma ativa dos horménios
tireoidianos. Neste sentido tecidos periféricos, dentre eles o tecido cardiaco, séo
capazes de produzir enzimas desiodases especificas, que convertem,
perifericamente, o pré-horménio T4 na forma ativa (T3). A glandula tiredide ainda
produz uma pequena quantidade do horménio T3 reverso (menos de 1%), uma
forma inativa do hormonio T3 (Melmed et al. 2011).

Um perfil alterado dos HT tem sido observado em pesquisas clinicas e
experimentais envolvendo IAM e insuficiéncia cardiaca. Pacientes e animais
apresentam uma sindrome de baixo T3 ap0s o IAM e a baixa concentracdo deste
hormonio esta relacionada com uma piora da funcéo cardiaca e com um progndéstico
ruim (lervasi et al. 2003; Calise et al. 2009; Coceani et al. 2009).

Associado a diminuicdo da concentracdo de T3, sdo observadas alteracdes
de proteinas relacionadas com a contracdo do mdusculo cardiaco, tais como:
diminuicdo na expressdo génica da isoforma alfa de cadeia pesada de miosina e
aumentos da isoforma beta; diminuicdo da célcio ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2a); aumento da fosfolambam (PLB) (Ojamaa et al. 2000;
Pantos et al. 2007; Pantos et al. 2008). Em consequéncia destas mudancas, sao
encontradas diminui¢cdes na fracdo de ejecdo (FE), indice de contratilidade (+dP/dt)
e indice de relaxamento (—dP/dt), além de aumentos nos didametros do ventriculo
esquerdo no final da diastole e da sistole (Pantos et al. 2007; Camilli et al. 2008).

No tecido cardiaco os HT agem de maneira pleiotropica, modulando a
expressdo de diversas proteinas relacionadas com a fungédo e estrutura cardiaca
(Kahaly; Dillmann 2005). Assim, quando administrados apés o IAM estes hormonios
podem prevenir a expressao de proteinas em um perfil semelhante ao tipo fetal que
ocorre apos o IAM, bem como normalizar a geometria cardiaca que foi alterada em

consequéncia da isquemia (Pantos et al. 2010).
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Observa-se melhora na funcéo cardiaca apos o tratamento com horménios da
tireoide com aumentos na FE, no indice de contratilidade e no indice de
relaxamento, na pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo e na fracdo de
encurtamento. Além destes beneficios, ocorre um aumento na expressdo da
SERCA2a, diminuicdo na expressédo da PLB, diminuigcdo na expressao da isoforma
beta da cadeia pesada de miosina e aumento na expressao da isoforma alfa, e
melhora da geometria cardiaca (Ojamaa et al. 2000; Kahaly; Dillmann 2005; Pantos
et al. 2007; Pantos et al. 2008).

Ainda nao foram realizadas pesquisas clinicas com administracdo de HT apods
o IAM. Entretanto, alguns estudos tém sido realizados utilizando um analogo dos HT,
o acido 3,5-diiodotiropropiénico (DITPA), o qual possui menos efeitos metabdlicos,
comparando-se com os efeitos de T3 e T4. Estas pesquisas apontaram um aumento
do indice cardiaco, diminuigcdo da resisténcia vascular sistémica, da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e do peso corporal. Entretanto, estes dados nao refletem
nenhum beneficio sintomatico (Morkin et al. 2002; Goldman et al. 2009). Além disso,
0s pacientes tratados com DITPA apresentaram cansaco e desconforto intestinal
(Goldman et al. 2009).

Em um modelo experimental de coracédo isolado, onde foi induzida uma
isquemia seguida de reperfusdo, foi observada melhora nos coragcbes que
receberam T3 durante a reperfusdo. Nesta situacdo, ouve um aumento da pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo e diminuicdo da liberacdo de lactato
desidrogenase, indicando uma melhora na capacidade contratil do miocardio. Por
outro lado, este mesmo estudo testou a utilizacdo de T4 durante a reperfusao e nao
observou os mesmos resultados. Assim, o T4 néo foi capaz de melhorar a funcao
contratil apds a isquemia (Pantos et al. 2011).

Em outro estudo envolvendo o modelo de isquemia-reperfusédo, os animais
foram tratados com DITPA por sete dias, em diferentes doses, previamente a
inducdo de isquemia e reperfusdo. O grupo que recebeu o tratamento apresentou
alta prevaléncia de arritmia cardiaca fatal e nenhuma melhora na funcao contratil do
miocardio e na expressao das proteinas SERCA2a e PLB (Talukder et al. 2011).

Ainda sdo escassas as pesquisas gue relacionem o estresse oxidativo apds o
IAM em animais tratados com HT. Entretanto, pesquisadores descrevem que o
aumento na producdo de EROs esta associado com o aumento da expressdo da

HSP70 (proteina de choque térmico), o que poderia induzir uma tolerancia a
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situacdes isquémicas (Pantos et al. 2010). Outros fatores importantes s&o
observados no estresse oxidativo moderado, onde ha a ativagcdo da proteina quinase
C (PKC) sensivel ao estado redox celular no pré-condicionamento isquémico
(Downey et al. 2007).

As informacgdes anteriores tornam plausivel a hipétese de que o tratamento
com horménios da tiredide podem induzir adaptacdes do sistema antioxidante,
podendo, desta forma, atenuar os danos decorrentes do aumento de EROs

produzido pelo IAM.
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2 HIPOTESE

Os hormonios da tireoide induzem um aumento no consumo de oxigénio celular,
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, a0 mesmo
tempo, conduzindo a uma adaptacdo dos sistemas de defesa antioxidantes. Desta
forma, a hipétese deste estudo foi que a administracdo de tiroxina iniciada apos o
IAM pode melhorar o remodelamento e a funcdo cardiaca através da promoc¢éo de

adaptacdes antioxidantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desse estudo foi analisar os efeitos do tratamento com
tiroxina apos o infarto agudo do miocardio no remodelamento e na funcao cardiaca,

bem como em parametros indicativos de estresse oxidativo cardiaco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo deste trabalho foi inicialmente padronizar um protocolo de
tratamento com tiroxina (T4) apoés o infarto agudo do miocardio (IAM).

Os objetivos especificos foram avaliar o efeito do tratamento com tiroxina
apos o IAM:

* em parametros morfomeétricos.

* em parametros relacionados a fungao cardiaca.

* na expressao de proteinas relacionadas ao metabolismo do célcio.

* em parametros relacionados ao estresse oxidativo cardiaco.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EXPERIMENTACAO ANIMAL

4.1.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos machos Wistar pesando de 300 a 350 gramas
advindos do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em caixas plasticas com
medidas de 270 x 260 x 310 mm, sendo quatro animais por caixa. Todos 0s animais
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (21°C), ciclo “claro-
escuro” de 12 horas e umidade relativa do ar de 70%. Agua e ragio comercial foram

oferecidas “ad libitum”. O peso corporal foi aferido semanalmente.

4.1.2 Consideracdes éticas

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo aprovado com o numero 18957. Os
experimentos so tiveram inicio apds sua aprovacao.

Todos os procedimentos desse estudo estdo de acordo com a Lei 6638, de 08
de maio de 1979, que estabelece normas para a Prética Didatico-Cientifica da
Vivisseccdo de animais; dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal; assim como aquelas
contidas nos Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomédica
envolvendo animais provenientes do Council for International Organizations of
Medical Science (CIOMS) (Goldim; Raymundo 1997).

4.1.3 Manuseio de reagentes e animais

Apés a morte, as carcacas dos animais foram congeladas em freezer —20°C e
levados ao biotério da universidade onde foram coletados por empresa
especializada. Os materiais toxicos foram manuseados na capela e apds sua

utilizacdo os residuos foram encaminhados para o Centro de Gestao e Tratamento



26

de Residuos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para sua correta
eliminacéo.

Todos os procedimentos com animais e reagentes foram realizados com o
uso de avental, luva cirdrgica e mascara, levando em consideracdo os cuidados
necessarios para protecdo e seguranca dos animais e dos pesquisadores

envolvidos.

4.1.4 Grupos Experimentais

Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

1 — Grupo SHAM, n=10 (SHAM): os animais foram submetidos a simulacéo
da cirurgia de inducéo ao infarto agudo do miocardio.

2 — Grupo Infarto Agudo do Miocardio, n=12 (IAM): 0s animais foram
submetidos a cirurgia de ligadura da artéria coronaria esquerda.

3 — Grupos Infarto Agudo do Miocéardio e tratados co m tiroxina: 0s
animais foram infartados e ap6s 24 horas do procedimento os mesmos foram
tratados com tiroxina na agua de beber (Araujo et al. 2006). As doses utilizadas
foram (Araujo et al. 2006; Pantos et al. 2008; Calise et al. 2009):

e 1,2mg/L (IAMT 1,2; n=04).
« 2,4 mg/L (IAMT 2,4; n=04).
* 6,0 mg/L (IAMT 6,0; n=06).

4.1.5 Protocolo experimental

Apos 3 meses de vida, com peso minimo de 300 gramas, 0s animais foram
submetidos a cirurgia de ligadura da artéria coronaria esquerda para a inducao do
IAM. Finalizado o procedimento cirdrgico, os animais foram imediatamente
colocados em caixas individuais até sua completa recuperacdo. Aos animais dos
grupos que receberam o tratamento com tiroxina (T4) foi oferecida agua contendo
T4 nas suas respectivas doses. Na agua de beber dos animais dos grupos SHAM e
IAM nao foi adicionada qualquer substancia. Apds 14 dias de protocolo, os animais
foram mortos por overdose de anestésico (quetamina e xilazina). O protocolo

experimental € ilustrado na figura 1.
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Figura 1 — Protocolo experimental

SHAM - "
) - ias
simulagéo » | Final do experimento
cirargica
IAM — ligadura da 14 di
L. ias
coronaria » | Final do experim ento
esquerda
IAMT4 1,2 — 14 di
. ias
I|gadur{;1 Qa » | Final do experimento
coronaria Tratamento com T4 na agua de beber
esquerda
IAMT4 2,4 — 14 dias
ligadura da - > Final do experimento
. . Tratamento com T4 na agua de beber
coronaria
IAMT4 6,0 —
ligadura da 14 dias —
L > inal do experimento
coronaria Tratamento com T4 na agua de beber
esquerda

4.1.6 Ligadura da artéria coronaria

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de quetamina
(90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal. Apés, foram colocados em
decubito dorsal e entubados (Gelko-14G). Um pequeno corte foi realizado na pele e
0S musculos peitorais foram afastados. Os animais foram submetidos a ventilacao
mecanica (Bomba de ventilagao Intermed, Inter 3, S&o Paulo, SP, Brasil) e realizou-
se uma toracotomia esquerda no segundo espacgo intercostal. O pericérdio foi
rompido e a artéria coronaria descendente anterior esquerda foi ligada (fio
mononylon 6.0), provocando a isquemia miocardica.

Apés a ligadura da coronaria, a incisdo toracica foi suturada (fio mononylon
5.0) e o pneumotorax foi retirado. Logo apos, o animal foi retirado da ventilacdo
mecéanica e a respiracdo voluntaria foi estimulada. Os musculos afastados foram
reposicionados e a pele suturada (fio mononylon 4.0) (Tavares et al. 2010).
Posteriormente, os animais foram colocados em ambiente aquecido para

recuperacao.
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4.1.7 Administracao de tiroxina (T4)

O tratamento com tiroxina foi realizado mediante administracdo de L-tiroxina
(0,15 ymol/L). Foram dissolvidos 1,2 mg, 2,4 mg e 6,0 mg de T4 em 50 mL de Tris
para um volume final de um litro de agua — ad libitum durante os 14 dias, na agua

de beber oferecida aos ratos (Pantos, Mourouzis et. al. 2007; 2008; 2009).

4.2 ANALISES

4.2.1 Hipertrofia cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca (IHC) fornece uma informacdo quanto ao
aumento de massa muscular do coracdo. Esse dado é calculado pela massa em
miligramas do tecido cardiaco dividido pela massa corporal em gramas multiplicado
por cem (expresso em porcentagem) (Skuladottir et al. 1994).

IHC = (Massa Cardiaca em miligramas / Massa Corporal em gramas)

4.2.2 Congestao hepatica e pulmonar

Imediatamente apos a morte dos animais o figado e o pulmao foram retirados,
pesados e acondicionados em estufa a uma temperatura de 65 graus Celsius. Esses
orgéos foram pesados diariamente até atingirem um peso constante para a obtencao
do peso seco. Posteriormente, o indice de congestdo hepatica e pulmonar foi

calculado pela divisédo do peso umido do tecido pelo peso seco (Singal et al. 2000).

4.2.3 Ecocardiograma

As andlises ecocardiograficas foram realizadas 14 dias apos o procedimento
cirdrgico ou simulacdo do mesmo. Os ratos foram previamente anestesiados com

uma mistura de quetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal.
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Apbés a anestesia, os animais foram tricotomizados e posicionados em
decubito lateral esquerdo para obter as imagens cardiacas. Foi utilizado o sistema
EnVisor Philips (Andover, MA, USA), com um transdutor de 12-4 MHz, a uma
profundidade de 2 cm e imagem fundamental harménica.

A avaliagdo da funcdo ventricular esquerda, através da mudanca de é&rea
fracional (FAC — fractional area change) foi calculada através da seguinte formula:
FAC = (area diastolica — area sistdlica) / area diastdlica x 100. A fracao de ejecdo do
ventriculo esquerdo foi calculada através da férmula: FE = (volume no final da
diastole — volume sistdlico) / volume no final da diastole x 100. O volume no final da
diastole e o volume sistélico foram calculados utilizando-se a equacédo de Simpson
modificada (Mercier et al. 1982). A fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo
(FEnc) foi obtida pela seguinte equacédo: FEnc = (diametro diastolico — diametro
sistdlico) / diametro diastolico x 100. As dimensdes sistolicas e diastdlicas do
ventriculo esquerdo, areas transversas (cm2), perimetros e diametros foram obtidas
em trés niveis: basal (abaixo da borda da valvula mitral), medial (no nivel dos
musculos papilares) e apical (abaixo dos musculos papilares) (Nozawa et al. 2006).
O indice de performance do miocardio (MPI — myocardial performance index) foi
calculado através da equacdo: MPI = (tempo de contracdo isovolumétrica + tempo
de relaxamento isovolumétrico) — tempo de ejecdo aortica/ tempo de ejecao aodrtica
(Peron et al. 2006). O diametro ventricular na sistole (DS) e o diametro ventricular
na diastole (DD) foram analisados utilizando-se o0 modo M. Para avaliacdo das areas
e perimetros foi utilizado o modo bidimensional. O valor final de cada medida foi
tomado como média dos trés planos e expresso em centimetros. As imagens

bidimensionais foram gravadas em CD para futuras revisdes e analises offline.

4.2.4 Tamanho da area infartada

A andlise da &rea infartada foi realizada por ecocardiografia. Em cada plano
ecocardiografico transverso (basal, medial e apical) o perimetro correspondente ao
segmento infartado (regido acinética ou hipocinética — RAH) e o perimetro
endocéardico total (PE) foram analisados na fase final da diastole. O tamanho da area
infartada (Al) foi estimado como percentual utilizando a seguinte formula: Al =
(RAH/PE) x 100 (Peron et al. 2006).
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4.2.5 Concentracao de tiroxina (T4) no plasma

Com os animais estando anestesiados e ap0s a realizacdo das andlises
ecocardiograficas, o sangue foi coletado através da artéria renal (1,5 mL) e
centrifugado por 10 minutos a 1000xg em centrifuga refrigerada (Sorvall RC5B —
Rotor SM 24). O plasma dos animais foi separado e congelado em freezer a uma
temperatura de menos 80 graus Celsius para posterior dosagem dos hormoénios da
tiredide por quimiluminescéncia. As analises foram realizadas pelo Laboratério
veterinario TECSA (Tecnologia em Sanidade Animal). Os resultados foram

expressos em ng/dL.

4.2.6 Estresse oxidativo

4.2.6.1 Peroéxido de hidrogénio (H20,)

O método estd baseado na oxidacdo do vermelho de fenol pelo peroxido de
hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete, resultando na produgéo de um
composto que pode ser analisado espectrofotometricamente a 610 nm.

Em torno de 50 mg do tecido cardiaco foram retirados e homogeneizado
durante 40 segundos em ultra-Turrax, na presenca de KCI 1,15% (5 mL/g de
coracao) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100
mmol/L em isopropanol (10 pL por mL de KCI adicionado). Em seguida os
homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC 5 B — Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado para
posterior analise (Llesuy et al. 1985).

O sobrenadante coletado foi adicionado a solugcdo tampéo de vermelho de
fenol 0,28 mmol/L, dextrose 5 mM e peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. Apés o
intervalo de 25 minutos, foi adicionado NaOH 1 mol/L e efetuada a leitura a 610 nm.
O resultados foram expressos em nmoles de H,O, por mg de tecido (Pick; Keisari
1980).
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4.2.6.2 Glutationa total

Para determinar a glutationa total, um fragmento do tecido cardiaco foi
retirado do coracdo e desproteinizado com acido perclorico 2 mol/L e centrifugado
por 10 minutos a 1000g em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi neutralizado
com hidroxido de potéassio 2 mol/L. O meio de reacdo continha tampao fosfato 100
mmol/L (pH 7,2), adenina nicotinamida dinucleotideo fosfato (NADPH) 2 mmol/L,
glutationa redutase 0,2 U/mL, acido ditionitrobenzéico (DTNB) 70 umol/L. A leitura

da reacéo foi realiza em espectrofotdmetro a 412 nm (Akerboom; Sies 1981).

4.2.7 Analise da expressao proteica por Western Blot

Apos o fim dos experimentos, as amostras de coracdo foram imediatamente
imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80° C até posterior extracao
proteica.

Para extracdo proteica as amostras de tecido foram homogeneizadas em
tampao RIPA (NaCl 150 mmol / L; Tris-HCI 50 mmol/L; EDTA 5 mmol/L; Nonidet-P
40 1% vol/vol;% deoxicolato 0,5 peso/vol; NaF 10 mmol/L; pirofosfato de sddio 10
mmol/L; fluoreto de fenilmetilsulfonil 200 mmol/L; aprotinina 2 pug/mL; leupeptina 2
ug/mL) com a utilizacgdo do homogeneizador Politron por 40 segundos, a 4°C
(Sartorio et al. 2007). A mistura foi centrifugada em tubos eppendorf a 8000xg por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado e aliquotado e o pellet desprezado. As
concentragcdes de proteina foram determinadas pela técnica de Lowry (Lowry et al.
1951) e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina carregada nos géis. As
amostras foram preparadas em condi¢cdes redutoras com um tampado de Laemmli
(1:5) com o agente redutor mercaptoetanol (1:2) e aquecidas a 95°C durante 2
minutos.

Foram carregados 75 pg de proteina por poco para a eletroforese de gel
monodimensional de dodecil sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um
sistema usando géis separadores com densidade de 8% e 20%. As proteinas foram
transferidas para membrana PVDF (Immobilon —P, Millipore) usando tampéo
contendo Tris base 48 mmol / L, glicina 39 mmol / L, metanol 10%, pH=8,9. Em
seguida, as membranas foram blogueadas por uma hora em solugcdo de leite
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desnatado 1% em tampao TBS-tween (Tris 20mM, NaCl 140mM, 0,05% Tween 20).
Os anticorpos primarios utilizados foram policlonais de coelho para SERCA2a (H-
300), fosfolambam (FL-52), Nrf2 (C-20) e hemeoxigenase (M-300) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, US).

Os anticorpos primarios foram detectados usando o anticorpo secundario “goat
anti-rabbit horseradish peroxidase” (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, US)
e as bandas foram detectadas por quimiluminescéncia. As imagens foram obtidas
através de um sistema digital de aquisicdo de imagens Carestream e posteriormente
analisadas e guantificadas utilizando-se o programa ImageJ. Os pesos moleculares
das bandas de proteinas foram determinados utilizando-se um marcador de peso
molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os resultados de cada
membrana foram normalizados pelo método de Ponceau e expressos em densidade

optica em pixels (Klein et al. 1995).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Com base nos resultados obtidos, foram calculadas as médias e os desvios
padrdo para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos
estudados.

Foi utilizado o teste de Bartlett, para avaliar o comportamento paramétrico ou
nao-paramétrico dos dados. A avaliacdo da normalidade (distribuicdo Gaussiana) foi
realizada através do método de Shapiro-Wilk. Uma vez os dados passados pelos
dois testes, a comparacdo entre dados paramétricos foi feita através da analise de
variancia simples (ANOVA), com o teste complementar de Tukey. As diferencas
foram consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou p < 0,05.
O software SPSS 17.0 for Windows foi utilizado como ferramenta computacional
para analise estatistica dos dados.
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5 RESULTADOS

51 CONCENTRACAO HORMONAL

O grupo IAMT 6,0 apresentou uma concentragdo sanguinea de tiroxina mais
alta quando comparado com os demais grupos (SHAM = 2,31 + 0,65; IAM = 2,50 *
0,80; IAMT 1,2 = 2,62 + 0,39; IAMT 2,4 = 3,08 £ 0,41; IAMT 6,0 = 7,76 £ 1,28*
ng/dL).

5.2 MORFOMETRIA

A tabela 1 apresenta os dados referentes a massa corporal final, indice de
hipertrofia cardiaca (IHC), indice de congestdo hepéatica (ICH) e indice de congestao
pulmonar (ICP) nos grupos envolvidos no estudo. Apenas 0 grupo que recebeu a
dose mais alta de T4 (6,0 mg/L) apresentou concentracdes sanguineas deste
horménio mais altas quando comparado com os demais grupos.

N&o houve diferenca entre os grupos nos valores relacionados a massa
corporal. Por outro lado, no que se refere a hipertrofia cardiaca, os grupos 1AM,
IAMT 2,4 e IAMT 6,0 apresentaram valores significativamente maiores quando
comparados com o grupo SHAM. N&o houve diferenca entre 0s grupos quando

analisados os parametros de congestéo hepatica e pulmonar.

Tabela 1. Dados morfométricos.

SHAM IAM IAMT 1,2 IAMT 2,4 IAMT 6,0
MC
Q) 327 £ 27 319+29 32051 322 +19 314 +£25
(ri;;?g) 2,484 +0,135 2,799 £0,172* 2,675+0,103 2,948 +0,234* 2,838 +0,198*
(4]%79) 3,519 +0,159 3,510 + 0,136 3,602 + 0,025 3,500 + 0,100 3,401 + 0,049
(4](;79) 4,839 +0,211 5,178 +0,704 5,353 £ 0,485 5,108 + 0,307 4,989 + 0,163

Massa corporal (MC), indice de hipertrofia cardiaca (IHC), indice de congestdo hepatica
(ICH) e indice de congestao pulmonar (ICP). Os dados estdo expressos em média + DP.
*p < 0,05 vs SHAM.
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5.3 ECOCARDIOGRAMA

5.3.1 Funcéo sistdlica e diastolica do ventriculo e  squerdo

N&o houve diferenca entre os quatro grupos onde houve injuria isquémica em
relacdo a area de infarto.

Os dados relacionados a funcgéo sistélica do ventriculo esquerdo (VE) séo
apresentados na tabela 2. Os animais do grupo IAM apresentaram diametros
cardiacos na sistole e na diastole maiores quando comparados com o grupo SHAM
(Figura 2 e 3). Os grupos IAMT 1,2, IAMT 2,4 e IAMT 6,0 apresentaram valores de
diametro do VE maiores quando comparados com os animais do grupos SHAM,
tanto na sistole quanto na diastole. Em relacdo a fracdo de ejecdo, fracdo de
encurtamento e mudanca de area fracional o grupo IAM apresentou valores menores
quando comparados ao grupo SHAM (Figura 4 e 5). Nao houve diferenca entre os
grupos 1AM, IAMT 1,2, IAMT 2,4 e IAMT 6,0 nestes mesmos parametros. Quando
comparados os dados de volume sistdlico, os grupos IAM, IAMT 1,2, IAMT 2,4 e
IAMT 6,0 apresentaram valores maiores em relacdo ao grupo SHAM.

N&o foi observada diferenca quando comparado o débito cardiaco entre todos

0S grupos.
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1 PHILIPS

/2011 PHILIPS
FUNDACAO MEDICA ¢
;+ Length 0,430 cm
Area 0,154 cm2
. Circ 1,43 cm
SPE-Vol 0,047 cm3
MOD-Vol 0,046 cm3

5,0 10,0

Figura 5. Imagem representativa da analise
ecocardiografica do grupo IAM no médulo
bidimensional.

Figura 4. Imagem representativa da andlise
ecocardiogréfica do grupo SHAM no médulo
bidimensional.

Tabela 2. Dados de funcao sistélica do ventriculo esquerdo.

SHAM IAM IAMT 1,2 IAMT 2,4 IAMT 6,0
Al (%) - 58,91 + 21,07 54,04 +£18,39 55,39 +£7,91 51,86 £10,74
DS (cm) 0,339 = 0,066 0,719 +0,062* 0,817 +£0,209* 0,748 £0,124* 0,695 = 0,088*
DD (cm) 0,700 £ 0,055 0,887 +0,066* 0,942 +0,195* 0,905 +0,099* 0,850 +0,082*
FEnc (%) 53,27 £ 4,89 18,88 £5,88* 13,91 £ 4,74* 17,50 £ 8,42* 18,32 + 4,49*
FE (%) 71,12 +5,83 43,72 +6,03* 32,95 £9,60* 34,95 +14,78* 45,51 +9,60*
FAC (%) 0,650 0,061 0,275 +0,055* 0,264 +0,045* 0,259 +0,100* 0,260 + 0,090*
Vol. Sist.
mL) 0,100 + 0,030 0,356 +0,105* 0,455 +0,146* 0,404 + 0,138* 0,309 +0,083*
Vol. Diast.
L) 0,313 £ 0,058 0,578 +£0,084* 0,685 +0,247* 0,609 = 0,086* 0,514 +£0,132*
DC
(mlimin) 50,10 + 16,22 52,20 £ 15,45 48,64 + 29,41 49,32 +15,79 51,50 +18,87

Area de infarto (Al), diametro sistolico do ventriculo esquerdo (DS), diametro diastolico do
ventriculo esquerdo (DD), fragdo de encurtamento (FEnc), fracdo de ejecdo (FE), mudanca de
area fracional (FAC), volume sistélico (Vol. Sist.) e volume diastélico (Vol. Diast.) e débito cardiaco
(DC). Os dados estao expressos em média + DP. * p<0,05 vs SHAM.

A tabela 3 apresenta os dados relacionados com a funcdo diastélica do
ventriculo esquerdo. N&o houve diferenca entre os grupos nos parametros de fungéo

diastolica avaliados neste periodo de tempo.
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Tabela 3. Dados de funcéo diastélica do ventriculo esquerdo.

SHAM IAM IAMT 1,2 IAMT 2,4 IAMT 6,0

Pico E 1,214+0,138 1,290 +0,129 1,233 +0,394 1,393 + 0,464 1,372+0,197

Pico A 0,638 +0,127 0,625 +0,228 0,474 +0,214 0,439 + 0,155 0,570 +0,210

Razdo E/A 1,944 +0,317 1,969 + 0,666 2,386 +1,430 2,576 +£1,198 2,121 +0,388

TEM (s) 0,144 +0,023 0,124 +£0,018 0,146 + 0,020 0,127 + 0,021 0,107 +0,015

TDM (s) 0,046 £0,011 0,044 +0,007 0,046 +£0,017 0,041 £ 0,004 0,044 +0,016

Pico E, Pico A, Razdo E/A, tempo de fluxo através da valva mitral (TFM) e tempo de
desaceleragdo através da valva mitral (TDM). Os dados estédo expressos em média £ DP. Nao
houve diferenca entre os grupos para um p < 0,05.

A figura 2 mostra os valores referentes ao indice de performance do
miocardio. Os grupos IAM, IAMT 1,2 e IAMT 6,0 apresentaram valores maiores
quando comparados ao grupos SHAM. Nao houve diferenca do grupo IAMT 2,4 em

comparacao aos demais grupos.
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Figura 6. Analise do indice de performance do miocardio (MPI). Os dados estdo
expressos em média + DP. * p < 0,05 vs SHAM.



37

5.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS RELACIONADAS AO METABOLISMO DO
CALCIO

5.4.1 Expressao da calcio ATPase do reticulo sarcop lasmatico (SERCA2a)

A figura 3 apresenta os dados relacionados a expressdo da proteina
SERCA2a. Os grupos IAMT2,4 e IAMT 6,0 apresentaram valores maiores quando
comparados com o grupo SHAM. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos
tratados e o grupo IAM. Da mesma maneira, ndo houve diferenca entre o grupo IAM

e 0 grupo SHAM.
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Figura 7. Analise da expressao da SERCA2a (expressa em densidade Optica
em pixels normalizada pelo Ponceau). Imagem de um gel representativo do
experimento de Western Blot no tecido cardiaco. Os dados estao expressos em
média £ DP (n=4-6). * p<0,05 vs SHAM.
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5.4.2 Expressao da fosfolambam (PLB)

hY

A figura 4 apresenta os dados relacionados a expressdo da proteina
fosfolambam. Os grupos IAM, IAMT 1,2 e IAMT 6,0 apresentaram valores
significativamente menores quando comparados com o grupo SHAM. Entretanto,

nao houve diferencga entre os quatro grupos infartados.
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Figura 8. Andlise da expressdo da PLB (expressa em densidade 6ptica em pixels
normalizada pelo Ponceau). Imagem de um gel representativo do experimento de
Western Blot no tecido cardiaco. Os dados estéo expressos em média + DP (n=4-6). *
p<0,05 vs SHAM.

55 PARAMETROS ESTRESSE OXIDATIVO CARDIACO

5.5.1 Expresséo do fator nuclear eritroide do tipo 2 (Nrf2)

A expressao do Nrf2 no tecido cardiaco apresentou-se diminuida nos grupos
IAM e IAMT 1,2 quando comparados com o grupo SHAM. Por outro lado, nas doses
de tratamento de 2,4 e 6,0 mg/L os valores desta proteina foram semelhantes ao

grupo SHAM. N&o houve diferenca entre os quatro grupos infartados.
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Figura 9. Andlise da expressdo do Nrf2 (expressa em densidade oOptica em pixels
normalizada pelo Ponceau). Imagem de um gel representativo do experimento de
Western Blot) no tecido cardiaco. Os dados estao expressos em média + DP (n=4-6).
* p<0,05 vs SHAM.

5.5.2 Expressdo da hemeoxigenase 1 (HO-1)

Quando comparados os valores da expressdo da proteina HO-1, o grupo
IAMT 6,0 apresentou uma média significativamente menor em relagdo aos grupos
SHAM, IAM, IAMT 1,2 e IAMT 2,4. Entretanto, ndo houve diferenca entre os quatro

altimos grupos citados.
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Figura 10. Andlise da expressdo da hemeoxigenase 1 (expressa em densidade dptica
em pixels normalizada pelo Ponceau). Imagem de um gel representativo do
experimento de Western Blot no tecido cardiaco. Os dados estdo expressos em
média + DP (n=4-6). * p=0,002 vs SHAM, I1AM, IAMT1,2 e IAMT2,4.

5.5.3 Glutationa total

A figura 7 mostra os valores referentes a analise da concentracdo de
glutationa total no tecido cardiaco. Nao houve diferenca entre os grupos.
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Figura 11. Analise de glutationa total. Os valores foram expressos em pmol/g de
tecido cardiaco. Os dados estdo expressos em média + DP. Nao houve diferenca
entre os grupos para um p < 0,05.
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5.5.4 Concentracéo de peréxido de hidrogénio (H -0,)

A figura 8 mostra os dados relacionados a concentracdo de peréxido de
hidrogénio (H».O,) no tecido cardiaco. Nao houve diferenca entre 0s grupos

envolvidos no estudo.
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Figura 12. Andlise da concentracdo de peroxido de hidrogénio. Os valores estao
apresentados em nmol/g de tecido cardiaco. Os dados estédo expressos em média
+ DP. Nao houve diferenc¢a entre os grupos para um p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho observou-se que o tratamento com tiroxina (T4) aplicado
durante o remodelamento pés-infarto agudo do miocardio (IAM) manteve em niveis
semelhantes aos controles os valores da expressao do fator nuclear eritroide do
tipo 2 (Nrf2), que havia sido reduzida apds o IAM. Esta alteracdo néo foi suficiente,
no entanto, para induzir adaptacfes antioxidantes capazes de modificar os danos
funcionais encontrados nos animais que sofreram o0 processo isquémico.

Tém sido amplamente discutido na literatura os efeitos dos hormdnios da
tireoide (HT) no metabolismo e na estrutura do tecido cardiaco em situagcdes
fisiologicas, tais como aumento na velocidade de contracdo e de relaxamento do
miocardio, aumento da frequéncia cardiaca, aumento do débito cardiaco, reducéo
da resisténcia periférica total, dentre outros (Kahaly; Dillmann 2005). Em situacdes
patolégicas, como no IAM, estes hormbnios podem exercer efeitos terapéuticos no
miocardio através da modulacédo da expresséo de proteinas contrateis, de proteinas
responsaveis pelo manejo do calcio na célula, dentre outras (Kahaly; Dillmann
2005; Pantos et al. 2010). Neste sentido, pesquisadores tém estudado o tratamento
com HT ap6s o IAM explorando possiveis mecanismos celulares envolvidos nos
efeitos terapéuticos (Pantos et al. 2007; Pantos et al. 2009). A curto prazo (14 dias),
foi observada uma melhora na resposta inflamatoria, na funcdo cardiaca e no
remodelamento cardiaco (Pantos et al. 2007; Abohashem-Aly et al. 2011; Pantos et
al. 2011). Os efeitos benéficos também foram observados a longo prazo (13
semanas), quando o tratamento com HT ofereceu uma melhora na fungédo e no
remodelamento cardiaco (Pantos et al. 2009). Tratamentos utilizando analogos dos
HT também vém sendo estudados com o objetivo de obter apenas os efeitos
desejados dos horménios no tecido cardiaco, uma vez que 0s mesmos podem
causar efeitos metabdlicos indesejados (Morkin, Pennock et. al. 2002). Apesar de
haver alguns estudos clinicos utilizando horménios da tiredide, mais estudos
experimentais sdo necessarios para a analise dos mecanismos envolvidos na sua
cardioprotegao.

Neste trabalho, utilizou-se o modelo experimental de 1AM, o qual possui
grande relevancia para elucidar as alteracOes caracteristicas do remodelamento
cardiaco decorrentes deste evento isquémico (Pfeffer et al. 1979; Zornoff et al.

2009). Os valores de area de infarto demonstram que o procedimento cirargico foi
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realizado com sucesso e 0s animais infartados apresentaram quedas na funcgéo
cardiaca esperadas para esta janela temporal neste modelo.

Analisando dados morfométricos apos 14 dias do IAM, observou-se que a
massa corporal dos ratos nao foi alterada em razado do IAM e do tratamento com
T4, permanecendo semelhante ao grupo SHAM neste periodo. Estes dados vao ao
encontro de outros estudos que analisaram esta variavel 14 dias apds o IAM
(Pantos et al. 2007; Schenkel et al. 2010). O indice de hipertrofia cardiaca (IHC)
aumentou nos animais que foram induzidos ao IAM e nos animais que receberam
as doses de 2,4 e 6,0 mg/L de T4. O grupo que recebeu a dose de 1,2 mg/L néo
apresentou valores significativamente maiores de IHC quando comparados ao
grupo SHAM, entretanto, o baixo numero amostral pode ter contribuido para este
resultado. Assim, é possivel sugerir que houve uma hipertrofia cardiaca decorrente
do IAM, uma vez que a massa corporal dos animais foi homogénea entre todos os
grupos, nao superestimando os valores de IHC. Esta alteracdo morfométrica, que
ocorre como uma resposta adaptativa apos o 1AM, ja esta bem descrita na literatura
(Francis et al. 2001; Opie et al. 2006). Apds a isquemia do miocardio, ocorre uma
dilatacdo da camara cardiaca com consequente aumento do estresse de parede.
Como uma tentativa de compensar esta alteragédo, ocorre um aumento da massa
cardiaca. Esta resposta surge para tentar equilibrar a diminuicdo da fracdo de
ejecao que ocorre apos a isquemia cardiaca (Peron et al. 2006).

No presente estudo, os valores dos indices de congestdo hepatica (ICH) e
congestao pulmonar (ICP) nao diferiram entre os grupos. Desta maneira, uma vez
que o IHC se elevou apés o IAM sem evidente edema hepatico e pulmonar, estes
dados sugerem o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca compensatoria, sem 0
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) neste periodo apés a
isquemia do miocardio. Hill e Singal demonstraram que a ICC s0 foi estabelecida
apos oito semanas do IAM, quando analisada através destes indices (Hill; Singal
1996).

Os parametros ecocardiograficos utilizados neste estudo possibilitaram a
analise de dados pertinentes & geometria e a funcdo sistdlica e diastélica do
coragao. Os grupos IAM, IAMT 1,2, IAMT 2,4 e IAMT 6,0 apresentaram aumento
nos diametros endocardicos do ventriculo esquerdo tanto na sistole quanto na
diastole. O aumento do diametro diastélico (DD) sugere a ocorréncia de dilatacao

cardiaca, uma alteracdo desenvolvida apos o IAM. O aumento do didmetro sistolico
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(DS) juntamente com a diminuicdo da fracdo de encurtamento (FEnc) estéo
relacionados com a queda da funcéo contratil do coracdo observada nos animais
infartados em nosso trabalho. A fracdo de ejecao (FE) é calculada levando-se em
consideracao as variacfes da area da camara cardiaca na sistole e na diastole, e
reflete a capacidade do coracédo de exercer sua funcao de bomba. A FEnc e a FE
cairam em torno de 65% e 40%, respectivamente, no grupo IAM e nos grupos que
receberam o tratamento. A mudanca de area fracional (FAC — fractional area
change) também caiu em torno de 50%, corroborando os dados de FEnc e, desta
forma, representando uma menor capacidade de geracdo de forca contratil do
miocardio, complementando os dados discutidos acima. Estudos anteriores
apresentaram efeitos deletérios semelhantes apés o IAM em 14 dias (Pfeffer;
Braunwald 1990). Um estudo prévio de nosso laboratorio, utilizando medidas
ecocardiograficas apds o IAM, demonstrou queda na funcéo cardiaca em 48 horas,
gue foi acentuada em sete dias, sendo que esta nao foi adicionalmente prejudicada
no periodo entre 7 e 28 dias (Schenkel et al. 2012).

No presente trabalho, os animais dos grupos IAM, IAMT 1,2 e IAMT 6,0
apresentaram valores de indice de performance do miocardio (MPl — myocardial
performance index) maiores quando comparados ao grupo SHAM. Este indice esta
relacionado com o esforco que o miocéardio exerce para manter sua funcdo de
bomba. Como descrito na literatura, apds o IAM os valores de MPI aumentam,
indicando um esforco maior do musculo cardiaco para manter a funcdo de bomba
(Poulsen et al. 2000). Deste modo, aumentos dos valores de MPI podem explicar a
auséncia de diferenca no débito cardiaco (DC) observado entre os grupos. Estes
dados sugerem que apesar do dano a funcéo contratil, o coracdo ainda se encontra
em um estado compensado.

As medidas de fluxo sanguineo através da valva mitral ndo mostraram
alteracdes decorrentes do IAM. Desta maneira, 0 enchimento rapido (pico E) e o
enchimento lento (pico A) do VE, bem como a razdo E/A, ndo foram alterados. Da
mesma forma, o tempo de fluxo e o tempo de desaceleracao através da valva mitral
nao foram comprometidos. Junto com os dados morfométricos, 0s quais apontam
que ndo houve formacgédo de edema hepatico e pulmonar, € sugerido que o retorno
venoso nao foi alterado, preservando o enchimento cardiaco.

Como descrito anteriormente, o IAM oferece diversos danos a funcéo

cardiaca. Os prejuizos na contratilidade e consequentemente na funcdo de bomba
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do coracdo sdo bem pronunciados neste evento cardiaco. Desta forma, diversas
medidas terapéuticas vém sendo estudadas na tentativa de minimizar os efeitos
deletérios do IAM. A administracdo dos HT apds o IAM esta sendo sugerida como
um tratamento nesta situacéao.

Estudos mostram que quando adicionados a ra¢cdo, com uma concentracdo
de 0,05%, os hormonios tiroxina (T4) e T3 atingem uma concentracao plasméatica
terapéutica. (Pantos et al. 2007; Pantos et al. 2008; Calise et al. 2009). Pantos e
colaboradores (2007) mostraram que as concentragcfes plasmaticas de T4 e T3 de
129,3 nM/L e 2,2 nM/L, respectivamente, foram eficientes em induzir efeitos
positivos com o tratamento com HT. Neste estudo o0s animais controles
apresentaram concentracdes plasmaticas de T4 e T3 de 80,6 nM/L e 1,48 nMIL,
respectivamente. Nosso laboratorio padronizou uma técnica de administracdo de
T4, através da sua diluicdo na agua de beber oferecida aos ratos (Araujo et al.
2006). Entretanto, o objetivo do estudo de Araujo e colaboradores (2008) com este
modelo ndo foi promover a cardioprotecdo, mas utilizar doses tireotoxicas para
induzir o hipertireoidismo nos animais. Por ser o primeiro estudo a testar doses de
T4 com objetivo terapéutico em nosso laboratoério, o tratamento apés o IAM partiu
de uma dose dez vezes menor (1,2 mg/L) em relacdo ao preparado tireotdxico.
Como néo foi observada melhora em parametros de funcdo cardiaca com a dose
de 1,2 mg/L, foram entdo realizados mais dois experimentos com doses de 2,4 mg
e 6,0 mg/L. A necessidade de realizar estes trés experimentos foi a principal
justificativa para o reduzido ndmero amostral nos grupos que receberam o
tratamento. O grupo que recebeu a dose mais alta de T4 na agua de beber
apresentou valor de concentracdo sanguinea desse horménio de 7,76 ng/dL, sendo
0 Unico grupo a apresentar concentracao sanguinea de T4 significativamente maior
guando comparado com o grupo SHAM. No entanto, estes valores estdo bem
abaixo dos valores tireotoxicos ja demonstrados por estudos de nosso laboratério
(Araujo et al. 2006).

A administracdo dos HT apdés o IAM é descrita de diversas formas na
literatura, sendo ela via injecdo intraperitoneal ou subcutanea, adicdo dos
hormonios na ragdo oferecida aos ratos, dentre outras. Pantos e colaboradores
(2007) observaram efeitos positivos utilizando T4 e T3 como tratamento, durante 14
dias, apds o IAM através da adicdo dos hormdnios na racdo, em uma concentracao

de 0,42 yg/mg T3 e 1,7 uyg/mg T4. Estes mesmos autores descreveram que a agao
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terapéutica aguda € dependente do receptor alfa 1 dos horménios da tireoide
(TRal), que é sensivel apenas ao T3 (Pantos et al. 2011). Desta maneira, um
aspecto importante para explicar os diferentes achados é que o T4 pode exercer
efeitos benéficos apdés um periodo de tratamento superior a 14 dias e que a
administracdo do T4 juntamente com o T3 pode potencializar os efeitos do
tratamento e oferecer altera¢des a curto prazo.

Os mecanismos pelos quais os HT poderiam exercer um efeito terapéutico
apos o IAM envolvem suas acgdes classicas no tecido cardiaco, que estao
relacionadas com efeitos inotrépicos e cronotrépicos positivos. Estes horménios
agem de maneira pleiotropica no miocardio, modulando o metabolismo cardiaco e a
expressdo de proteinas relacionadas com a capacidade contratil (Dillmann 2010).
Aumento na expressao da proteina SERCA2a e diminuicdo da proteina PLB, que
modulam a recaptagdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmético foram encontrados
apos a administracao dos HT (Kahaly; Dillmann 2005).

Em nosso estudo, foi observado um aumento na expressdo da SERCA2a
nas doses de 2,4 e 6,0 mg/L de T4 em relacdo ao grupo SHAM, 0 que sugere um
potencial efeito lusitrépico positivo utilizando-se apenas T4, entretanto este efeito
ndo se refletiu na funcéo diastdlica neste periodo de tratamento. Outro resultado
importante foi observado nos grupos IAMT 1,2 e IAMT 6,0, nos quais a expressao
da PLB diminuiu em relacdo ao grupo SHAM. Uma menor expressao desta proteina
pode reduzir a possibilidade da SERCA2a ser inibida, contribuindo para uma
recaptacdo mais eficiente de célcio pelo reticulo sarcoplasmatico. O grupo IAM
também apresentou uma diminuicdo na expressdo desta proteina, diferente do
proposto por outros autores (Pantos et al. 2007). Entretanto, estes mesmos autores
publicaram dados referentes a relacdo SERCA2a/PLB, o que ndo representa os
valores absolutos da PLB. Ojamaa e colaboradores (2000) analisaram a expressao
da PLB apés trés e quatro semanas do IAM, entretanto os valores desta proteina
foram apresentados pelos autores apenas no periodo de quatro semanas ap0s o
IAM. Além disso, a expressao desta proteina néo reflete a atividade da mesma, a
qgual pode estar aumentada ou diminuida, independente da quantidade da proteina
disponivel. Sendo assim, estudos ainda estdo sendo desenvolvidos na tentativa de
elucidar o papel desta proteina em diferentes fases do remodelamento cardiaco

apos o I1AM.
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Até o presente momento, poucos estudos foram realizados envolvendo o
tratamento com HT apds o IAM relacionando parametros de EO. As EROs e o
sistema de defesa antioxidante podem modular a atividade e a expressao de
algumas proteinas, tais como aquelas relacionadas ao metabolismo do calcio, bem
como ativar vias de sinalizacdo que podem induzir processos patoldgicos ou de
sobrevivéncia, dependendo de suas concentracdes (Zima; Blatter 2006; Elahi et al.
2009). Canais e transportadores de célcio, tais como a SERCA2a e o receptor de
rianodina, possuem grupos sulfidrila (-SH) que sdo passiveis de oxidacao pelas
EROs. Desta maneira, o estado de oxidagdo dos —SH determina a atividade do
transportador (Zima; Blatter 2006). Variagcbes nas concentragfes de peroxido de
hidrogénio (H.0,), uma ERO, também poderiam estar relacionadas com alteracdes
na expressdo de proteinas relacionadas com o remodelamento cardiaco
(Kobayashi; Yamamoto 2005). Uma destas proteinas é a hemeoxigenase 1 (HO-1),
que além de exercer uma funcdo antioxidante, também desempenha um papel
importante na inibicdo da apoptose de cardiomiocitos e atenua o remodelamento
cardiaco patolégico (Wang et al. 2010).

Neste sentido, nosso estudo analisou a concentracdo de H,O, a
concentracdo de glutationa total e a expresséo das proteinas Nrf2 e HO-1 no tecido
cardiaco.

Em nosso trabalho, ndo observamos diferencas nas concentracbes de H,O, e
de glutationa total apdés 14 dias do IAM nos ratos apenas infartados e nos grupos
gue receberam o tratamento com T4. Estes dados sugerem que, neste modelo de
tratamento e neste periodo de tempo apos o IAM, aparentemente ndo ha alteragédo
nesta ERO e no principal antioxidante n&do enzimatico celular. Schenkel e
colaboradores observaram que ndo houve mudanca na concentracdo de H,O, entre
animais infartados e animais controles em sete dias apos a isquemia do miocardio.
Este mesmo autor descreveu que a relagcdo da glutationa reduzida (GSH) pela
glutationa oxidada (GSSG) mostrou o0 mesmo perfil neste periodo de tempo, o que
sugere a auséncia de desequilibrio do estado redox celular (Schenkel et al. 2012).

A expressao do Nrf2 foi diminuida em razdo do IAM e o tratamento com T4 na
dose de 1,2 mg/L nao foi capaz de melhorar esta situagéo. Por outro lado, nas doses
de 2,4 e 6,0 mg/L os valores desta proteina foram semelhantes ao grupo SHAM. A
ativacdo do Nrf2 pode ser induzida por EROs, prostaglandinas, grupos heme, dentre

outros (Kobayashi; Yamamoto 2005). Desta forma, as doses mais altas de T4,
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principalmente a dose de 6,0 mg/L, podem estar estimulando a producéo de fatores
que induzem a ativagédo do Nrf2, o que pode representar um dos mecanismos pelos
quais os HT promovem seus efeitos positivos. O Nrf2 quando ativado esta
relacionado com o aumento dos mecanismos de defesa antioxidante (Kobayashi;
Yamamoto 2005).

Em nosso trabalho n&do foi observada diferenca na expresséo da HO-1 entre
0s grupos SHAM, IAM, IAMT 1,2 e IAMT 2,4. Além disto, o grupo IAMT 6,0
apresentou uma diminuicdo na expressao desta proteina. A HO-1 é uma proteina
intimamente relacionada com processos ISqQUEmMIcCOS e tem sua expressao
estimulada através da reducdo da concentragdo de oxigénio tecidual (Maines 1997,
Lublinghoff et al. 2009). Neste sentido, seria esperado um aumento significativo de
sua expressado ja em 25 horas ap0s a isquemia, retornando a valores controles apos
dois dias (Llesuy; Tomaro 1994). Entretanto, como a HO-1 foi analisada 14 dias
apo0s a isquemia do miocardio, € possivel que sua expressao ja tenha retornado a
valores controles. Além disso, € plausivel sugerir que o tratamento com T4 na dose
mais alta, por estimular o metabolismo e o aporte sanguineo tecidual, possa
contribuir para uma menor estimulacdo da expressao da HO-1 observada neste
grupo.

Como descrito anteriormente, o grupo IAMT 6,0 apresentou valores maiores
de Nrf2, uma proteina que quando ativada pode estimular a transcricdo de diversas
proteinas antioxidantes. Araujo e colaboradores (2010), utilizando um modelo de
hipertireoidismo induzido por T4, observaram gque o Nrf2 estava aumentado no grupo
gue recebeu o hormonio, e este mesmo grupo apresentou valores significativamente
maiores de tiorredoxina (Trx) e peroxirredoxina (Prx). Desta maneira, podemos
sugerir que a manutencdo do Nrf2 em niveis controles no grupo IAMT 6,0, pode
estar estimulando a expressao de outras proteinas, tais como a Trx e a Prx.

Por fim, acreditamos que a andlise de outras proteinas relacionadas com o
estado redox celular e com o remodelamento cardiaco apdés o IAM sédo de extrema

importancia para preencher as lacunas deixadas por este trabalho.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados em nosso estudo, podemos concluir
que a dose de tratamento de 6,0 mg/L de tiroxina (T4) apd6s o IAM foi eficiente em
aumentar a concentracdo sanguinea deste horménio, 0 que seria necessario para
promover os efeitos positivos do tratamento. Entretanto, independente da dose
utilizada, o tratamento nao foi eficaz em reverter a hipertrofia cardiaca induzida pelo
IAM. A funcéo sistélica foi prejudicada apdés o IAM e o tratamento com T4 nao foi
eficiente em melhorar esta situacdo. Por outro lado, a funcdo diastdlica nao foi
alterada apés o IAM e pelo tratamento com T4.

Como esperado, os animais tratados com T4 na dose de 6,0 mg/L
apresentaram maior expressdao da proteina calcio ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2a) e uma menor expressao da proteina fosfolambam
(PLB) quando comparados com o grupo SHAM.

N&o houve diferenca na concentracdo de perdxido de hidrogénio e glutationa
total entre os grupos. Por outro lado, o fator de transcricéo eritroide do tipo 2 (Nrf2),
um importante fator de transcricdo relacionado com a expressao de proteinas
antioxidantes, teve sua expressao preservada no grupo gue recebeu o tratamento na
dose de 6,0 mg/L.

Desta forma é possivel concluir que, uma vez que o IAM induziu reducédo da
expressdo do Nrf2, isto poderia prejudicar a manutencdo de sistemas de defesa
antioxidante. Entretanto, a dose de 6,0 mg/L manteve a expressdo do Nrf2 (um fator
de transcrigdo envolvido na resposta adaptativa dos sistemas antioxidantes) ao nivel
do grupo SHAM. Esta resposta pode estar relacionada com a cardioprotecéo
demonstrada na literatura utilizando HT em diferentes protocolos. Entretanto, novos
estudos, explorando outros parametros relacionados ao estresse oxidativo, serdo
importantes para determinar a relevancia deste fendmeno na resposta

cardioprotetora dos HT.
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8 PERSPECTIVAS

1) Determinar a expressao de outras proteinas relacionadas com o
estresse oxidativo, como a tiorredoxina e a peroxirredoxina.

2) Analisar o mesmo modelo de tratamento apds o IAM com uma duracao
mais longa, por exemplo, 28 dias, quando s&o notadas alteragbes mais
pronunciadas na funcao sistolica e na funcao diastolica.

3) Utilizar a mesma via de tratamento proposta por este trabalho, durante
0 mesmo tempo de administracdo (14 dias), mas com a adi¢do de triiodotironina
(T3).
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