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RESUMO

A leucina é um regulador do metabolismo proteico in vivo, e existem poucas informagdes
referentes a sua acdo na hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo experimental e
sua relacdo com a creatina quinase sérica. O estudo teve por objetivo verificar a agdo da
leucina na hipertrofia cardiaca e na concentracdo sérica de creatina quinase em ratos Wistar
em hipertireoidismo. Foram utilizados 75 animais, divididos dois grandes grupos de acordo
com o tempo de experimento, Grupo sete dias (7D) e Grupo vinte e oito dias (28 D),
posteriormente divididos em cinco subgrupos sendo estes o controle zero (CO-7 e C028)
controle (C-7 e C-28), hormoénio (H-7 e H-28), leucina (L-7 e L-28) e hormdénio + leucina
(HL-7 e HL-28). O hipertireoidismo foi induzido administrando-se, diariamente, 20ug/100
gramas de levotiroxina sdédica em suspensdo aquosa, por gavagem. A leucina foi
suplementada adicionando-se 5% do aminodcido a ragdo convencional. O sangue foi coletado
por punc¢do cardiaca e as andlises feitas em kits para TSH, T3, T4 CK-NAC e CK-MB. Ao
final do periodo experimental o coragcao foi removido e pesado. Posteriormente, foi separado
o ventriculo esquerdo juntamente com o septo interventricular e pesado, também foi realizada
a medida do diametro transversal dos cardiomidcitos e os resultados comparados entre os
grupos. A tolerancia ao esforco foi medida através do teste de natacido e a intensidade foi
determinada em 7% do peso do animal. A pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram
aferidas utilizando um esfignomandmetro de cauda para ratos, o equipamento PowerLab
4/25T ADInstruments® e o software LabChart 7 ADInstruments®. Na comparagao estatistica
foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias e pds-teste de Tukey,
considerando-se significativos valores de p<0,05. Em ratos tratados com hormdnio tireoidiano
ocorre, hipertrofia cardiaca com aumento do peso do ventriculo esquerdo, aumento da
frequéncia cardiaca e elevacdo das concentragdes de CK-MB apds 28 dias. A associagdo de
leucina ao hormoénio parece modular a hipertrofia cardiaca induzida neste modelo
experimental, além de reduzir as concentragdes sanguineas de CK-NAC e CK-MB por
mecanismos ainda desconhecidos. A tiroxina aumenta o desempenho da natacdo de ratos apds
uma terapia de 14 e 21 dias, porém com queda de performance em 28 dias.

Palavras chave: Creatina quinase; Hipertireoidismo; Leucina; Miocérdio; Wistar.



ABSTRACT

Leucine is a regulator of protein metabolism in vivo, and there is little information regarding
its action on cardiac hypertrophy induced by experimental hyperthyroidism and its
relationship to serum creatine kinase. The study aimed to verify the effect of leucine in
cardiac hypertrophy and serum creatine kinase in rats with hyperthyroidism. 75 animals were
used, divided into two large groups according to the length of the experiment, seven days
Group (7D) and Group twenty-eight days (D 28), subsequently divided into five subgroups
these being the control zero (C0-7 and C028 ) controls (C-7 and C-28), hormone (H-7 and H-
28), leucine (G-7 and G-28) and leucine + hormone (LH-7 and HL-28). Hyperthyroidism was
induced by administration of daily 20ug/100 grams of levothyroxine sodium in aqueous
suspension by gavage. Leucine was supplemented by adding 5% of the amino conventional
diet. Blood was collected by cardiac puncture and analyzes made in kits for TSH, T3, T4 and
CK-NAC CK-MB. At the end of the experiment the heart was removed and weighed.
Subsequently, the left ventricle was separated together with the interventricular septum and
heavy, was also performed to measure the transverse diameter of cardiomyocytes and
compared between groups. The exercise tolerance was measured by the swim test and the
intensity was determined in 7% of the weight of the animal. Blood pressure and heart rate
were measured using a sphygmomanometer to rats tail, 4/25T ADInstruments PowerLab
equipment ® and ® software ADInstruments LabChart 7. In statistical comparison was used
analysis of variance (ANOVA) and two-way post-Tukey test, considering p values <0.05. In
rats treated with thyroid hormone occurs, cardiac hypertrophy with increased weight of the
left ventricle, increased heart rate and elevated concentrations of CK-MB after 28 days. The
association of leucine seems to modulate hormone-induced cardiac hypertrophy in this
experimental model, and reduce blood concentrations of CK-NAC and CK-MB by unknown
mechanisms. Thyroxine increases the swimming performance of rats after therapy for 14 and
21 days but with performance drop in 28 days.

Keywords: Creatine kinase; Hyperthyroidism; Leucine; Infarction; Wistar.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca (HC) decorre do aumento do comprimento e/ou do didmetro
transversal dos cardiomidcitos, comumente acompanhado da proliferacio de tecido
conjuntivo intersticial. Varios mecanismos fisiopatoldgicos estdo relacionados ao processo
adaptativo hipertréfico do miocardio como a sobrecarga hemodindmica crdnica, treinamento
fisico e acdo de substancias por ativacdo de vias de sinalizac¢do intracelular envolvidas no
crescimento celular (FRANCHINI, 2001).

A HC pode ser classificada funcionalmente como fisiolégica ou patoldgica. Na
hipertrofia fisiolégica, existe um equilibrio entre a capacidade de produzir energia e a
capacidade contratil da massa hipertrofiada dos cardiomidcitos. Isto se deve ao aumento
simultineo do nimero de cristas mitocondriais. Na hipertrofia patolégica, parece ocorre
reducdo da razdo entre o volume mitocondrial € o volume de miofibrilas por cardiomidcito,
instalando-se, cronicamente, a insuficiéncia cardiaca que compromete o0s processos
adaptativos que atuam na manutencdo 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 concéntrica € caracterizada
pelo aumento do didmetro transversal da fibra muscular cardiaca, sem aumento significativo
no ndmero de cardiomidcitos, o que faz aumentar a espessura da parede muscular com
discreta reduciio ou manutencio do tamanho das cAmaras cardiacas. E comum, tanto em
modelos experimentais quanto em humanos, os cardiomidcitos apresentarem multiplicacdo do
material proteico com aumento do nimero de sarcomeros em série € de miofibrilas por
sarcomero (GROSSMAN et al., 1975; ANVERSA et al., 1984; VLIEGEN et al., 1995).

A resposta hipertréfica do miocardio é dependente, em grande parte, do estimulo
mecanico induzido pela sobrecarga hemodindmica, fato que se repete em, praticamente, todos
os modelos experimentais. Os mecanismos de mecanotransdu¢cdo em midcitos cardiacos
consistem na leitura da tensdo na membrana celular pelas integrinas, onde a estrutura
deformdvel do citoesqueleto transmite for¢a e tensdo para as estruturas intracelulares,
fornecendo a base fisica para a transdugdo do sinal mecanico em sinal bioquimico hipertréfico
conduzido por moléculas sinalizadoras intracelulares (MANIOTIS et al., 1997; JANMEY,
1998; FRANCHINI, 2001).
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De maneira geral os mecanismos envolvidos na HC agem por meio de ativagdo de vias
de crescimento intracelular pela regulacdo da transcri¢do génica. Duas importantes vias de
sinalizagdo intracelulares associadas ao crescimento celular sdo as vias das MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinases) e proteina quinase B/AKT.

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

Outra importante via proliferativa é a via da proteina quinase B, também chamada de
AKT. Estas enzimas fosforilam uma grande variedade de substratos intracelulares que
regulam o crescimento, o metabolismo e a sobrevivéncia celular (DEBOSCH et al., 2006). A
AKT ativa um importante fator que promove o crescimento tecidual, a mTOR (Mammalian
Target of Rapamycin) (INOKI, LI et al., 2002). A via do fosfatidil inositol-3-quinase
(PI3K/AKT) estd ativa no coracdo de ratos em resposta a sobrecarga de pressao e também por
fatores neuroenddcrinos (OH et al., 1998; BERTAGNOLLI, 2008).

Outras vias intracelulares que desempenham importante papel na determinacio
morfofuncional da hipertrofia cardiaca patoldgica sdo as vias apoptdticas, como a via das
caspases e da familia bcl2. Durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica,
verifica-se perda gradativa do ndmero de cardiomidcitos, o que permite o maior
desenvolvimento das células remanescentes e a proliferacdao fibroblastica (IWATA et al.,
2005).

As vias de sinalizacdo intracelular relacionadas a tiroxina, leucina e ao estresse estao

apresentadas na Imagem 1.
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Imagem 1 — Vias de sinalizacdo intracelular para a sintese proteica e atuacdo da leucina, (PI3K),
fosfatidil-inositol 3 kinase; (PDKI), phosphoinositide-dependent protein kinase; (S6k), ribosomal
protein S6 kinase; (4E-BP1), Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-Binding Protein I; (mTOR),
mammalian target of rapamycin; (AKT-PI3K), Fosfatidil-inositol 3 quinase; (MAPK), proteina
quinase ativado por mitogenos; (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 anabdlicas e catabdlicas ainda sdo pouco conhecidas
e parece agirem em interacdes muito complexas, estando envolvidas com inimeras moléculas
que podem 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
hipotdlamo-hipofisdrio. ~Neste controle tem papel importante o hormoénio hipotalamico
liberador da tireotropina (TRH) que estimula a adeno-hipéfise a sintetizar e liberar o
hormoénio estimulador da tireoide (TSH) e este estimula a sintese e secrecdo de T3 e T4
(CORVILAIN et al. 2000; SAAD et al. 2007).

O aumento das concentragdes de hormonios da tireoide nos liquidos corporais, diminui
a secrecdo de TSH pela adeno-hipdfise, por feedback negativo sobre o hipotdlamo e sobre a
propria hipéfise. Estudos com radioimunoensaio revelam que as concentragdes sanguineas de
TSH sdo inferiores aos valores normais em quase todos os pacientes com hipertireoidismo

(GUYTON, 2011).
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Os efeitos fisioldgicos dos hormonios tiredideos se resumem em aumentar a
transcri¢do nuclear de grande nimero de genes, causando um aumento generalizado da
atividade funcional em todo o corpo, aumentando a taxa metabdlica de todos os tecidos
corporais, o consumo basal de O, e a produgado 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¢do 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 muscular generalizada, comprometendo a qualidade de
vida e a realizagdo de tarefas cotidianas (DILLMANN, 2010).

Graves (1835) e Basedow (1840) foram os primeiros a reconhecer 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 funcdes cardiacas apresentam alteracdes por acdo direta do T3 ou por variagdes
hemodinamicas impostas pelo hormonio, provocando o aumentando o débito cardiaco,
cronotropismo € inotropismo, gerando adaptacdes hipertréficas no coracdo. Estas
modificagdes podem levar a um quadro de insuficiéncia cardiaca (AMIDI er al. 1968;
GRAETTINGER et al. 1959; SKELTON et al. 1970; GEMMILL 1958; SANDIER et al.
1959).

Os hormonios tireoidianos interagem com receptores nucelares especificos, que sao
fatores de transcricdo ativados por ligantes, modificando e ampliando a transcri¢do génica.
Um atributo dos receptores de T3 é que eles residem no nicleo e estdo associados ao
elemento responsivo de T3 (TER) do DNA (KAHALY et al, 2005). Todo o contetido proteico
das células cardiacas pode ser alterado pelo excesso de HT. Um aspecto interessante esta
ligado ao comportamento das chamadas proteinas contrateis, representadas pela miosina e
pela actina. A miosina cardiaca é composta por um par de cadeias pesadas (a e ) e dois pares
de cadeias leves. Sdo identificados trés tipos de isoenzimas da miosina (V1, V2 e V3) que
possuem os mesmos pares de cadeias leves, variando apenas em relagdo as pesadas (oo nas
V1; of nas V2 e BB nas V3), o que lhes confere caracteristicas diferentes em relacdo a
capacidade de hidrolisar ATP (OPIE, 2001).

A cadeia o tem alta capacidade de desfosforilar o ATP, enquanto, na cadeia [, essa
acdo € baixa (V1>V2>V3). Assim, trés diferentes moléculas de ATPase cardiaca podem

existir: ao, PP e oap. As isoformas da miosina sdo re-expressas em cardiomidcitos
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hipertrofiados e podem ser utilizadas como marcadores de hipertrofia cardiaca, podendo
diferenciar-se de acordo com a natureza do estimulo hipertréfico, que pode ser mecanico,
nervoso, hormonal ou genético (SIMPSON et al., 1989).

Das isoformas dos receptores tireoideanos nucleares, tanto a o quanto a 3 regulam a
transcri¢io génica da cadeia pesada de miosina (o e B), da Ca™*ATPase (SERCA2) e de
fosfolambam (CINI et al., 2009). Portanto, esses receptores alteram a fun¢do cardiaca e a
ablacdo deles provoca anormalidade contrétil (DILLMANN, 2010).

No hipertireoidismo, ocorre aumento na expressao do gene da cadeia a da miosina, o
que leva a maior capacidade de contratilidade do miocérdio, independente das respostas
hemodinamicas. (MESSIAS er al; 1999).

Os hormonios tireoidianos provocam adaptacdes cardiacas que incluem o aumento da
sintese de proteinas contriteis, ativacdo adicional das vias metabdlicas, mudancas na
geometria das camaras cardiacas e neovascularizagdo com redugdo de fibrose (OJAMAA,
2010). Sua acao ocorre, portanto, por efeitos diretos sobre o tecido cardiaco, em particular
sobre os cardiomidcitos, e por efeitos hemodindmicos que modificam a carga imposta ao
coragdo (CINI et al., 2009).

A hipertrofia dos cardiomidcitos induzida pelo HT resulta da ativacdo diferencial de
vias de sinaliza¢do intracelular com envolvimento 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
participacao da via PI3K/AKT/mTOR, onde o T3 se liga aos receptores nucleares TRa e ativa
esta via produzindo hipertrofia cardiaca (KUZMAN et al., 2005; KENESSEY, 2006;
DILLMANN, 2010).

O excesso de hormonios tireoidianos parece provocar diferentes adaptacdes no
coragdo de acordo com o tempo de exposicdo ao hormonio, levando, a principio, a uma
hipertrofia fisioldgica por meio das vias da proteina quinase B (PBK/AKT) e pela quinase
ativada por sinal extracelular (ERK '2), porém, cronicamente, hd inicio de sinalizagcdo
apoptotica pela ativagdo da via de morte celular dependente das caspases (FERNANDES,
2010).

1.4 Aminoacido Leucina
A leucina pertence ao grupo dos aminodcidos de cadeia ramificada e alifatica (BCAA),
que sdo reguladores do metabolismo proteico muscular in vivo (KOBAYASHI et al. 2006). A

suplementac¢ao de leucina € utilizada como terapia nutricional em situagao de desuso muscular
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na tentativa de reverter o quadro de protedlise induzido por diversos acometimentos clinicos.
E empregada, assim, como estratégia anabdlica e/ou anticatabélica devido sua agdo no
metabolismo das proteinas (ELEY et al., 2007; HAN et al., 2007, VENTRUCCI et al., (2001)
SHAH et al., 2000).

Estudos pioneiros de Shah et al. (2000) demonstraram que a suplementagdo de leucina
em ratos é capaz de estimular marcadamente a sintese proteica na musculatura esquelética,
ativando a via de sinalizacao intracelular da mTOR. O mecanismo pelo qual a suplementacdo
de leucina ativa a proteina quinase mTOR ainda é desconhecido mas acredita-se na existéncia
de receptores de membrana sensiveis a estimulacio da leucina.

A leucina aumenta a sintese proteica através de mecanismos pds-transcricao,
aumentando a eficiéncia traducional, intensificando, assim, a taxa de tradu¢do dos RNAm ja
existentes, desenovelando estruturas secunddrias na regido ndo traduzida do RNAm e
aumentando o acoplamento do RNAm ao ribossomo (KIMBALL; JEFFERSON, 2006;
PROUD 2007).

O mecanismo de acdo da leucina no processo de sintese proteica da-se pela
fosforilagdo da proteina quinase p70S6k, induzindo, assim, a fosforilagdo da proteina
ribossOmica (S6), o fator de iniciacdo eucaridtico (elF4B) e a proteina envolvida no processo
de alongamento do processo de traducdo, Eukaryotic elongation factor kinase 2 (eEF2k).
Altera, assim, a iniciagdo 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 sugerem que a infusdo pds-prandial de leucina, atua
como um sinal nutricional para estimular a sintese protéica nos musculos cardiaco e
esquelético de porcos recém-nascidos, aumentando a disponibilidade do fator de iniciac@o
eucaridtica (elF4B), proteina que participa da sintese proteica.

Canedo et al. (2010) mostraram, em um experimento in vitro, que apods a perfusdo de
leucina (10 mM) no coracdo de ratos adultos, ocorreu ativagcdo da via p70S6K. Também foi
avaliado, in vivo, que a injec@o de leucina em ratos provoca um aumento de até quatro vezes
da atividade da via p70S6k e mTOR cardiaca.

Estudos relacionados a condi¢cdes de desuso muscular, em tratamentos com
dexametasona e em situacdes de processos tumorais, condi¢des estas que levam ao aumento

da protedlise e diminui¢do da sintese proteica, demonstraram que a suplementacao nutricional
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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 suplementagdo com leucina deixou de ser
considerada apenas uma estratégia de oferta de aminodcidos essenciais ramificados e
apresenta-se cComo uma promissora terapia anti-catabdlica, inibindo a protedlise muscular. Tal
possibilidade se deve aos potentes efeitos fisiofarmacoldgicos que a suplementacdo de leucina

provoca nos sistemas de sintese e degradacao 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 determinacdo das concentragdes séricas de CK € usada como um auxiliar para
diagnostico na distrofia muscular progressiva (EBASHI ef al., 1959) e variacdoes de suas
concentracdes apresentam-se como um importante marcador clinico para lesdo muscular
muitas vezes presentes nas disfungdes da tiredide (ROSALKI, 1970; MELTEZER, 1971).

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

Estudos mostraram que a administra¢ao cronica de grandes quantidades de hormonios
tireoidianos parece provocar mudancas no perfil das isoformas de creatina quinase
caracterizadas pela alteracdo das concentracdes das isoenzimas CK-BB e CK-MM, como

resultado da acdo direta do hormonio (BIRK, 1989).

1.7 Justificativa

A insuficiéncia cardiaca é uma complicacdo comum no hipertireoidismo que provoca
diferentes adaptacdes no coracdo, de conformidade com o tempo de exposi¢do ao hormonio.
O presente estudo se justifica pelo possivel efeito protetor da leucina sobre o miocardio,
conforme discutido acima. Isto poderia representar possiveis potenciais de interven¢do em
diferentes condi¢des de dano cardiaco, no sentido de proteger o coragcdo contra os efeitos

lesivos desencadeados.
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2. OBJETIVOS
Analisar os efeitos da leucina na hipertrofia cardiaca, concentracio de creatina quinase

e na tolerancia ao esforco, em ratos Wistar, na presenca de excesso de hormonio tireoidiano.
2.1 Objetivos Especificos
Verificar, neste modelo, a acdo da leucina:
® no peso do coragdo, peso do ventriculo esquerdo e didmetro transversal dos
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo;
e nas concentragdes de TSH, T3 e T4 sanguineas de ratos Wistar aos quais o hormdnio
tireoidiano foi administrado;
¢ nas concentragdes de CK-NAC (creatinaquinase total) e sua fracdo MB;
® na tolerdncia ao esforco;

® na pressdo arterial sist6lica e frequéncia cardiaca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O experimento foi realizado no Laboratério de Medicina Experimental da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram utilizados no estudo 75 ratos, da linhagem
Wistar, machos, provenientes do laboratério de praticas cirurgicas da UFU.

O experimento teve duracdo total de trinta e cinco dias, sendo sete dias de adaptagdo e
28 dias de experimento. Durante o periodo experimental, as condi¢cdes ambientais do
laboratdrio foram semelhantes, no que se refere a temperatura, nivel de ruido e luminosidade,

com fotoperiodos de 12 horas de ciclo claro e escuro.

3.2 Desenho esquematico do protocolo experimental

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

T = 0: Pesagen, coleta do sangue e eutandsia 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 eutandsia 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 Utilizacdo de Animais
(CEUA-UFU), conforme o parecer n°193/11.

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

Os 25 animais do grupo 7D foram subdivididos, aleatoriamente, em cinco grupos,

conforme tabela 1.
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Tabela 1- Divisdo dos animais no grupo 7D e subgrupos.

Grupo GRUPO 7D

Sub Grupo CO0-7 C-7 H-7 HL-7 L-7
Idade 8 semanas 8 semanas 8 semanas 8 semanas 8 semanas
N° 5 animais 5 animais 5 animais S animais 5 animais
Suplementacgdo - - - Leucina Leucina
Hormonio - - Tiroxina Tiroxina -

Grupo 7D. Idade dos animais; Niimero de animais por subgrupo; Suplementagcdo com leucina para os
grupos de estudo; Horménio, Tiroxina para grupos em hipertireoidismo experimental.

Os grupos ficaram assim constituidos:

Grupo controle (C0-7), composto por cinco animais com acesso livre a racdo
comercial RHOSTER®, de acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G).

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

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

Os 50 animais do grupo 28D foram subdivididos aleatoriamente em cinco grupos e
mantidos separados, conforme a tabela 2.

Tabela 2- Divisdo 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
N° 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais 10 animais
Suplementagdo - - - Leucina Leucina
Hormonio - - Tiroxina Tiroxina -

Grupo 28D. Idade dos animais; Niimero de animais por subgrupo; Suplementacdo, Leucina para
grupos suplementados; Hormoénio, Tiroxina para grupos em hipertireoidismo experimental.
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Grupo controle (C0-28), composto por 10 animais com acesso livre a racado comercial
RHOSTER® (AIN-93G).

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

Grupo hormonio (H-28), composto por 10 animais em hipertireoidismo experimental e
com acesso livre a racdo comercial RHOSTER® (AIN-93QG).

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

Todos os animais tiveram acesso livre a dgua.

A média e desvio padrdo referentes ao peso corporal total inicial e peso corporal total
final do Grupo 7D estao dispostos na tabela 3.

Tabela 3- Peso Corporal Total Grupo 7D.

Grupos N Peso corporal (dia 0), g Peso corporal (final), g
C0-7 5 3232 +2273
C-7 5 326,2 £ 15,8 3482+73
H-7 5 305,4 £ 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 corporal final
(final); *P<0,05 em relagcdo ao Grupo C-7.

Os valores de média e desvio padrio referente ao peso corporal total inicial e peso
corporal total final do Grupo 28D estdo dispostos 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+£223
C-28 10 360,8 + 39,7 4129 + 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 4144 + 41,7

Valores expressos em média * desvio padrdo para, peso corporal inicial (dia 0) e peso corporal final

(final).
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3.4 Adaptaciao ao PowerLab

A adaptacdo dos animais ao PowerLab, para verificacdo da pressdo arterial sistdlica e
frequéncia cardiaca, aconteceu durante uma semana, na qual os 50 animais do grupo 28D
foram submetidos as condicdes da avaliacdo, ficando confinados no contdiner por um tempo

de 10 minutos, por 3 dias consecutivos, conforme ilustrado na imagem 2.

3.5 Afericoes da Pressao Arterial Sistélica (PAS) e Frequéncia Cardiaca (FC)

A PAS e a FC foram aferidas, na ultima semana experimental, utilizando-se um
esfigmomandmetro de cauda para ratos, conectado 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 contéiner, conforme imagens 2 e

7.

Esfigmomanometro

Sensor de pulso

Contéiner

Imagem 2: Disposicdo do rato no contéiner e colocacdo do esfigmomanémetro 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 situado. 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

pressdo arterial e frequéncia cardiaca, conforme demonstrado nas imagens de 3 a 6.
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Imagem 3: Grdfico da pressdo de pulso (parte superior), PAS enquanto o esfigmomandémetro é
desinsuflado e FC (parte inferior) obtida utilizando-se o PowerLab 4/25T.

300

200

100 T rrrrrrrrr— ||

Pressure (mmHg) (mmHg)

-100

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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Imagem 5: Pressdo de pulso obtida em imagem através do esfigmomandémetro 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: Disposicdo do equipamento no momento da coleta de dados.

Para registro da PAS e da FC, foram realizadas cinco medidas consecutivas,
considerando-se a média dos valores obtidos como a pressdao aferida. Estes procedimentos

foram realizados ao final do protocolo experimental, em todos os animais do grupo 28D.

3.6 Inducao do Hipertireoidismo

Todos os animais dos grupos H-7, HL-7, H-28 e HL-28 receberam, durante o periodo
experimental, por meio de gavagem, a dose didria de 20ug/100 gramas de peso corporal,
diluida em suspensdo aquosa, administrando-se o volume de 2ml/kg de peso, de T4 a 0,01%.
A solucdo foi obtida a partir de 10 comprimidos de 100pg de T4 (levotiroxina sédica) diluidos
em 10ml de dgua destilada (ENGELMAN et al. 2001; FERNANDES et al. 2007). Todos os
animais dos demais grupos passaram pelo mesmo procedimento, diariamente, porém

recebendo apenas a mesma quantidade de solucao salina no lugar da solu¢dao de hormonio.

3.7 Teste de Esforco

O teste de esforco (natagdo) foi realizado por todos os ratos do grupo 28D, no dltimo
dia da semana de adaptagdo, e repetido a cada 7 dias, até o fim do experimento, totalizando-se
5 testes. A intensidade 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 4gua no qual nadava até a exaustio, conforme a imagem 8.
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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 balanga Marte® AS 500, anestesiados com uma
dose de 0,1 ml/100g de Cetamina a 10% associado a Xilasina 2%, 0,1 ml/100g, para a coleta
de sangue através de puncdo cardiaca. Posteriormente, os animais foram submetidos a

eutanasia.

3.9 Analises laboratoriais

Ap6s a puncio cardiaca, as amostras de sangue foram colocadas em tubos de ensaio
VACUETTE® com gel separador, e levadas ao laboratério clinico do Hospital Veterinério da
Universidade Federal de Uberlandia para andlises.

Para a quantificagdo da CK-NAC e CK-MB foram utilizados kit CK-NAC e CK-MB
Liquiform 60 ml, da marca LABTEST®. Para determinacdo do T3, T4 e TSH foram
utilizados os kits da marca INTERKIT® e a analise foi feita através do método de

imunoabsor¢do ligado a enzima (ELISA).

3.10 Peso do coracao

O coragdo foi removido, realizando-se a abertura anterior do térax do animal, sendo, a
seguir, lavado em 4gua destilada e, posteriormente, armazenado em formol a 10%.
Ap6s 72 horas em formol, foi separado o ventriculo esquerdo, juntamente com o septo

interventricular, e pesado em balanga de precisdo da marca Marte®, AY220. O peso relativo
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do coracdo foi determinado dividindo-se o peso absoluto do cora¢do em miligramas (mg) pelo

peso corporal total do animal obtido no dia da eutandsia, e o resultado foi expresso em gramas

().

3.11 Preparacao histologica

A preparacdo histoldgica foi feita incluindo-se o material em parafina, o bloco foi
cortado em micrétomo com espessura de 5 micra, sendo dois cortes colocados em cada
lamina. Posteriormente, procedeu-se a hidratacdo (desparafinizacdo) dos cortes e as laminas
foram coradas com hematoxilina de Harris e eosina/floxina, sendo o material desidratado

(diafanizac¢do) no final.

3.12 Analises microscépicas da fibra muscular cardiaca.

Foram obtidos cinco cortes de cada ventriculo e medidos, em cada corte, os menores
diametros de cinco células cortadas perpendicularmente e identificadas em cinco campos
microscopicos diferentes. As medidas foram feitas em condicdes que ndo permitiam a
identificacdo prévia a qual grupo o corte pertencia.

A medida dos diametros das células foi realizada em imagens digitalizadas capturadas
a partir de microscopio 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 mensuragdes foram realizadas utilizando-se o software HL. Image (Western Vision),

conforme ilustrado na imagem 9.
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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 padrdo. As

comparagdes entre os grupos foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias, complementada pelo teste de Tukey, se necessario. O nivel de significancia foi

estabelecido para valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS
Na tabela 5 e gréficos 1, 2 e 3, observam-se os valores de média e desvios padrao

relativos ao peso absoluto do coragdo, peso relativo do coracio e peso do ventriculo esquerdo

no Grupo 7D.
Tabela 5 - Peso do coracao e do ventriculo esquerdo em gramas no Grupo 7D.
Grupos N Peso absoluto do Peso relativo do Peso ventricular
coracao, g coracdo, mg/g esquerdo, g

CO0-7 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 +0,117F 3,95+0,22 0,61 +0,03F
L-7 5 1,25 £0,10¢ 3,82 £ 0,367 0,66 + 0,061

Valores expressos em média + desvio padrdo para: peso absoluto do coracdo, peso relativo do
coracdo e peso do ventriculo esquerdo; *p<0,05 em relacdo ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relacdo ao
Grupo H-7 e $p<0,05 em rela¢do ao Grupo CO-7.

Houve diferenca estatisticamente significante no peso absoluto do cora¢do 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 coragdo, houve
diferenca estatisticamente significante ao comparar-se o grupo H-7 ao grupo C-7 (19,43%),
com o maior peso relativo presente no grupo H-7.

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

apresentando o maior peso do ventriculo.



Grifico 1 — Peso absoluto do coragdo Grupo 7D em gramas.
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*n<0,05 em relacdo ao Grupo C-7 e 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-7.

Grifico 2 — Peso relativo do coragdo Grupo 7D.

* p<0,05 em relagcdo ao Grupo C-7 e 1 p<0,05 em relacd@o ao Grupo H-7.
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Grafico 3 — Peso do ventriculo esquerdo Grupo 7D.
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*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-7 e {p<0,05 em relagdo ao
Grupo CO-7.

Na tabela 6 e graficos 4, 5 e 6, estdo apresentados os valores de média e desvios

padrao relativos ao peso absoluto do coracdo, peso relativo do coracdo e peso do ventriculo

esquerdo no Grupo 28D.
Tabela 6 - Peso do coracdo e do ventriculo esquerdo Grupo 28D.
Grupos N Peso absoluto do Peso relativo do Peso ventricular
coragao, g coracdo, mg/g esquerdo, g
C0-28 10 1,21 £0,09 3,46 £0,20 0,80 £ 0,05
C-28 10 1,46 + 0,063 3,56 £0,22 0,89 + 0,05%
H-28 10 1,66 +0,14%* 3,90 +£ 0,33 0,99 + 0,08%*
HL-28 10 1,51 £0,12%7 3,70 £ 0,26 0,92 £ 0,06%
L-28 10 1,44 +0,10%F 3,36 £ 0,317 0,91 +0,10%

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

Houve diferenca estatisticamente significante para o peso absoluto do coragdo 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; diferenca significante

também foi encontrada ao comparar-se o grupo C0-28 aos demais grupos, C-28 (20,7%), HL-
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28 (19,90%) e L-28 (16,14%), com o menor peso absoluto apresentado por C0-28. Quanto ao
peso relativo do coracdo, houve diferenca estatisticamente significante quando se comparou o
grupo H-28 aos grupos CO0-28 (11,28%) e grupo L-28 (13,84%), com o maior peso
apresentado pelo grupo H-28.

Houve diferenca significante para o peso do ventriculo esquerdo na comparagdo do
grupo H-28 com o grupo C-28 (10,15%), com o maior peso do ventriculo apresentado pelo
grupo H-28, e na comparagdo do grupo CO0-28 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 ventriculo apresentado
pelo grupo CO-28 em todas as situacdes.

Grifico 4 — Peso absoluto do coragdo em gramas no Grupo 28D
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28 e £p<0,05 em relacdo ao
Grupo CO-28.
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Grafico 5 — Peso relativo do coragdo Grupo 28D.
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*n<0,05 em relagdo ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28 e p<0,05 em relacdo ao
Grupo CO-28.

Grifico 6 — Peso do ventriculo esquerdo em gramas Grupo 28D.

1.59

Gramas

*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28, 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28 e £p<0,05 em relacdo ao
Grupo CO-28.

A tabela 7 e o grafico 7 apresentam os valores das médias e desvios padrao referentes

ao didmetro transversal dos cardiomidcitos dos animais do grupo 28D.
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Tabela 7 - Diametro transversal dos cardiomidécitos 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 *%
HL-28 10 12269 £ 179 *&7
L-28 10 12033 + 85 *&7

Valores expressos em média + desvio padrdo para o diametro transversal dos cardiomidcitos;
*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28; 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28 e p<0,05, em relagcdo ao
Grupo CO-28.

Houve diferenca 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 didmetro transversal apresentado por H-28 em todas as situacdes. 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 o grupo L-28 aos grupos C0-28 (8,16%) e C-28 (8,13%), com os
maiores diametros celulares encontrados nos grupos HL-28 e L-28.

Grafico 7 — Diametro transversal dos cardiomidcitos, Grupo 28D.
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*p<0,05 em relagdo ao Grupo C-28 e p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28, $p<0,05 em relacdo ao
Grupo CO-28.

A tabela 8 e os gréficos 8, 9 e 10, apresentam os valores das médias e desvios padrao

referentes as concentracdes séricas de T3, T4 e TSH no grupo 7D.
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Tabela 8 — Concentracdes séricas de T3, T4 e TSH Grupo 7D.

Grupos N T3 (ng/ml) T4 (pg/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 £ 0,72%7* 0,42 % 0,08*
L-7 5 2,60 + 0,28 7,88 £ 1,10£§ 1,36 = 0,297§

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

Nao houve diferencgas estatisticamente significantes para a triiodotironina (T3) entre os
grupos em nenhuma situacdo analisada. Houve diferenca estatisticamente significante para a
tiroxina (T4), quando comparamos o grupo CO-7 aos grupos H-7 (27,19%), e HL-7 (43,67%),
com as menores concentragdes presentes em CO-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 concentracdo de T4.

Houve diferencgas significantes para o TSH quando se comparou 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 diferenga estatisticamente significante quando se
comparou os grupos L-7 aos grupos H-7 (71,32%) e HL-7 (69,11%), com as maiores

concentracdes em L-7 nas duas situagdes.
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Grifico 8 — Concentragoes de T3 no Grupo 7D.

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

Grifico 9 — Concentragoes de T4 no Grupo 7D.

154

3§

Grupos

*p<0,05 em relacd@o ao Grupo C-7, 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-7 e {p<0,05 em relacdo ao
Grupo CO-7.
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Grafico 10 — Concentracdes de TSH no Grupo 7D.
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*p<0,05 em relacdo 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 graficos 11 e 12, apresentam os valores das médias e desvio padrdo
referentes as concentracdes séricas de CK-NAC e CK-MB para o grupo 7D.
Tabela 9 — Concentracdes 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%%
L-7 5 788 + 180 538 + 112*%

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

Para a CK-NAC, houve diferengas significantes quando se comparou o grupo H-7 com
o grupo HL-7 (53,4%), com H-7 apresentando as maiores concentra¢des. 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 concentracdes em CO0-7 nas duas situagdes. Também houve diferenca
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 concentragdes.
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Grifico 11 — Concentragdes de CK-NAC no Grupo 7D.
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Grifico 12 — Concentragdes de CK-MB no Grupo 7D.
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1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-7 e $p<0,05 em relacdo ao Grupo CO-7.

A tabela 10 e os gréaficos de 13 a 16 apresentam os valores das médias e desvios

padrao referentes as concentracdes 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 (ng/dl) CK-NAC (U/L) CK-MB (U/L)

C0-28 10 1657 £ 748 1484 +384
C-28 10 1,98 £0,47 4,76 £ 0,83 1413 + 482 1150 £ 518
H-28 10 2,29+0,87 12,56 +£3,45 *x 2020 £ 1122 1957 + 562%*
HL-28 10 231+£0,59 12,46 £2,32%x 1755 £ 1650 1208 = 314+
L-28 10 2,06 +0,53 5,09+£1,19 1332 £ 746 1126 + 5887

Valores expressos em média + desvio padrdo para triiodotironina (T13) e tiroxina (T4), creatina
quinase (CK-NAC) e creatina quinase fracdo MB (CK-MB); *p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28;
p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28 e $p<0,05 em relacdo ao Grupo CO-28.

Nao houve diferenca estatisticamente significante para as concentracdoes de
tritodotironina (T3), entre os grupos em nenhuma das situacOes analisadas. Para a tiroxina
(T4), houve diferenca estatisticamente significante quando se comparou o grupo C-28 aos
grupos H-28 (62,10%), e HL-28 (61,79%), com as menores concentracdes em C-28 nas duas
situacoes.

Para a CK-NAC, ndao houve diferenca significante em nenhuma 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 concentragdoes
encontradas em H-28.

Grifico 13 — Concentracgdes de T3 no Grupo 28D.
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Grafico 14 — Concentracdes de T4 no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28.

Grifico 15 — Concentracdes de CK-NAC no Grupo 28D.
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Grifico 16 — Concentragdes de CK-MB no Grupo 28D.
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*n<0,05 em relagcdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28.

A tabela 11 e os gréficos de 17 a 21 apresentam tempos referentes aos testes de

esfor¢o realisados pelo grupo 28D.

Tabela 11 — Teste de Esfor¢co Grupo 28D.

Grupos N TO (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 £ 447 188 + 81 231 £ 917*
L-28 10 113 +£26 102 + 34 134 + 39F 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 relacdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.

Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos no teste inicial

(TO) e nem no teste realizado no sétimo dia do experimento (T7) em nenhuma das situagcdes

analisadas.

No terceiro teste, realizado no décimo quarto dia do experimento (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 situacdes analisadas.
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Houve diferenca significante no quarto teste de esfor¢o (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 natacdo apresentado pelo grupo H-28.

No dltimo teste (T28) realizado no vigésimo oitavo dia, houve diferencas
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 natacdo apresentados pelo grupo HL-
28 nas duas situacoes.

Grafico 17 — Teste de esforgo inicial (dia 0) no Grupo 28D.
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Grifico 18 — Teste de esforco sétimo dia de experimento no Grupo 28D.
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Grifico 19 — Teste de esfor¢o décimo quarto dia de experimento, no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28.
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Grifico 20 — Teste de esfor¢o vigésimo primeiro dia de experimento, no Grupo 28D.

300- .
@ 200-
©
c
=]
g
& 1004
0
a®
v

*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28.

Grafico 21 - Teste de esforco ultimo dia do experimento, no Grupo 28D.
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*p<0,05 em relacdo ao Grupo C-28 e 1p<0,05 em relacdo ao Grupo H-28.

A tabela 12 e os gréficos 22 e 23 apresentam os valores das médias e desvios padrdo

referentes a frequéncia cardiaca e pressao arterial sistélica dos animais do grupo 28D.
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Tabela 12 - Frequéncia cardiaca e pressao arterial no Grupo 28D.

Grupos N Frequéncia cardiaca, bpm Pressdo arterial, mm/Hg
C-28 10 375 +£34 114 + 80
H-28 10 445 + 53* 115+ 80
HL-28 10 395 + 197 110 =130
L-28 10 374 £29% 112 £ 90

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

Para a frequéncia cardiaca, houve diferenga 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 diferengas estatisticamente significantes
para a pressdo arterial sistdlica em nenhuma das situagdes analisadas.

Grafico 22 — Frequéncia cardiaca, Grupo 28D.
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*P<0,05 em relacdo ao Grupo C-28 e 1P<0,05 em relagdo ao Grupo H-28.



Grifico 23 — Pressio arterial sistélica, Grupo 28D.
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6. DISCUSSAO

6.1 Hipertrofia Cardiaca

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

No presente estudo, o peso absoluto do coragdo nos grupos em hipertireoidismo
experimental, H-7 e H-28, apresentaram valores significativamente maiores quando
comparados aos seus respectivos 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 promoveu a hipertrofia cardiaca com aumento do peso do coragdo e do ventriculo
esquerdo dos ratos.

Hu e cols (2003), encontraram resultados semelhantes aos do presente estudo, apds 7
dias de exposi¢ao dos animais a uma dose de 100ng/100g/dia de T4. Nestas condigdes, os
ratos em hipertireoidismo experimental apresentaram um peso absoluto do coracdo e do
ventriculo esquerdo 15% maior, quando comparados ao grupo controle, em acordo, portanto,
com 0s nossos achados.

O peso relativo do coragdo mostrou-se 19,43% maior no grupo H-7 que o grupo
controle C-7. Estudos utilizando calorimetria indireta demonstraram que o gasto energético de
pacientes com hipertireoidismo encontra-se significativamente elevado e que a demanda
caldrica extra, ¢ suprida principalmente pela maior oxidagdo de lipidios, podendo provocar
adaptacdes morfoldgicas e reduzir o peso corporal (NORRELUND et al., 1999).

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

Quanto aos efeitos do hormdnio tireoideano no tecido cardiaco, € preciso considerar
que as proteinas cardiacas responsivas ao hormdnio estdo presentes nos miocitos, os quais

constituem um terco do nimero total de células do miocérdio e sdo responsdveis por 75% do
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volume muscular total. Estas células também contém a maior parte das proteinas cardiacas e
do &cido ribonucleico existentes no coracdo. (OPPENHEIMER et al., 1987).

Observou-se também aumento no diametro transversal dos cardiomiécitos 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 protéica no musculo cardiaco, aumentando a disponibilidade do fator de iniciagao
eucaridtica (elF4B) e ativando a via p70S6K e mTOR cardiaca.

Um achado importante do presente estudo € a relagdo da leucina com a hipertrofia
cardiaca induzida pelo hipertireoidismo. Encontramos um peso absoluto do coragdo
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% maior no grupo
H-7 quando comparado ao grupo HL-7 e o didmetro transversal dos cardiomidcitos no grupo
H-28 foi significantemente maior quando comparado ao HL-28 (12,13%). Estes resultados
indicam uma acdo da leucina como inibidor da hipertrofia cardiaca induzida pelo hormonio.
As implicacdes clinicas deste fato, aqui descrito pela primeira vez, sdo, no entanto,
desconhecidas.

Possivelmente, a leucina tenha acdo inibitéria na atividade da PI3-K induzida pela
tiroxina (imagem 10), efeito este decorrente da ativacdo da mTOR, que inibe a sinalizacdo da
tiroxina por fosforilagdo do receptor hormonal. Entretanto, a leucina nio apresenta nenhum
efeito descrito na fosforilacdo da proteina quinase B (PKB ou Akt), envolvidas na via da
tiroxina. Curiosamente, um efeito semelhante foi observado relacionando a leucina a ag¢do da
insulina (TREMBLAY et al., 2005; TORRES-LEAL et al. 2010) mas, a relacdo eventual com

o mecanismo da leucina sdo, no maximo, de natureza especulativa.
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LEUCINA Feedback TIROXINA [—> ESTRESSE
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PI3K INTEGRINAS

AT

/ /‘IIP
mTOR < ERK1/2
l JNK / P38
S6K / 4E-BP1
l v
SINTESE PROTEICA Ao [ MORTE CELULAR

Anti-Catabglica

Imagem 10: Vias de sinalizacdo intracelular e possivel acdo 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 I; (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.

6.2 Creatina quinase

A creatina quinase estd presente no musculo esquelético, cardiaco e tecido cerebral,
conforme descrito anteriormente, € o aumento de sua concentracdo sérica € um marcador de
lesdo celular. A CK-MB estd confinada quase que exclusivamente no tecido cardiaco e
concentracodes elevadas deste biomarcador sdo de grande significado para diagndstico de dano
miocéardico (HORDER et al. 1991).

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

As concentracdes séricas de CK-MB foram significativamente maiores no grupo H-28
quando comparado ao grupo C-28 (41,23%), sugerindo que o hormdnio tireoidiano

administrado por 28 dias pode induzir danos teciduais expressivos no coragado, elevando a
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concentracdo da creatina quinase, possivelmente por ativacdo da via de apoptose JNK/p38
(imagem-10), devido ao estresse cardiaco imposto pelo excesso do hormonio.

O hipertireoidismo leva ao aumento da permeabilidade passiva do sarcolema a
creatina e, como resultado, ocorre desacoplamento do PCr mitocondrial. Como a taxa de
utilizacdo da energia no estado de repouso estd aumentada, uma diminui¢do do PCr
intracelular, aumenta a susceptibilidade do miocardio a hipdxia e a possiveis danos dela
decorrentes (SEPPET et al. 1994).

Outro achado importante se refere a concentracdo sérica da creatina quinase nos
grupos suplementados com leucina. Observou-se que os valores de CK-NAC foram menores
no grupo HL-7 quando comparados aos do grupo H-7 (53,4%). Quanto a CK-MB, observou-
se que os grupos L-7 e HL-7 apresentaram concentragdes 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 a¢cdao moduladora da leucina. Esta acdo pode estar ligada a
efeitos anabdlicos ou anti-catabdlicos no metabolismo das proteinas (CANEDO et al. 2010;
KOBAYASHI et al. 2006).

Escobar et al. (2005) estudaram os efeitos da leucina no miocardio de porcos, e seus
resultados mostraram que a infusdo deste aminodcido atua como um sinal nutricional para

estimular a sintese proteica, podendo gerar respostas anabdlicas e anti catabdlicas no coracao.

6.3 Tolerancia ao Esforco

Em um estudo classico, Ramsey (1966) demonstrou que metade dos pacientes com
hipertireoidismo, em um grupo de 54 voluntdrios, apresentou histérico de fraqueza muscular,
apresentando, como sintomas, dificuldades para subir escadas ou levantar os bragos acima da
cabeca e, frequentemente, necessitavam de ajuda para realizar tarefas que anteriormente
realizavam sozinhos.

O hormonio tireoidiano leva a maior contratilidade do miocardio, aumento do fluxo
sanguineo e oferta de oxigénio (GONCALVES et al., 2006). Contudo, essa maior forca de
contragdo somente € garantida em elevagdes pequenas do hormdnio, uma vez que o excesso
provoca aumento da catdlise de proteinas contrateis. Por sua vez, o paciente com
hipertireoidismo, apresenta baixa tolerancia ao esfor¢co em razao da manutencao dos niveis de
hormonios tireoidianos elevados por tempo prolongado, o que gera prejuizo na capacidade de
trabalho do coragdo, no fluxo sanguineo e na oferta de oxigénio. Esses efeitos sdo acentuados

pela alta catélise de proteinas contrateis.
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Observou-se, no presente estudo, que o grupo H-28 apresentou um aumento
significante no desempenho durante o teste de esforco, 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 alteracdes fisiologicas e metabdlicas, porém, cronicamente provocou a
queda dessa tolerancia, talvez devido a degradacdo das proteinas contrateis e déficit
energético.

Argov et al. (1998) e Kaminsky et al. (1991) relacionam o hormodnio da tireoide com a
acdo do musculo esquelético e com a regulacdo da atividade enzimdtica 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 Frequéncia cardiaca e pressao arterial sistolica

Quanto a influéncia da tiroxina na hemodinamica, observa-se que, no
hipertireoidismo, ha aumento da pressdo sistélica e diminuicdo da pressdo diastdlica com
aumento na pressao de pulso. No entanto, a pressdo arterial média ndo se altera. A elevacdo da
pressdo sistolica € explicada pelo incremento do fluxo sanguineo provocado pelo aumento do
débito cardiaco. A diminuicdo da pressdo diastdlica deve-se a vasodilatacdo periférica
provocada pelo maior relaxamento da musculatura lisa das artérias (KLEIN et al., 1994).

Observamos, no presente estudo, que o modelo experimental de hipertireoidismo nao
causou mudancgas na pressdo arterial sist6lica dos animais, porém, aumentou, de forma
significativa, a frequéncia cardiaca dos animais do grupo H-28, quando comparados ao grupo
controle C-28 (15,83%), possivelmente devido a maior demanda metabdlica periférica em
decorréncia da presenca dos hormonios 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 hemodinamica dos ratos, porém, essa relacdo € ainda desconhecida

tendo em vista a quantidade de varidveis envolvidas na regulagcdo da frequéncia cardiaca.
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7. CONCLUSAO
Em ratos tratados com hormoénio tireoidiano ocorre, hipertrofia cardiaca com aumento

do peso do ventriculo esquerdo, aumento da frequéncia cardiaca e elevacao das concentragdes
séricas de CK-MB apés 28 dias.

A associacdo de leucina ao hormonio parece modular a hipertrofia cardiaca induzida
além de reduzir as concentracOes séricas de CK-NAC e CK-MB por mecanismos ainda
desconhecidos.

A tiroxina aumenta o desempenho da natacdo de ratos apds uma terapia de 14 e 21

dias porém com queda de performance em 28 dias.
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