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RESUMO

A hipertrofia cardiaca é um dos componentes do remodelamento cardiaco e
implica em modificagdes da estrutura geométrica, da composi¢cao bioquimica,
da geragcdo e conducdo elétricas, do volume das células musculares, da
organizagcdo do colageno e dos vasos sanguineos. O excesso do hormdnio
tireoidiano provoca alteragdes hemodinamicas e hipertrofia cardiaca, porém os
efeitos de sua associacdo com o exercicio fisico ainda ndo estdo esclarecidos.
O presente estudo teve como objetivo analisar as respostas cardiovasculares
no hipertireoidismo experimentalmente induzido, no treinamento fisico aerdbico
€ na sua associagdo em ratos. Foram submetidos, em estudo experimental
randomizado, 38 ratos Wistar divididos em 4 grupos: exercicio (E), hormonio
tireoidiano e exercicio (HTE), hormoénio tireoidiano (HT) e controle (C). Avaliou-
se a resposta da frequéncia cardiaca e da pressao arterial antes e apds o
periodo de intervengédo e os resultados foram comparados em cada grupo e
entre eles. O peso umido do coracdo e do VE foi obtido ao final do
experimento e comparado entre os grupos. Também nesta fase foi realizada a
medida do didmetro transversal dos cardiomiocitos e os resultados igualmente
comparados entre os grupos. Os resultados demonstraram que a FC de
repouso pos intervengao do grupo E foi mais baixa em comparagéo a todos os
grupos. A FC do grupo E diminuiu e nos outros grupos aumentou ao final do
estudo. Nao houve alteracdo na PA. No que se refere aos cardiomidcitos, os
grupos E, HTE e HT apresentaram hipertrofia em comparagédo ao C. Conclui-
se, portanto, que o hormdnio tireoidiano isoladamente ou em associagao com o
exercicio fisico promove aumento da FC. O treinamento fisico ndo foi capaz de
reduzir a FC na presenga do HT. Os diametros celulares medidos foram
maiores nos grupos E, HTE e HT em comparagdo ao grupo C. Nao houve
diferenga quando foi feita a comparagao entre os grupos E, HTE e HT.

Palavras-chave: Treinamento fisico. Hormonio tireoideano. Efeitos
cardiovasculares



ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is a component of cardiac remodeling and involves
changes in the geometric structure, composition biochemistry, electrical
generation and conduction, the volume of muscle cells, the organization of
collagen and blood vessels. Excess thyroid hormone causes cardiac
hypertrophy and hemodynamic side effects, but its association with physical
exercise remains unclear. This study aimed to examine the cardiovascular
responses to experimentally induced hyperthyroidism in physical training and
their combination in rats. Thirty eight Wistar rats were randomized to four
experimental groups: exercise (E), thyroid hormone and exercise (HTE), thyroid
hormone (TH) and control (C). We evaluated the response of heart rate (HR)
and blood pressure (BP) before and after intervention in each group and
between them. The wet weight of heart and the LV was obtained at the end of
the experiment and compared between groups. Also in this phase was
evaluated by measuring the transverse diameter of cardiomyocytes and the
results also compared between groups. The results showed that HR in group E
was lower at rest compared to all groups. The HR decreased in group E and
increased in the other groups at the end of the study. There was no change in
BP. The diameter of cardiomyocytes increased in groups E, HT and HTE when
it was compared to C. We conclude that the thyroid hormone alone or in
combination with physical exercise promotes increased heart rate. Physical
training was not able to reduce HR in the presence of HT. There was no
difference between groups E, HTE and HT.

Keywords: Physical training. Thyroid hormone. Cardiovascular Effects
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1 INTRODUGAO

1.1Hipertrofia Cardiaca

A hipertrofia cardiaca (HC) é um dos componentes do
remodelamento cardiaco que implica em modificagdes da estrutura geométrica,
da composigdo bioquimica, da geragdo e condugéo elétrica, do volume das
células musculares, da organizagao do colageno e dos vasos sanguineos. Ela
decorre de alteracbes de ordem genética, humoral e molecular que podem
surgir espontaneamente ou serem induzidas por mecanismos estressores de
diferentes tipos e com formas variadas de acdo (COHN et al., 2000).

Um aspecto frequentemente encontrado no remodelamento
hipertréfico cardiaco € o aumento da massa do érgéao que ocorre devido ao
incremento de volume dos cardiomidcitos e/ou dos seus componentes
proteicos, da matriz de colageno e do numero e extensdao dos vasos
sanguineos (VASSALO; LIMA, 1993)

As alteragdes dos cardiomiocitos encontradas na hipertrofia sdo o
resultado do aumento do volume celular, uma vez que eles pouco se dividem
ap6s o nascimento (SWYNGHEDAUW, 1999). Em contraste, as células
fibroblasticas e endoteliais apresentam hiperplasia e hipertrofia e sao
acompanhadas por aumento dos diversos componentes intersticiais.

Diante disso, pode-se dizer que a HC constitui um importante
componente no processo de remodelamento cardiaco, podendo decorrer de

condigdes fisioldgicas ou patoldgicas.
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Independentemente de sua etiologia, a HC desempenha, em suas
fases iniciais, um papel compensatério que tenta normalizar o estresse da
parede cardiaca com o intuito de manter a fungao da bomba ventricular (MILL;
VASSALO, 2001; BING et al.,, 2002). Dependendo da composicdo mais ou
menos equilibrada dos elementos musculares e intersticiais da HC ela pode
evoluir de forma fisiolégica ou patoldgica, respectivamente. Na perspectiva
geométrica da HC, ela pode adquirir um padrao concéntrico ou excéntrico em
relacdo a cavidade do 6rgéo. Estes dois padrées de hipertrofia apresentam
diferentes caracteristicas estruturais, morfologicas, bioquimicas e moleculares
(MILL; VASSALO, 2001; MCMULLEN; JENNINGS, 2007).

E preciso entender que, mesmo em condicdes fisioldgicas, pode
ocorrer tanto hipertrofia concéntrica quanto excéntrica. A primeira pode ser
desencadeada por treinamento fisico resistido ocorrendo em consequéncia da
sobrecarga de pressao imposta. A segunda forma pode aparecer em individuos
em treinamento dindmico ou aerébico e o padrdo hemodinamico observado é
caracterizado por aumento da frequéncia cardiaca (FC) e do volume sistdlico
(VS) com consequente incremento do débito cardiaco (DC). Estes
componentes provocam sobrecarga do tipo volumétrico (OLIVEIRA; KRIEGER,
2002).

Em alguns estados patolégicos, a hipertrofia excéntrica que
acompanha a sobrecarga crénica de volume imposta pela insuficiéncia mitral
ou aodrtica, por exemplo, provoca aumento do didmetro interno do ventriculo
esquerdo (VE) pela adicdo de sarcdmeros dispostos em série. Este padrao de
HC se acompanha, nas fases mais avangadas, de aumento desproporcional do

estroma e adquire padrdo de hipertrofia excéntrica patoldgica. Ao contrario, a
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hipertrofia concéntrica derivada da sobrecarga de pressdo que aparece, por
exemplo, na hipertensao arterial € associada ao espessamento da parede do
VE com diminuicdo da cavidade interna ventricular que ocorre por adigao de
sarcOmeros em paralelo (OLIVEIRA; KRIEGER, 2002).

O horménio tireoideano (HT) em excesso pode promover esses dois
padrées de hipertrofia acima descritos (hipertrofia cardiaca mista). Esta
resposta parece decorrer, em parte, da sobrecarga de volume em fungéo do
aumento do retorno venoso produzido pelo HT. Em certas circunstancias,
porém, o HT pode causar também hipertrofia concéntrica e insuficiéncia
cardiaca (IC) (KLEIN; OJAMAA, 2001; DILLMANN, 2010).

Os mecanismos de sinalizagcdo envolvidos na HC, na faléncia de
bomba ventricular e na morte celular (necrose e apoptose) tém naturezas
diversas (bioquimica, mecanica ou ibnica). Estes mecanismos envolvidos na
HC ativam receptores no sarcolema que, ao traduzir e amplificar os sinais,
envolvem a participacdo de segundos mensageiros que funcionam como
intermediarios na comunicagao entre os estimulos extracelulares e os fatores
de transcricdo especificos modificando a sintese proteica e conduzindo a
hipertrofia. (FRANCHINI, 2002; SCHLUTER; WOLLERT, 2004; ROHINI,
AGRAWAL et al., 2010).

Fica evidente, portanto, que existem multiplos fatores extracelulares

e vias de sinalizacao envolvidas na HC.
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1.2Exercicio Fisico e Resposta Cardiovascular

Como visto anteriormente, a HC pode apresentar padroes
fisiologicos ou patolégicos. O treinamento fisico, dentro de limites razoaveis,
induz HC do tipo fisiologica. Esta adaptacdo melhora o desempenho do
sistema cardiovascular que permite ao coragao suportar aumentos da demanda
durante o exercicio e € acompanhada por incremento do tempo de enchimento
ventricular e da fracdo de ejecdo com consequente diminuicdo da FC de
repouso (VASSALO; LIMA, 1993; MCARDLE et al., 1998; MEDEREIROS et al.,
2000; EVANGELISTA et al., 2003).

A pressao arterial (PA) € componente importante na regulacao
hemodinamica e sofre influéncia direta do DC e da resisténcia vascular
periférica. Quaisquer alteracdes nestes fatores interferem, por sua vez, na
resposta pressorica. Em individuos com hipertensao arterial, o controle
barorreflexo da FC e da atividade simpatica estdo diminuidos, o que leva a
menor eficiéncia dos mecanismos regulatorios e piora a modulagéo reflexa da
PA (LATERZA et al., 2008).

Ja foi relatado que o exercicio fisico desenvolvido a 55% do VO,max
reduz a pressao arterial em ratos hipertensos. O principal mecanismo
hemodindmico envolvido nesta resposta é a reducdo do DC em funcdo da
diminuicao da FC de repouso (GAVA et al., 1995). Além disso, o treinamento
fisico restaura a sensibilidade do reflexo pressorreceptor e cardiopulmonar que
se encontra reduzida em individuos hipertensos (SILVA et al., 1997).

Embora estas respostas ocorram em individuos hipertensos, elas

ainda ndo estdo totalmente demonstradas em normotensos (NEGRAO et al.,
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1994). Medereiros et al., (2000) estudaram o efeito do treinamento fisico
(natagao) sobre o sistema cardiovascular em ratos normotensos. Os animais
foram treinados durante oito semanas com uma sobrecarga de trabalho
correspondente a 5% do peso corporal, em sessdes com duragédo de 60
minutos. Nestas condicdes experimentais nao foi observada reducdo da PA.
Este mesmo padrao de resposta da PA foi observado em outro estudo no qual
se utilizou treinamento fisico com regimes de duragéo, intensidade e frequéncia
variadas (EVANGELISTA et al., 2003).

Existe uma relacdo inversa da capacidade funcional com a
morbidade e mortalidade de causa cardiovascular. Pessoas fisicamente ativas
tém menor risco cardiovascular uma vez que o exercicio fisico atua na melhora
do perfil lipidico, na redugdo do peso corporal, da pressido arterial, da
frequéncia cardiaca de repouso, da agregacado plaquetaria e na fungao
cardiaca. (SECCARECCIA; MENOTTI, 1992; LEE et al., 1995; BARENGO et
al., 2004).

Outra adaptacao hemodinamica observada com o treinamento fisico
€ a resposta da FC. A verificacdo da resposta cronotrépica de repouso e
durante o exercicio pode ser importante na determinacdo do risco
cardiovascular. A diminuicdo da FC pode ocorrer tanto em individuos e
animais normais como em hipertensos, em diversas intensidades, duracdes e
modalidades de treinamento fisico. A bradicardia de repouso € uma importante
variavel hemodinamica, sendo considerada um eficiente marcador do efeito do

treinamento fisico (MEDEREIROS et al., 2000; EVANGELISTA et al., 2003).
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1.3Exercicio e Hipertrofia Cardiaca

O treinamento fisico induz HC podendo resultar em modificacbes
descritas como “coragéo de atleta”. Nestas condigbes, a hipertrofia €, em geral,
do tipo fisiologico, e beneficia o sistema cardiovascular ocorrendo,
concomitantemente, diminuicdo da FC de repouso e aumento do tempo de
enchimento ventricular com consequente aumento do VS. Esses ajustes
ajudam o coracdo manter as exigéncias derivadas do exercicio fisico
(MCARDLE et al., 1998; IEMITSU et al., 2001)

O treinamento do tipo aerdbio ocasiona HC excéntrica devido a
sobrecarga de volume provocada pelo aumento da pré-carga que ocorre em
consequéncia do aumento do retorno venoso. Este fato gera um pico elevado
de tensao diastdlica. Para tentar normalizar o estresse no miocardio provocado
por tal evento, ocorre crescimento dos cardiomiocitos por adicado de
sarcomeros em série e aumento de miofibrilas (MAGALHAES et al., 2008).

Em contrapartida, em corag¢des de atletas que realizam treinamento
de forga, ocorre aumento da pds- carga com consequente elevagéo do pico de
tensdo sistdlica caracterizando a sobrecarga de pressdo. A resposta
subsequente € a HC concéntrica por adicdo de sarcdmeros em paralelo
(MAGALHAES et al., 2008).

Portanto, observa-se que os fatores que desencadeiam a HC
fisiologica estdo normalmente relacionados as sobrecargas, tanto de volume
quanto de pressao, impostas pela modalidade do treinamento. Além disso, no
entanto, ocorre envolvimento de fatores endocrinos e paracrinos que,

estimulados pelo exercicio, também estdo associados ao aumento da massa
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cardiaca (NERI SERNERI et al., 2001; OLIVEIRA; KRIEGER, 2002; IEMITSU
et al., 20006).

E importante salientar que tanto no treinamento fisico aerébico como
no anaerobico ocorre HC do tipo fisiolégica com caracteristicas diferentes,
portanto, das observadas na hipertrofia patolégica. A principal diferenga que
determina o padrdo de hipertrofia € o tipo e a duracdo de estimulo que o
coragao recebe. Em situagdes nas quais os atletas recebem sobrecargas de
pressdo apenas durante a atividade fisica, a HC é, em geral, fisiologica.
Contrariamente, em situagdes patoldgicas o coracdo estd exposto
continuamente a sobrecarga funcional que ocorre por longo tempo.

Nao sdo apenas os fatores hemodindmicos aqueles capazes de
promover HC. Também mecanismos de sinalizagdo extracelulares que geram
mensagens intracelulares contribuem para o remodelamento cardiaco. Embora
tais interagcdes ainda n&o sejam totalmente conhecidas, algumas delas podem
ser parcialmente explicadas e serdo comentadas a seguir por suas provaveis
implicacdes no modelo em estudo.

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) € um dos
principais reguladores do crescimento e metabolismo, com importante agéo no
crescimento e regeneracgao teciduais. Sua expressio esta relacionada com a
ativacdo de vias intracelulares PI3K/AKT/mTOR promovendo aumento de
sintese proteica e HC (NERI SERNERI et al., 2001; MCMULLEN et al., 2003;
DEBOSCH et al., 2006; KIM et al., 2008; MAGALHAES et al., 2008; IKEDA et
al., 2009)

Scheinowitz et al., (2003), demonstraram, em ratos normais, que a

expressao de IGF-I no miocardio estd aumentada apds duas semanas de
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natacdo com elevacado continuada em até seis semanas. Tal fato demonstra
que o exercicio fisico incrementa a expressdo desse fator. Além disso, o
treinamento fisico aumenta o numero de receptores de IGF-I (KIM et al., 2008).

Em outra vertente, o estiramento celular proporcionado pelo
exercicio fisico € um mecanismo ativador de canais de Ca*" tipo L (LTCC), de
Na® e das bombas de Na*/H" alterando o funcionamento dos canais i6nicos do
sarcolema. Esta modificacdo ativa a enzima serina/treonina quinase, MAPK
(proteina quinase ativado por mitdégenos) que proporciona o crescimento dos
cardiomidcitos através da transmissao de sinais da superficie para o nucleo
celular (GARCIA, 2008; MAGALHAES et al., 2008).

Dentre as proteinas ancoradas a membrana plasmatica localizadas
entre a matriz celular e o complexo de proteinas que formam a linha Z do
sarcdmero, estao as integrinas. Sua estimulagao pelo estiramento celular ativa
genes hipertroficos através do complexo Src-Fak-Shc-Grb-p130, o qual leva a
ativacdo da MAPK que induz as respostas hipertréficas ja descritas (AIKAWA
et al., 2002; SELVETELLA; LEMBO, 2005).

Todo este complexo bioquimico ativador da HC ainda representa

simplificacdo do processo que precisa ser melhor elucidado.

1.4Hipertireodismo

Os hormoénios tireoideanos (HT) representados pela triiodotironina
(T3) e tetraiodotironina (T4) sdo produzidos, armazenados e secretados pela

glandula tireoide. Sao controlados tanto pela disponibilidade de iodo, através
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do mecanismo autorregulatério de seus niveis, quanto pela estimulagdo do
hormonio tireo-estimulante (TSH). (CORVILAIN et al., 1988; CORVILAIN et al.,
2000; SAAD et al., 2007).

A atuacdo dos HT acontece a nivel tecidual aumentando o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Estes hormdnios estao

envolvidos no desenvolvimento fetal atuando no processo de maturagéo
cerebral e pulmonar e a sua participacao € também fundamental na regulagéo
do desenvolvimento de outros componentes do sistema enddcrino, tais como o
do hormoénio de crescimento (YEN, 2001; BLEICHER, 2005).

Os sinais e sintomas provenientes do hipertireoidismo incluem
aumento da FC e do DC, diminuicao da resisténcia vascular sistémica (RVS),
perda de peso, sensagao de calor, nervosismo, entre outros (KLEIN; OJAMAA,
2001; SAAD et al., 2007).

De acordo com Roffi et al., (2003), a sindrome clinica relacionada ao
excesso do HT é a tireotoxicose que, além dos efeitos ja descritos acima, inclui
outras respostas cardiacas sendo observados quadros de arritmias, HC,
cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca.

Estados hiperdindmicos da circulagdo estdo associados a acédo do
HT sobre a transcrigdo génica promovendo a sintese de proteinas regulatérias
e estruturais do coragdo e aumento do consumo de oxigénio em decorréncia do
metabolismo elevado dos tecidos (KINUGAWA et al, 2001; KAHALY;
DILLMANN, 2005). Esta ultima acgao esta vinculada a resposta hiperdinamica.

Os principais mecanismos pelos quais o HT ocasiona alteragcéo nos
cardiomiécitos incluem interacbes com receptores nucleares especificos

modificando e ampliando a transcricdo génica. Estes receptores sao fatores de
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transcricdo ativados por ligantes, sendo que, recrutados, interagem com a
maquinaria transcricional celular aumentando a expressdao de genes
especificos. Um atributo dos receptores de T3 € que eles residem no nucleo e
estdo associados ao elemento responsivo de T3 (TRE) do DNA (KAHALY;
DILLMANN, 2005; DILLMANN, 2010). Das isoformas dos receptores
tireoideanos nucleares, tanto a a quanto a B regulam a transcricdo génica da
cadeia pesada de miosina (a e B), da Ca’"ATPase (SERCA2) e de
fosfolambam (CINI et al., 2009). Portanto, esses receptores alteram a fungao
cardiaca e a ablagao deles provoca anormalidade contratil (DILLMANN, 2010).

Algumas agbées do HT no sistema cardiovascular nao sao
dependentes do complexo intranuclear T3- TR, mas originam-se de mecanismo
nao gendmico que interage com receptores presentes na membrana celular e
no citoplasma, ativando vias de sinalizagdo intracelulares (DAVIS; DAVIS,

2002).

1.5Hipertireoidismo e Hipertrofia Cardiaca.

Como foi relatado anteriormente, a sobrecarga funcional e estimulos
neuro-humorais desencadeiam adapta¢des do coracdo (MORGAN; BAKER,
1991). Essa adaptagdo cardiaca ocorre com o objetivo de compensar o
estresse inicialmente imposto ao coragdo (MILL; VASSALO, 2001).

Assim como o exercicio fisico, os horménios tireoideanos induzem
HC com caracteristica fisiologica que inclui o aumento da sintese de proteinas

contrateis, ativacao adicional das vias metabodlicas e mudangas na geometria
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das camaras cardiacas, neovascularizacdo proporcional com redugdo de
fibrose (OJAMAA, 2010). Sua agao ocorre, portanto, por efeitos diretos sobre
os cardiomidcitos e por agdes indiretas através da modificagdo da carga
imposta ao coragao (CINI et al., 2009).

Segundo Kenessey; Ojamaa (2006), apenas as ag¢des do HT sobre a
expressao génica e a sintese proteica ndo explicariam os efeitos observados
no crescimento dos cardiomiocitos. A reducdo da resisténcia vascular
periférica, o aumento do volume sanguineo e do DC também contribuem para a
HC.

A hipertrofia dos cardiomidcitos induzida pelo HT resulta também da
ativacao diferencial de vias de sinalizacido intracelular com envolvimento de
proteinas sinalizadoras de crescimento/sobrevivéncia as quais s&o
relacionadas com a HC fisiolégica. Em contrapartida, as vias que promovem
crescimento e morte celular séo referidas a HC do tipo patolégica (KENESSEY;
OJAMAA, 2006; OJAMAA, 2010).

Como se percebe, as vias de transdugao de sinais sdo complexas e
abundantes e ainda ndo sao completamente conhecidas. Estudos em diversos
modelos de animais tem mostrado a participacao da via PI3BK/AKT/mTOR. O T3
liga-se aos receptores de HT (TRa) e ativa esta via gerando uma cascata de
sinalizagdo que acaba produzindo HC (KUZMAN ET AL., 2005; KENESSEY;
OJAMAA, 2006; DILLMANN, 2010).

Além da PISK/AKT/mTOR, outra importante familia de proteinas que
tem um papel fundamental sobre os cardiomiocitos sdo as MAPKs. Estas
proteinas estdo presentes tanto na hipertrofia fisiolégica quanto na patolégica.

A sua ativacdo se da através da ligacdo do hormdnio T4 com proteinas da
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membrana plasmatica, as integrinas, promovendo inclusive angiogénese

(BERGH et al., 2005; OJAMAA, 2010)

1.6Justificativa

A hipertrofia cardiaca € um importante fator de risco para o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca sendo esta um grave problema de
saude publica no Brasil e no mundo. Estima-se que existam 6,5 milhdes de
pessoas com insuficiéncia cardiaca no Brasil sendo registrados, em 2001, 1,2
milhdes de internagdes no SUS com 260 mil mortes naquele ano (DATASUS,
2002).

Tanto o hormdnio tireoideano quanto o exercicio fisico causam
hipertrofia cardiaca e varios autores consideram esta HC como sendo de
padrao fisiologico. Apesar destes fatos, nenhum estudo verificou as alteragbes
cardiovasculares que ocorrem quando o HT e o exercicio fisico sao
administrados simultaneamente e nem qual € o padrdo de HC assim obtido.
Estes fatos tornam importante a analise das caracteristicas das respostas
hemodindmicas e hipertréficas nas condigdes experimentais de

hipertireoidismo, exercicio fisico e de sua associagao.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar as respostas cardiovasculares no hipertireoidismo
experimentalmente induzido, no treinamento fisico aerobico e na sua

associacido em ratos Wistar.

2.10bjetivos Especificos

e Verificar o comportamento da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial em ratos que receberam horménio
tireoideano, treinamento fisico aerdbico e a associagao destas
duas condigdes;

e Identificar padrées de hipertrofia analisando-se o peso do
coracado e do VE e medindo-se o menor didmetro transversal
dos cardiomidcitos nos ratos que receberam hormoénio

tireoideano, exercicio fisico e a associagao destas condicdes.
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3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.1 Animais

Foram utilizados 38 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos
(média de peso de 350 g), provenientes do CEBEA da UFU. Apés 15 dias de
adaptacao no laboratério, os ratos foram pesados e distribuidos aleatoriamente
nos grupos identificados como controle (C), exercicio (E), horménio tirecideano
e exercicio (HTE) e horménio (HT). Os trés primeiros grupos contaram com 10
animais e o ultimo com 8 animais.

As condicdes ambientais do laboratério foram mantidas as mesmas
durante todo o periodo experimental no que se refere a temperatura, umidade
relativa do ar, nivel de ruido e luminosidade, reproduzindo-se o ciclo claro e
escuro a cada 12 horas. Os animais foram alimentados com ragdo e agua “ad

libitum”.

3.2Desenho esquematico do protocolo experimental

=7 10 I=

—

T= -7 (dias): Adaptacédo dos animais ao ambiente aquatico

b
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T= 0: Inicio da intervengdo. Foram realizadas a pesagem dos
animais e as mensuracodes da FC e PA.

T= 6 (semanas): Final da intervencao. Foi realizada a pesagem dos
animais, coleta de sangue para dosagens hormonais, sacrificio dos animais e

retirada do coragao para pesagem e analise histologica.

3.3Adaptagao ao treinamento fisico e ao Power Lab.

O treinamento fisico efetuado empregou a natacdo e foi realizado
em um tanque medindo 20 cm de largura, 50 cm de altura e 40 cm de
profundidade, com a temperatura da agua mantida entre 30 e 32°C.

A adaptagcdo ao ambiente aquatico ocorreu no periodo de 5 dias
ininterruptos e os animais foram exercitados com aumento gradual no volume
até que se alcancasse 30 minutos de duracgao.

A adaptagdo ao PowerLab para verificaggo da PA e da FC
aconteceu antes do inicio da intervengdo, concomitante a adaptacdo ao
ambiente aquatico e foi realizada durante duas semanas, trés vezes por

semana.

3.4Protocolo Experimental

O presente estudo foi aprovado no comité de ética na utilizacdo de

animais (CEUA) e recebeu o protocolo de numero 118/10.
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Os animais foram divididos em quatro grupos e submetidos ao
experimento da seguinte forma: os animais do grupo C n&o foram submetidos a
nenhuma intervengao, os do HTE receberam treinamento fisico € horménio
tireoidiano, os do E realizaram apenas treinamento fisico e os do HT
receberam apenas o horménio tireoidiano.

No dia anterior a intervencao foi realizada a afericdo da pressao
arterial sistolica (PAS) e da FC pelo esfigmomandmetro de cauda adaptado
para ratos (Power Lab- ADInstrument). Para o registro dessas variaveis, os
ratos foram aquecidos em gaiolas individuais e colocados dentro de um

contéiner (Imagem 1).

Imagem 1: Aferigdo da PA e FC no esfigmomanometro adaptado para ratos.

Posteriormente colocou-se o esfigmomanémetro na cauda do animal

e 0 manguito foi insuflado até que o fluxo sanguineo fosse ocluido. Ao ser
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desinsuflado, os primeiros picos de pulso foram visualizados no computador e
no mesmo instante foi registrada a presséo arterial sistdlica e a frequéncia

cardiaca, conforme demonstrado na Imagem 2, 3 e 4.
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Imagem 2: Pressao de pulso obtida através do esfigmomandmetro de cauda
adaptado para ratos.

(----) Demarcagéao da primeira pressao de pulso apds a artéria ser desobstruida.

300

200

Pressure (mmHg) (mmHg)
S

-100:

Imagem 3: Pressao arterial obtida em imagem através do esfigmomanémetro
de cauda adaptado para ratos

( ) Demarcagao da pressao arterial apds a artéria ser desobstruida e € compativel com a
demarcacgao da pressao de pulso.
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Imagem 4: Frequéncia cardiaca obtida em imagem através do
esfigmomandmetro de cauda adaptado para ratos.

(----) Demarcacdo da frequéncia cardiaca arterial apdés a artéria ser desobstruida e é
compativel com a demarcagao da pressao de pulso.

Para o registro da PAS e da FC foram realizadas cinco medidas
consecutivas considerando-se como real a média dos valores obtidos. Estes
procedimentos foram repetidos ao final da fase experimental.

O HT utilizado foi a levotiroxina sédica em solug¢ao a 0,01% obtida a
partir de 10 comprimidos de 100 pg cada diluidos em 10 ml de agua destilada
(ENGELMAN et al., 2001).

A administragao de 20 pg de HT/100g de peso corporal foi realizada
todos os dias, durante seis semanas, no periodo noturno e antes do
treinamento fisico. O método de administragcao utilizado foi a sondagem oro-
gastrica (gavagem) utilizando-se uma agulha de raquianestesia n°6 com uma
esfera soldada na ponta para evitar traumatismos.

O treinamento fisico foi realizado ao longo de seis semanas e
consistiu em cinco sessdes semanais de natagcdo no periodo noturno/

madrugada conforme demonstrado nas Imagens 5 e 6. A duragcéo e
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intensidade do treinamento (expressa em minutos e % do peso corporal

respectivamente) seguiram a periodizagao abaixo.

DIAS
SEMANA| SEG TER QUA Quil SEX

0 0 0 0 0 %PC

1 30 40 50 60 60 DURAGAO
3 4 4 5 5 %PC

2 40 40 50 50 60 DURAGAO
5 5 5 5 5 %PC

3 60 60 60 60 60 DURAGAO
5 5 5 5 5 %PC

4 60 60 60 60 60 DURAGAO
5 5 5 5 5 %PC

5 60 60 60 60 60 DURAGAO
5 5 5 5 5 %PC

6 60 60 60 60 60 DURAGAO
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Imagem 5: Treinamento fisico na agua.

Imagem 6: Treinamento fisico na agua

Este protocolo foi adotado para induzir atividade aerdbica para ratos.
Em estudos publicados, a estabilizagdo do lactato sanguineo ocorre quando a
intensidade do exercicio atinge 5% do peso corporal (MANCHADO et al.,

2006).
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Ao final do experimento os ratos foram anestesiados com cetamina
na dose de 0,1 ml/100g de peso, via intramuscular, associada ao cloridrato de
xilazina na dose de 0,1 ml/100g de peso em injecado intramuscular. Foram
colhidos 4 ml de sangue através de pungao cardiaca antes do sacrificio do
animal. O sangue foi depositado em tubos com gel separador para coleta
capilar. As amostras de sangue foram utilizadas para determinacdo das

dosagens de T3 e T4 pelo método Elisa.

3.5Pesagem dos animais e do coragado

Os animais foram colocados dentro de uma caixa, e em seguida
colocados sobre uma balanga de alta precisdo. Esse procedimento ocorreu no
inicio e no final do experimento conforme ja citado na sessao 3.2.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados e o coragéo
foi retirado e pesado em balanca de alta precisdo. Posteriormente, foram
separados os atrios dos ventriculos e lavados com solugéo de soro fisiologico e

inserido em formol a 10%.

3.6 Preparacgao histolégica

O processo de formolizacédo teve duracao de 72 horas e, apds, foi

separado o VE com o septo interventricular e novamente foi pesado e

posteriormente retornou a solugao de formol por mais 24 horas.
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A preparacao histolégica foi feita incluindo-se o material em parafina
e, posteriormente, procedendo-se a hidratagcao (desparafinizagdo), sendo, por
fim, o material desidratado (Diafanizagao). O passo-a- passo de toda a

preparacao esta disponivel no Anexo A.

3.7 Analises microscopicas da fibra muscular cardiaca.

Foram obtidos cinco cortes de cada ventriculo e medidos os
menores didametros de cinco células cortadas perpendicularmente e
identificadas em cinco campos microscépicos diferentes. E importante salientar
que essas medidas foram realizadas sempre pelo mesmo pesquisador e em
condigbes que nao permitiam a identificagdo prévia a qual grupo o corte
pertencia. A medida dos didmetros das células foi realizada utilizando-se
imagens digitalizadas capturadas em microscopio binocular Olympus BX40
com objetiva de 40x, acoplado a cadmera Olympus OLY-200 ligada a um
computador PC através de placa digitalizadora Data Translation 3153. As
mensuragdes foram realizadas utilizando o software HL Image (Western Vision)

e as imagens dos cortes estao disponiveis no anexo B.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de diferengas entre
os resultados obtidos nos grupos E, HTE, HT e C na situagdo pré e pos-
intervencgao foi aplicada o teste t de Student as medidas de PA cuja distribuicdo
foi normal e o teste de Wilcoxon as medidas de PC e FC, cujas distribuigbes
foram ndo normais.

Para comparagao entre os grupos, foi aplicada a analise de variancia
(ANOVA) complementada pelo teste de Tukey para as variaveis T3, T4, PA,
peso ventricular e diametro transversal dos cardiomiocitos. Para as
comparagdes do peso do coracdo, FC e PC foram utilizadas a analise de
Kruskal-Wallis complementada pelo método de Dunn.

O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05 em um teste

bilateral.
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5 RESULTADOS

Os niveis de T3 aumentaram nos grupos E, HTE e HT em
comparagado ao grupo C. O comportamento do T4 foi semelhante ao do Ts;
exceto para o grupo E que nado recebeu levotiroxina sodica. Estes resultados
estao dispostos na Tabela1e Grafico 1.

Tabela 1: Concentragdo dos niveis plasmaticos de T3 e T4 apds seis semanas
de intervencao

Variavel analisada C(x+DP) HTE(x+DP) HT(x+DP) E(X+DP)
T3 (ng/mL) 0,7+0,3 1,2+ 0,3* 1,23+0,2*  1,21+0,2*
T, (pg/dL) 8,9+1,0 14,6+2,5" 15,743, 7"  84+15

Tabela1: Média e desvio padrdo (DP) da concentragdo plasmatica de T; e T, apds seis
semanas de interveng¢ado. Os grupos E, HTE e HT(*) apresentaram valores de T; maiores que
os do grupo C; os valores de T, foram maiores nos grupos HT e HTE (").

C (controle); HTE (hormonio tireocideano e treinamento fisico); HT (horménio tireodeano); E
(exercicio).

*p<0,05 C vs HTE, HT e E (ANOVA-Tukey); T p<0,05 HTE e HT vs C e E (ANOVA- Tukey).

Grafico 1: Niveis plasmaticos do Tz e T4 apds seis semanas de intervengao
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Grafico 1. Resultado hormonal apds seis semanas de intervencéo. Sao reportados as médias
dos valores. Os grupos E, HTE e HT (*) tiveram seus valores de T; maiores que o grupo C e
os valores de T, foram maiores nos grupos HT e HTE ().
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O PC dos animais ao final do experimento foi maior em relagdo ao
valor inicial apenas no grupo C. No grupo HTE houve diminuicdo do PC em
relacdo aos valores iniciais. Ao serem comparados os grupos, o PC no HTE foi

menor que o do grupo C (Tabela2 e Grafico 2).

Tabela 2: Peso Corporal antes e apés seis semanas de intervencao

Variavel analisada C(x+DP) HTE(X+DP) HT(Xx+DP) E(x+DP)

PCinicial (g) 386+39 379+36 404+38 386+46

PCFinal(g) 419+36* 368+31™ 398+41 392+53

Tabela2: Estao reportados a média e desvio padréo (DP) do peso corporal antes e apds seis
semanas de intervencgao. O Peso Corporal (PC) no grupo HTE diminuiu apds as seis semanas
de intervengéo (T) e aumentou no grupo C (*) em relagdo aos valores basais; quando
comparados os grupos antes da intervengdo, ndo houve diferenca do PC; apds o periodo de
estudo o PC foi menor apenas no HTE em rela¢do ao C (*).

*p<0,05 HTE vs C,HT e E (Kruskal-Wallis- Dunn); Tp<0,05 HTE pré vs pdos (Wicoxon); ip<0,05
C pré vs pés (Wilcoxon).

Grafico 2: Peso corporal antes e apds seis semanas de intervengao
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Grafico 2. Peso corporal (PC) antes e apds seis semanas de intervengao. Estdo reportadas as
médias dos valores dos grupos. O PC no grupo HTE diminuiu apds as seis semanas de
intervencao (T) e aumentou no grupo C (*) em relagcédo aos valores basais; quando comparados
0s grupos antes da intervencdo, nao houve diferenga do PC; apés o periodo de estudo o PC foi
menor apenas no HTE em relagdo ao C (*).
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Os valores da PA e da FC estdo demonstrados na Tabela 3 e nos
Graficos 3 e 4. Nao foi observada alteragcdo na PA apds a intervengdo em
nenhum dos grupos e nem houve diferenga na comparagao entre os grupos,
tanto antes como apds a intervengao. A FC apds intervengao foi menor no
grupo E. Houve diminuicdo da FC no final das seis semanas no grupo E em

comparagéo com todos os outros grupos.

Tabela 3: Valores da pressao arterial e da frequéncia cardiaca antes e apoés
seis semanas de intervencao.

Variavel analisada C(x+DP) HTE(X*DP)  HT(X*DP)  E(X+DP)
PASinicial (mmHg) 11242 120+2 11742 118+2
PASFinal (mmHg) 11244 121+18 126+16 114+3
FCinicial (bpm) 351+22 35049 349+2 347+9¢
FCfinal (bpm) 386+14"  398+18 398+28" 318+33*

Tabela3: Estédo reportados a média e desvio padrao (DP) da pressao arterial (PA) e frequencia
cardiaca (FC) antes e apds seis semanas de intervengdo. Ndo houve diferenga da PA na
comparagao dos grupos no inicio e no final da intervengéo e entre os grupos antes e apés o
estudo. Com relagdo a FC, ndo houve diferenga entre os grupos antes da intervencao porém,
apos a mesma, o grupo E apresentou redu¢cdo em comparagédo a HTE, HT e C(*). A FC final
em HTE, HT e C foram maiores que os valores iniciais (T); a FC foi mais elevada antes da
intervengao no grupo E (¥).

*p<0,05 E vs HTE, HT e C (Kruskal-Wallis- Dunn); Tp<0,05 HTE, HT e C pré vs pés (Wicoxon);
*p<0,05 E pré vs pos (Wilcoxon).
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Grafico 3: Valores da pressao arterial antes e apds seis semanas de
intervencgao
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Grafico 3. Valores da pressao arterial (PA) antes e apés 6 semanas de intervengéo. Estédo
reportados as médias dos valores dos grupos. Nao houve diferenca da PA na comparagao dos
grupos no inicio e no final da intervengéo e entre os grupos antes e apos o estudo.

Grafico 4: Valores da frequéncia cardiaca antes e apos seis semanas de
intervencao
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Grafico 4. Alteragoes da FC antes e apds seis semanas de intervencao. Estdo reportadas as
médias dos valores nos grupos. Ndo houve diferengca entre os grupos antes da intervencéo
porém, apds a mesma, o grupo E (*) apresentou redugdo da FC em comparacdo a HTE, HT e
C. AFC final em HTE, HT e C foram maiores que os valores iniciais (T); a FC foi menor apos a
intervengao no grupo E (i).
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O diametro transversal dos cardiomiécitos foi maior nos grupos E,

HTE e HT, em relagcédo ao grupo C (Tabela 4 e Grafico 5).

Tabela 4: Diametro dos cardiomidcitos apds seis semanas de intervengao

Variavel analisada C(x+DP) HTE(x+DP) HT(x+DP) E(x+DP)

Diametro 9,743,1*  11,8+0,3* 12,6+0,6* 12,4+0,6*
cardiomiocitos (um)

Tabela4. Analise histomorfométrica dos cardiomiécitos apds seis semanas de intervengao.
Estao reportadas as médias dos valores dos grupos. Os grupos E(*), HTE(*) e HT(*)
apresentaram maiores diametros dos cardiomiécitos em comparagdo com o grupo C.
*p<0,05 C vs HTE, HT e E (ANOVA- Tukey).

Grafico 5: Didametro dos cardiomidcitos apds seis semanas de intervencéao
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Grafico 5. Analise histomorfométrica dos cardiomidcitos apds seis semanas de intervengéo.
Estdo reportadas as médias dos valores dos grupos. Os grupos E, HTE e HT (*) apresentaram
maiores didmetros dos cardiomiécitos em comparagdo com o grupo C .

O peso do coracdo e o peso do ventriculo esquerdo estdo
demonstrados na tabela 5 e no grafico 6. O peso do coragédo foi menor nos
grupos E e HT em comparagao ao grupo C. O peso ventricular esquerdo foi
menor no grupo E em comparagéo ao grupo C.



42

Tabela 5: Peso total do coragdo e o peso do ventriculo esquerdo apds seis
semanas de intervencao

Variavel analisada  C(x+DP) HTE(X+DP) HT(x+DP) E(x+DP)

Peso total do 1330+126 1261+178 1048+396*  1148+121*
coragao (mg)
Peso do ventriculo 985+109

esquerdo (mg)

895+117 894+132 867+741

Tabelab. Peso total do coragao e ventriculo esquerdo apds seis semanas de intervengao.
Estao reportadas as médias dos valores dos grupos. Os grupos E(*) e HT(*) apresentaram
menores peso do coragdo em comparagao com o grupo C. O grupo E (T) menor peso do VE
em comparagao ao controle.

*p<0,05 HT e E vs C (Kruskal Wallis).

tp<0,05 E vs C (ANOVA- Tukey).

Grafico 6: Peso total do coracao e do ventriculo esquerdo apds seis semanas
de intervencao
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Grafico 6. Analise do peso do coragdao e do ventriculo esquerdo apds seis semanas de
intervencdo. Estdo reportadas as médias dos valores dos grupos. Os grupos E, e HT (%)
apresentaram pesos menores em comparacdo ao grupo C. O grupo E (1) apresentou peso
ventricular menor em comparagao ao grupo C.
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6 DISCUSSAO

Os animais apresentaram boa tolerdncia aos procedimentos
experimentais e ocorreram trés mortes no grupo HT. O comportamento dos
animais que receberam HT foi considerado normal até a quarta semana mas
ao longo das semanas seguintes eles apresentaram irritagdo com a
administracdo do horménio. Em contrapartida, os animais que realizaram
treinamento fisico tiveram boa adaptagao aquatica ao longo das seis semanas,
sendo observada inclusive melhora da técnica do nado.

Para a medida da PA e da FC utilizando-se o PowerLab, os animais
foram colocados em caixa especial apés um periodo de aquecimento. O
procedimento foi bem tolerado e as variaveis facilmente aferidas, fato que pode
se dever ao periodo prévio de adaptacao.

Com relagdo aos niveis plasmaticos dos horménios tireoideanos ao
final do periodo experimental, observou-se uma diferenga de comportamento
entre o Tz e 0 T4. Os niveis de T, foram significativamente mais elevados nos
grupos HTE e HT (64% e 75%, respectivamente) em comparagao com o C. Tal
fato indica que o estado de hipertireoidismo foi induzido nos animais com a
administracdo da levotiroxina sédica na dose de 20ug/100g de peso corporal.
Os niveis de T3 foram mais elevados em todos os grupos (77% HTE, 73% HT e
70% E) quando comparados ao grupo controle. A alteracdo nos niveis de T3
nos grupos HT e HTE pode ser justificada devido a maior concentragéo de T4
causada pela administracdo de horménio e sua conversdao em T3 mas,
curiosamente, no grupo E, que nao recebeu a levotiroxina sédica, também

houve elevacao dos niveis de T3 Este comportamento do T3 pode ser explicado
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pela intensidade de esforgo utilizada no treinamento fisico, pois sabe-se que os
niveis deste hormdnio sdo mais elevados em individuos que executam
exercicios proximos ao limiar anaerdbio. Este nivel de treinamento é
conseguido quando se utilizam protocolos semelhantes aos deste estudo e
equivale ao emprego, em natagado de ratos, de um peso préximo a 5% do PC
(GOBATTO et al., 2001; CILOGLU et al., 2005; MANCHADO et al., 2006).

Com relagédo ao PC, nota-se que somente o grupo HTE apresentou
diferencga significativa em relagao ao controle. O menor peso dos animais deste
grupo pode ser explicado pelo acréscimo de gasto calérico determinado pelo
treinamento fisico em associagdo com o HT (GUYTON; HALL, 2002;
TORTORA; GRABOWSKI, 2002; BLEICHER, 2005). Entretanto, n&o foi
verificado neste estudo qual foi a qualidade do peso perdido pelo grupo HTE,
Ou seja, se teria ocorrido perda de massa gorda.

O comportamento da PA nao diferiu antes e apds a intervencdo em
cada grupo nem na comparagado entre os grupos. Em estados de
hipertireoidismo ocorre aumento do consumo de oxigénio nos tecidos
periféricos e producdo de metabdlitos que provocam vasodilatacao periférica. O
HT, principalmente devido ao efeito do T3, também diminui a resisténcia
periférica por sua acado vasodilatadora direta nas células musculares lisas dos
vasos. Esta acao diminui a pressao arterial diastdlica, e consequentemente, a
pressao arterial média, o que é parcialmente compensado pela ativacdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona que aumenta a resisténcia periférica
por acao direta nos vasos e a volemia por induzir maior reabsorcédo de sodio e
agua. O componente celular do sangue também aumenta na presenca de T;

devido a hiperestimulagdo da sintese de eritropoetina, fato que induz
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hematopoiese. Estas combinagdes resultam em aumento da PA na presenca
de hipertireoidismo (KLEIN; OJAMAA, 1998; FOMMEI; IERVASI, 2002;
VARGAS et al., 2006; CINI et al., 2009). Apesar destas consideragdes, o
modelo experimental utilizado no presente estudo nao reproduziu este achado.
A auséncia de resposta hipertensiva pode estar ligada ao curto tempo de
exposicao dos animais a levotiroxina sddica, mas a completa explicagao para
este fato precisa ser melhor avaliada.

A FC apresentou elevagao nos grupos estudados apés a intervengao
em comparagao com os valores iniciais, exceto no grupo E no qual houve
redugao tanto na comparagdo com os valores basais quanto entre os grupos.
Os grupos com hormoénio tireoideano (HTE e HT) apresentaram os efeitos
cronotropicos positivos tipicos da tireotoxicose. Isto pode ter ocorrido, em parte,
devido ao aumento da atividade adrenérgica, da expressdo de aMHC, da
SERCA e da diminuicido de fosfolambam. Esta combinacido de acdes esta
associada ao aumento da FC (KLEIN; OJAMAA, 1998; KLEIN; OJAMAA, 2001;
DANZI; KLEIN, 2002; CINI et al., 2009).

As acbes do HT sobre o ciclo cardiaco podem interferir na
frequéncia cardiaca e merecem destaque especial. A contragcdo cardiaca
depende do efluxo de calcio do reticulo sarcoplasmatico aumentando a
concentragdo deste ion no citosol. Esse ajuste promove a ligacdo actina-
miosina nos filamentos iniciando a contracdo muscular. Por sua vez, o
relaxamento miocardico depende do sequestro de calcio ativado pelas
ATPases do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e pela modulagdo da
fosfoproteina conhecida como fosfolambam que, ao ser fosforilada, reduz a

inibicdo sobre o SERCA acelerando a remocao citosélica do calcio. Esta
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mesma proteina, em seu estado desfosforilado, inibi a afinidade da SERCA
pelo calcio resultando em lentiddo do relaxamento miocardico. (CARR;
KRANIAS, 2002). O HT atua aumentando a expressao de SERCA e diminuindo
a atividade do fosfolambam como descrito acima. Desta maneira acelera-se o
ciclo de contracao-relaxamento aumentando a FC.

De forma interessante, observou-se uma diminuicdo da FC de
repouso no grupo E. Esta resposta parece demonstrar que houve um ajuste
fisiolégico relacionado ao efeito cronotropico negativo decorrente do
treinamento fisico (MEDEREIROS et al., 2000; EVANGELISTA et al., 2003).
Varios estudos indicam que essa reducdo da FC ocorre por aumento da
atividade vagal, diminuigdo da atividade das terminag¢des neurais simpaticas e
dos niveis plasmaticos de noradrenalina circulantes. Este fato ocorre tanto em
humanos quanto em animais (GOLDSMITH et al., 1992; La ROVERE et al.,
1992; GAVA et al., 1995; ANGELIS et al., 2004; MEDEIROS et al., 2004).

Este efeito modulador do exercicio fisico em relagdo a FC foi anulado
pelo HT (grupo HTE). Uma provavel explicagédo para tal fato pode ser o efeito
do horménio tireoideano aumentando a atividade cronotropica do coracao
mesmo na presencga de treinamento fisico, conforme discutido anteriormente. A
incapacidade do treinamento fisico em diminuir a resposta cronotropica positiva
decorrente da agao do hormoénio tireoideano pode ser explicada tanto pela forte
resposta da agdo gendmica quanto pela agdo nao genbmica do HT. A acéao
nuclear do horménio tireoideano aumenta a expressao da aMHC e diminui a
expressao de BMHC, o que provoca aumento da FC. A sua acido nao nuclear
altera o comportamento dos canais ibnicos de sodio, potassio e calcio da

membrana do cardiomidcito, fato que resulta em cronotropismo e inotropismo
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positivos do HT. Talvez essas respostas diretas e indiretas provenientes da
acao do horménio sejam predominantes em relagdo aquelas oriundas do
treinamento fisico explicando assim a perda do controle da FC pelo exercicio
fisico. (KLEIN; OJAMAA, 2001; KAHALY; DILLMANN, 2005)

O peso total do coragdo e do VE no grupo E foram menores em
relacdo ao grupo C. O peso total do coragao também foi menor no grupo HT
em relagdo a C mas o mesmo nao aconteceu com o ventriculo esquerdo que
parece ter sido preservado na presenca do hormodnio. Esta observacido é
reforcada analisando-se o resultado similar do HTE onde o peso total e do VE
sao similares aos do controle. Estes achados reproduzem, inclusive, os obtidos
em estudo prévio de nosso grupo utilizando o mesmo modelo experimental
(FERNANDES et al., 2007).

A hipertrofia cardiaca (HC) é uma resposta do miocardio a varios
estimulos, tanto fisiolégicos quanto patoldgicos e uma das formas de avalia-la é
pelo peso do coragcdo e do VE. O exercicio fisico € o horménio tireoideano
induzem esta hipertrofia que assume caracteristica proxima a resposta
fisiolégica a qual se caracteriza pela manutencdo ou melhora da funcgao
cardiaca (KENESSEY; OJAMAA, 2006; MAGALHAES et al., 2008; OJAMAA,
2010). Analisando-se apenas o grupo E verifica-se que, pela avaliagdo do
peso total do coracdo e do VE, o treinamento nao foi capaz de produzir
hipertrofia. A explicagdo para este fato pode estar relacionada com a
intensidade e duracao do esforgo imposto aos animais. Sabe-se que exercicios
aerdbicos parecem promover maior retorno venoso e diminui¢gao da resisténcia
periférica (MCARDLE et al., 1998). Quanto a auséncia de perda do peso do VE

nos grupos que receberam horménio (HT e HTE), é possivel que ela esteja



48

vinculada, pelo menos em parte, ao aumento do didmetro transversal dos
cardiomiocitos.

Outra maneira de estimar a HC é verificar o didmetro dos
cardiomidcitos. Para isso seleciona-se aquelas células que foram seccionadas
perpendicularmente e mede-se o0 seu menor didmetro. Este € um método
confiavel e facilmente reproduzido (FERNANDES, 1999; FERREIRA, 2001;
SANTOS, 2009). No presente estudo, os grupos E, HT e HTE apresentaram
aumento dos didmetros das células musculares cardiacas do VE (28%, 30% e
22%, respectivamente) em relagédo ao grupo C.

Varios experimentos tém demonstrado as principais vias
sinalizadoras da hipertrofia cardiaca. Sabe-se que tanto o exercicio fisico
quanto o horménio tireoideano induzem HC e os mecanismos envolvidos nesta
resposta hipertrofica estdo sendo progressivamente entendidos (MILL;
VASSALO, 2001; OLIVEIRA; KRIEGER, 2002; MCMULLEN et al, 2003;
MAGALHAES et al., 2008; CINI et al., 2009; OJAMAA, 2010). Como ja
mencionado, o estresse mecanico da atividade fisica induz a hipertrofia por
impor sobrecarga cardiaca decorrente do aumento do retorno venoso
(exercicios aerobicos) ou da resisténcia periférica aumentada (exercicios
resistidos). A traducdo da tensdo mecanica muscular desencadeada pelo
esforco fisico em estimulo hipertréfico cardiaco esta relacionada a agao de
algumas proteinas ancoradas a membrana plasmatica que sdo conhecidas
como integrinas. Estas integrinas estao localizadas entre a matriz extracelular e
o complexo de proteinas que forma a linha Z do sarcomero. Nesta malha sao
encontradas proteinas sinalizadoras como as tirosinas-quinases coativadoras

de receptores esteroidais (Src), a quinase de adesao focal (Fak) e o complexo
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p130, as quais tém papel crucial na rapida fosforilagdo de proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK), quinase reguladora de sinais extracelulares
(ERK %) e p38 e ndo sdo ativadas pela estimulagdo de angiotensina Il
(SELVETELLA; LEMBO, 2005; GARCIA; INCERPI, 2008; MAGALHAES et al.,
2008). A excitagao desses sinais bioquimicos leva a transcricdo génica nuclear
e, no citoplasma, aumenta a velocidade de traducdo ribossomal para a
producao de proteinas ao mesmo tempo em que diminui a degradagao delas
no citosol. Estes efeitos devem estar vinculados ao aumento do didmetro
transversal dos cardiomidcitos no grupo E.

Evidencias mostram que os HT também funcionam na traducédo
proteica e atuam sobre os processos de sinalizagao iniciados na membrana
plasmatica e no citoplasma os quais resultam em respostas bioldgicas (DAVIS
DAVIS, 2002). A ativagdo intracelular das cascatas de sinalizagao
independentes dos receptores classicos dos horménios tireoideanos foi
recentemente descrita evidenciando a existéncia de outro receptor especifico
do hormodnio tireoideano na superficie celular denominado integrina aV3
(BERGH et al., 2005). A interagdo se da principalmente através da ligagao Ts-
aVB3 que promove a fosforilagdo do MAPK/ERK1/2 e favorece a translocacgao
do receptor tireoideano B1 (TRB1) para o nucleo levando ao aumento da
transcricdo génica e culminando na neovascularizagdo (angiogénese)
(OJAMAA, 2010). A inativacao da integrina31altera a integridade da membrana
dos cardiomiécitos e da estrutura do sarcomero e causa disfungao sistdlica.
Isso demonstra o papel crucial das integrinas no processo de HC

(SELVETELLA; LEMBO, 2005).
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Os diametros celulares aumentados nos grupos que receberam
levotiroxina podem ser explicados, portanto, pelas agcdes do HT. Estas agdes
sdo variadas e induzem modificagcdo do fendtipo da célula mediada pelos
receptores (TRs) localizados no nucleo. Os TRs (TRa1 e TRB1) sao fatores
transcricionais que regulam a expressao de genes por meio de interagdes com
sequencias especificas de DNA. O T3 ao entrar no nucleo, liga-se aos seus
receptores nucleares que estdo conectados a genes-alvo e codificam proteinas
estruturais e regulatérias, incluindo proteinas miofibrilares como a MHC,
SERCA2 e o fosfolambam. Com essas alteragdes ha modificagdo da funcéao
cardiaca sistdlica e diastdlica aumentando a contratilidade e a frequéncia
cardiaca e melhorando o relaxamento das fibras (DILLMANN, 2002; KAHALY;
DILLMANN, 2005).

No citosol, os TRs participam na sinalizacao citoplasmatica e iniciam
processos que resultam em respostas biolégicas. O T; liga-se aos TRs,
principalmente o TRa1, e media a ativacdo da via de transducao
PI3BK/AKT/mTOR o que resulta em aumento da sintese proteica e ativagao de
genes hipertroficos (KUZMAN et al., 2005; HIROI et al., 2006; OJAMAA, 2010).
Todos estes efeitos apontam no sentido de existir maior quantidade acumulada
de miofibrilas e de outros eventuais componentes proteicos que podem ser os
responsaveis pelo didmetro celular aumentado nestes animais dos grupos HT e
HTE.

A analise detalhada dos resultados da hipertrofia obtida no grupo
que associou o exercicio fisico e o HT, desperta duas questbes. A primeira
delas diz respeito ao modelo de hipertrofia e a segunda se refere a auséncia de

efeito hipertrofico somatorio.
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Como ja comentado, as hipertrofias fisiolégicas mantém equilibradas
as relagoes existentes entre as fibras musculares, a estrutura de colageno e a
vascularizagdo miocardica. Este parece ser o padrao mais encontrado nas HC
derivadas do exercicio fisico e do excesso de HT (OJAMAA, 2010).

Algumas vias que ativadas produzem HC fisiolégica estéao
envolvidas nas agdes cardiovasculares do exercicio fisico e do HT. Uma delas
€ a que envolve o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) que se
liga ao seu receptor de tirosina quinase (IGF-IR) ativando e autofosforilando
residuos de tirosina que promovem o recrutamento e ativagao de uma lipideo
quinase, PI3K (fosfatidilinositol-3 quinase). Esses processos iniciam a ativagao
de vias intracelulares que produzem o aumento da sintese proteica e
consequente HC (NERI SERNERI et al., 2001; PAEZ; SELLERS, 2003; KIM et
al., 2008; IKEDA et al., 2009). A via da PI3K tem um papel critico na HC
dependente de volume e a sua interrupgao inibe a sintese proteica impedindo a
resposta hipertréfica mesmo na presenca de exercicio fisico aerébico e de HT.
Curiosamente isto parece nao ocorrer nas sobrecargas de pressao
(MCMULLEN et al., 2003; LUO et al., 2005; HIROI et al., 2006) como ocorre no
exercicio resistido.

A PI3K é uma molécula da membrana responsavel por iniciar os
processos de fosforilagdo da AKT. Essa proteina possui duas isoformas: a
PI3K a (subunidade PI3K-p85 e p-110a) e PI3Ky (subunidade PI3K-p110y) que
estdo associadas a HC fisiologica e a patoldgica, respectivamente (OUDIT et
al.,, 2004). Na cascata de ativagdo dessa via, a PI3K fosforila o segundo
mensageiro PIP, (fosfatidil-inossitol 4,5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidil-inossitol

3,4,5-bifosfato). O PIP; recruta a AKT para a membrana plasmatica que é
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ativada quando fosforilada pela PDK "z (fosfoinositideo dependente de cinase
%2) (TRACHOOTHAM et al., 2008). A AKT, uma proteina quinase B, é uma
serina/treonina e tem um papel chave na regulacdo de uma ampla variedade
de funcbes em diferentes tecidos, tais como, na proliferacdo e crescimento
celulares, na fungdo contratii e na angiogénese coronariana (SHIOJIMA;
WALSH, 2006). Dos trés membros da familia AKT (AKT1, AKT2 e AKT3), as
duas primeiras sdo bastante expressadas no coracdo e sua atividade esta
relacionada com estimulos geradores de hipertrofia fisiolégica (WALSH, 2006).
Recentemente, Debosch et al., (2006) utilizaram camundongos nocautes de
AKT1 e demonstraram que essa proteina esta implicada na resposta
hipertréfica dos cardiomidcitos e sua ablagdo gera reducao de sintese proteica
na HC mesmo apods o treinamento fisico (natagao). Isso sugere a participagao
da AKT1 na HC induzida pelo treinamento fisico.

A AKT promove a fosforilagdo e inibicdo do produto do gene TSC2
que € um inibidor do importante fator de crescimento tecidual, o mTOR
(mammaliam target of Rapamycin). (DEBOSCH et al., 2006; MAGALHAES et
al., 2008). A mTOR €& uma proteina quinase que atua aumentando a sintese
proteica e ativando outras proteinas quinases S6 (S6KI e S6K2) as quais
aumentam a traducio de proteinas, a biossintese ribossomal, a divisao celular
e a hipertrofia. Elas também sao responsaveis por acionar a liberagao da
4EBPI que proporciona a iniciagdo da traducgéo ribossomal (MAGALHAES et
al., 2008).

Fica, portanto, bastante evidente a importdncia da via
PIBK/AKT/mTOR na hipertrofia fisiolégica induzida pelo treinamento fisico e

pelo HT.
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As evidéncias do envolvimento do eixo renina-angiotensina-
aldosterona frequentemente relacionado a padrdes de HC patologica séo
poucas. Na literatura cientifica os achados relacionados a participagdo da
angiotensina no musculo cardiaco sdo controversos, pois depende do tipo
celular estimulado e da concentragdo desta substancia no tecido. Alguns
estudos demonstram o papel hipertréfico da angiotensina Il através da ativagao
de vias de crescimento celular, mas, entretanto, outros demonstraram
estimulacdo de vias apoptoticas (AOKI et al., 2000; FABRIS et al., 2007).
Fernandes et al., (2007) descreveram que a HC induzida com a administracéo
de HT foi menor no grupo que, além do HT, recebeu também a
espironolactona. Este resultado demonstra que o sistema renina-angiotensina-
aldosterona esta envolvido na HC do HT embora nao paregca ser esta a via
mais importante no remodelamento cardiaco em estados de hipertireoidismo.

Para explicar a auséncia do efeito hipertréfico somatério no grupo
HTE, podemos sugerir que tanto o exercicio fisico quanto o horménio
tireoideano tenham induzido hipertrofia utilizando a mesma via indutora, ou
seja, a da PI3K-AKT-mTOR, via esta estreitamente relacionada a HC
fisiolégica. O modelo experimental utilizado no presente estudo induziu
hipertireoidismo por um periodo aproximado de 4,4% da vida esperada do
animal (34 meses) e como a ativagao da via da PI3K-AKT-mTOR se da em
curto prazo de tempo, esta hipotese se torna bastante plausivel. Uma
alternativa a esta explicagao poderia ser a de que a somatéria dos estimulos
para a hipertrofia cardiaca tenha produzido um esgotamento dos mecanismos
hipertréficos e assim, mesmo atuando por vias diferentes, eles tivessem

atingido um platé de resposta impedindo um maior crescimento muscular
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cardiaco no grupo HTE. Ainda, a repeticdo do experimento utilizando
sobrecargas maiores (exercicio resistido) podera responder algumas duvidas
referentes a este tema.

Para tentar identificar a razdo para este curioso comportamento do
grupo HTE s&o necessarios mais estudos, principalmente voltados ao bloqueio
da via da PIBK/AKT/mTOR. Estes modelos experimentais podem ser
desenhados para identificar as vias envolvidas nas respostas hipertroficas ao

HT e ao exercicio fisico.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1 - A levotiroxina soédica administrada isoladamente ou em
associacdo com o exercicio fisico promove aumento da FC de repouso em
ratos Wistar;

2 — O exercicio fisico reduz a FC de repouso;

3 — O peso total do coracéo foi menor com o exercicio fisico e com
levotiroxina;

4 — O peso do VE foi reduzido no grupo E;

5 — Os grupos que receberam HT nao apresentaram reducg&o do
peso do VE;

6 - Tanto o treinamento fisico como levotiroxina produziram aumento
do diametro transversal dos cardiomidcitos;

7 - Nao houve efeito aditivo no diametro celular quando o horménio

tireoideano foi associado ao exercicio fisico.
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ANEXO A.

Passo-a-passo da preparagao histolégica.

Passo I: Inclusao do material em parafina
e Fixado o material em formol
e Cortado o musculo cardiaco e colocado em K7
e O material foi disposto em alcool a 70% por 30min
e Alcool 85% por 30min
e Alcool 95% por 30min
e Alcool absoluto | por 30 min
e Alcool absoluto Il por 30 min
e Alcool absoluto Ill por 30 min
e Foiretirado o excesso de alcool em papel toalha
e Xilol I por 30 min
e Xilol Il por 30 min
e Xilol lll por 30 min

e Retirado o excesso em papel toalha

e Parafina |
e Parafina ll
e Parafina Il

¢ Inclusdo em bloco de parafina.
O bloco foi cortado em micrétomo (5 micra) sendo realizados dois
cortes em cada lamina.
Passo Il: Hidratar (desparafinizar)
e Xilol Il por 10 min
e Xilol Il por 10 min
e Xilol I por 10 min
e Retirado o excesso com papel toalha
e Alcool absoluto Ill por 30 seg
e Alcool absoluto Il por 10 seg

e Alcool absoluto | por 10 seg
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Alcool 95% por 10 seg

Alcool 85% por 10 seg

Alcool 70% por 10 seg

Agua corrente por 20 min

Agua destilada por 5 min

Clorada com hematoxilina de Harris por 30 seg
Agua corrente 20 min

Agua destilada 5 min

Corado com eosina/floxina de 1min, 30 seg e 2min
Agua corrente para retirar o excesso de eosina

Agua destilada por 4 seg

Passo lll: Desidratar (Diafanizar)

Alcool 70% por 10 seg

Alcool 85% por 10 seg

Alcool 95% por 10 seg

Alcool absoluto | por 10 seg

Alcool absoluto Il por 10 seg

Alcool absoluto Il por 10 seg

Foi retirado o excesso de alcool em papel toalha
Xilol | por 30 seg

Xilol Il por 30 seg

Xilol 11l por 30 seg
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ANEXO B.

Imagem do corte do ventriculo do grupo C.
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Imagem do corte do ventriculo do grupo HTE.
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Imagem do corte do ventriculo do grupo HT.
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Imagem do corte do ventriculo do grupo E.
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