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Resumo

Fundamento: Sabe-se atualmente que o hipertireoidismo afeta o sistema cardiovascular, ocasionando uma série de
alteracoes funcionais e moleculares. No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia funcional do hipertireoidismo na
regulacao do cilcio citoplasmatico e no trocador de sédio/calcio (NCX) no misculo cardiaco.

Objetivos: Avaliar as alteracdes funcionais de misculos papilares isolados de animais com hipertireoidismo induzido.

Métodos: Ao todo, 36 ratos Wistar foram distribuidos em um grupo controle e outro grupo com hipertireoidismo induzido
por injecao intraperitoneal de T3. Nos misculos papilares isolados dos animais foram medidos a forca maxima de contracao,
a velocidade de contracao (+df/dt) e relaxamento (-df/dt), o tempo de contracao e relaxamento, a forca de contracao em
diferentes concentracées de sédio extracelular, o potenciacao pés-pausa (PPP) e a forca de contracao induzida por cafeina.

Resultados: Em animais com hipertireoidismo, observamos uma diminuicao da PPP em todos os periodos de repouso
(p < 0,05), aumento do +df/dt e -df/dt (p < 0,001), baixa resposta inotrépica positiva a concentracao reduzida de sédio
extracelular (p < 0,001), diminuicao da forca maxima de contracao induzida por cafeina (p < 0,003) e diminuicao do tempo
total de contragao (p < 0,001). A forca maxima de contracao nao diferiu significativamente entre os grupos (p = 0,973).

Conclusoes: Nossa hipétese é de que as alteracdes observadas sao provavelmente resultantes de uma diminuicao do
contetido de calcio do reticulo sarcoplasmatico causada por vazamento de calcio, reducao da expressao do NCX e
aumento da expressao de o-MHC e SERCA2. (Arq Bras Cardiol. 2016; 107(6):542-549)
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Abstract

Background: Hyperthyroidism is currently recognized to affect the cardiovascular system, leading to a series of molecular and functional
changes. However, little is known about the functional influence of hyperthyroidism in the regulation of cytoplasmic calcium and on the sodium/
calcium exchanger (NCX) in the cardiac muscle.

Objectives: To evaluate the functional changes in papillary muscles isolated from animals with induced hyperthyroidism.

Methods: We divided 36 Wistar rats into a group of controls and another of animals with hyperthyroidism induced by intraperitoneal T3
injection. We measured in the animals’ papillary muscles the maximum contraction force, speed of contraction (+df/dt) and relaxation (-dff
dt), contraction and relaxation time, contraction force at different concentrations of extracellular sodium, post-rest potentiation (PRP), and
contraction force induced by caffeine.

Results: In hyperthyroid animals, we observed decreased PRP at all rest times (p < 0.05), increased +df/dt and -df/dt (p < 0.001), low positive
inotropic response to decreased concentration of extracellular sodium (p < 0.001), reduction of the maximum force in caffeine-induced contraction
(p < 0.003), and decreased total contraction time (p < 0.001). The maximal contraction force did not differ significantly between groups (p = 0.973).

Conclusion: We hypothesize that the changes observed are likely due to a decrease in calcium content in the sarcoplasmic reticulum, caused
by calcium leakage, decreased expression of NCX, and increased expression of a-MHC and SERCA2. (Arq Bras Cardiol. 2016; 107(6):542-549)
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Introducao

Uma funcao enddécrina normal é essencial para a satde
cardiovascular.’ O hipertireoidismo é um dos distirbios
endécrinos mais comuns, com uma prevaléncia de 1,3%
nos Estados Unidos? e 0,7% (intervalo de confianga [IC] de
95% 0,2—1,1%) no Brasil.? Essa condicao é definida por um
aumento nos niveis de hormdnios tireoidianos (T3 e/ou T4)
e supressao ou diminuigao dos niveis de TSH.?

Sabe-se atualmente que os horménios tireoidianos afetam
o sistema cardiovascular. Mudangas nos niveis circulantes
desses hormonios influenciam a contratilidade cardiaca e a
funcao eletrofisiolégica.* Aumentos nos niveis de horménios
tireoidianos (hipertireoidismo) resultam em um aumento
na contratilidade cardiaca, velocidade de contracdo e
relaxamento, débito cardiaco e frequéncia cardiaca.'?

Os hormonios tireoidianos regulam uma variedade de
proteinas nos midcitos cardiacos (incluindo cadeias pesadas de
miosina [MHC] a e B, receptores beta-adrenérgicos, SERCA2
e fosfolambam [PLB]) e podem levar a hipertrofia cardiaca.®?
Essas alteragbes moleculares acabam por afetar o ciclo do
calcio na célula.’

Devido a grande importancia do calcio como uma
via de sinalizacao na geragdo da despolarizacao de
membrana, na indugdo da liberagao de calcio pelo reticulo
sarcoplasmético (RS) e na ativacao do aparato contratil,
condigbes fisiopatolégicas que alteram o controle do célcio
no midcito sdo as principais causas de disfungao contratil do
musculo cardiaco e arritmias."®

No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia dos
horménios tireoidianos nos eventos celulares associados com
aumento e diminuicao do calcio citoplasmatico no processo
do acoplamento excitagao-contragao do masculo cardiaco."
A maioria das informagdes disponiveis compreende alteragoes
na expressao génica de protefnas envolvidas no acoplamento
excitagao-contracdo. Ainda assim, as consequéncias
funcionais dessas proteinas no hipertireoidismo permanecem
amplamente desconhecidas. Menos ainda se sabe sobre as
consequéncias das alteragdes do trocador de sédio/calcio
(NCX) na funcao do musculo cardiaco no hipertireoidismo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
hipertireoidismo na fungdo cardfaca, incluindo a forca
cardiaca e a velocidade e o tempo de contragao em musculos
papilares isolados de ratos.

Métodos

O estudo incluiu 36 ratos machos Wistar com peso de
250-300 g, fornecidos pelo Biotério do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).
Todos os animais foram mantidos em gaiolas sob temperatura
controlada e ciclos claro-escuro de 12 horas, com livre
acesso a ragao e agua. Todos os procedimentos realizados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Ftica em Uso
Animal (CEUA) do Departamento de Ciéncias Biolégicas,
Universidade Federal do Parand (UFPR); Certificado No.
23075.098041/2011-11.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
um grupo controle (n = 18) e outro com hipertireoidismo
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(n = 18). O hipertireoidismo foi induzido por injeces diarias
intraperitoneais de T3 (15 ug/100 g) durante 10 dias. O grupo
controle recebeu injegoes didrias de solugao salina durante o
mesmo perfodo.'>"?

Ap6s 10 dias de tratamento, os animais foram anestesiados
com quetamina (50 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) e submetidos
a toracotomia. Os coragoes foram removidos e colocados em
solugdo de Ringer (pH = 7,4; 110 mM de NaCl, 4 mM KCl, 2
mM de CaCl,, 2 mM de MgCl,, 10 mM Tris, 11 mM glicose).
Em seguida, os coragdes foram pesados e fixados em uma
placa de petri contendo solugao de Ringer oxigenada antes
da dissecgao dos musculos papilares do ventriculo esquerdo.

Ap6s a disseccao e remogdo do masculo papilar, uma das
extremidades do musculo foi fixada a um micromanipulador
e a outra a um transdutor de forga (Fort 10 WPI, Transduction
Laboratories Co.), que por sua vez foi conectado a um
sistema de aquisicao de dados (LabChart - ADinstruments).
O mdsculo era entdo estirado até o comprimento de tensao
ativa maxima (Lmax) e mantido em uma cdmara com solucao
salina continuamente oxigenada a 32°C.

Antes de cada experimento, uma curva de calibragdo
foi obtida para o transdutor de forga utilizando massas
conhecidas. O comprimento do musculo papilar foi medido
com a utilizagao de uma reticula ocular. Os mdsculos papilares
eram pesados ao final de cada experimento. A drea da secgao
transversal foi calculada com a férmula: drea = massa /
(comprimento x densidade), assumindo uma densidade
de 1,0. Desta maneira, a forga produzida pelos musculos
papilares foi normalizada pela area transversal do préprio
musculo. Apds essas etapas, o protocolo experimental foi
iniciado.

Para avaliar os efeitos da administracdo do hormonio
tireoidiano, os animais em ambos os grupos foram expostos a
dois protocolos experimentais. O primeiro protocolo envolveu
varias medigdes da contratilidade e estimulacdo elétrica do
musculo papilar isolado. O segundo protocolo avaliou a forga
de contracao induzida por cafeina em mdsculos papilares
quiescentes (ndo estimulados eletricamente).

Experimentos com miusculo papilar estimulado
eletricamente

Apds os miusculos papilares terem sido isolados e
conectados a um transdutor de forga, como descrito acima,
foram estimulados eletricamente com pulsos de tensdao
supraliminares (10 a 15 V), com uma duragdo méaxima de 5
milissegundos e utilizagao de um par de eletrodos de platina
posicionados ao longo de todo o comprimento muscular.
Com uso de um micromanipulador, o musculo foi estendida
até o Lmax. A frequéncia de estimulagao padrao foi de 0,5
Hz (condicao estabilizada). As preparagdes foram mantidas
nessas condi¢oes durante um perfodo de estabilizagao de
20-30 minutos e os protocolos experimentais foram entao
realizados. A forga resultante foi registrada por um sistema de
aquisicao de dados (LabChart - ADinstruments) conectado a
um computador.

Os seguintes parametros contrateis foram analisados:
forca maxima isométrica desenvolvida; potenciagao p6s-
pausa (PPP), que corresponde ao aumento na forca de
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contragao isométrica obtida ap6s pausas na estimulagao
elétricade 1, 3, 5, 10 e 20 segundos; velocidade méaxima
de contragao (+df/dt) e relaxamento (-df/dt); tempo de
contragao total; tempo até o pico de contragao; tempo até
o relaxamento méximo; e forca maxima de contragao em
diferentes concentragbes de sédio extracelular.

Para o protocolo PPP, a estimulagao elétrica do misculo
papilar foi interrompida apés periodos de estabilizagao
de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos. A amplitude da primeira
contragdo ap6s o repouso foi comparada com a amplitude
da forca obtida antes do periodo de repouso. Esses dados
foram analisados e expressos como valores de porcentagem
de forca obtidos no estado estavel antes do periodo
de repouso.

Ap6s a estabilizagdo em solugao de Ringer contendo 110
mm de NaCl, a preparagao foi colocada em camaras com
solugao de Ringer contendo 90, 70 e 50 mM de NaCl. Para
manter a osmolaridade e a forca idnica, as solugoes foram
suplementadas com cloreto de litio (LiCl) em concentragdes
de até 110 mM. A amplitude da contragdo foi analisada
e expressa como porcentagem em relagdo aos valores de
forca obtidos na solugdo com 110 mM de NaCl.

A +df/dt e a -df/dt foram calculadas em tempo real com
utilizagao do programa LabChart. Os dados estao expressos
como forga produzida por area transversal do musculo
por segundo (MN/mm?/seg). O tempo para 100% da forga
maxima e o tempo de forga de contragdo maxima até 100%
de relaxamento estao expressos em segundos.

Avaliacao da contracdo em misculos papilares quiescentes

A dissecgdo e a montagem dos musculos papilares neste
experimento seguiram os mesmos protocolos descritos acima,
com excecdo da estimulacao elétrica.

Este protocolo foi realizado em trés camaras contendo
solugoes diferentes. A primeira camara continha solugao
de Ringer. A segunda continha solugao de Ringer sem sédio
ou calcio (Ringer ONa* - 0Ca**), na qual os fons sédio e
célcio foram substituidos por cloreto de litio para manter
a osmolaridade e a forca idnica iguais as da solugao de
Ringer. A terceira camara foi preenchida com solugao
de Ringer ONa* - 0Ca®* e 30 mM de cafeina. De acordo
com a literatura, a cafefna € um conhecido agonista dos
receptores de rianodina e induz liberagao de célcio do RS
em concentracoes de 30 mM."

A preparagdo foi inicialmente imersa em solugao de Ringer
durante pelo menos 30 minutos. Em seguida, foi transferida
para a solugdo de Ringer ONa* 0Ca?* e mantida por tempo

Tabela 1 - Peso dos animais no primeiro e décimo dia ap6s o tratamento

suficiente para que a forga atingisse o estado estacionario
(normalmente entre 5 a 10 minutos). Os musculos papilares
foram entdo transferidos para a cdmara com Ringer ONa* -
0Ca?" e 30 mM de cafeina. A forca de contracdo induzida
pela cafeina foi comparada entre os grupos.

Analise estatistica

Os resultados foram coletados de pelo menos seis
observagoes em cada experimento e estdo expressos como
média =+ erro padrao. A normalidade dos dados foi analisada
com o teste de Shapiro-Wilk e os dados foram comparados
com o teste t de Student para amostras independentes.
Diferengas estatisticas entre os grupos foram consideradas
quando p < 0,05. O programa SigmaPlot (versao 11.0) foi
utilizado para a analise dos dados.

Resultados

A Tabela 1 mostra os valores de peso corporal nos dias 1
e 10 de tratamento e os valores do peso cardiaco em ambos
os grupos. Apds 10 dias de tratamento com o hormoénio
tireoidiano, os animais do grupo com hipertireoidismo
mostraram uma diminuicao estatisticamente significativa no
peso corporal (p = 0,034) e aumento no peso do coragao
(p < 0,001) quando comparados aos animais do grupo controle.

Os resultados da forga méaxima de contragdo isométrica
dos musculos papilares estimulados eletricamente, +df/dt,
-df/dt e tempo de contragao total estdo mostrados na Tabela 2
e na Figura 1.

Em relagcdo ao PPP, o grupo com hipertireoidismo teve
uma redugao significativa no percentual de ganho de forga
em todos os momentos de pausa quando comparados com
o grupo controle (Figuras 2 e 3).

Variagoes nas porcentagens da forca gerada em diferentes
concentragoes de sédio extracelular estdo expressas com
referéncia a forga produzida em uma solugao com 110 mM
de sédio extracelular. Uma diferenca significativa entre os
grupos foi detectada apenas em concentragbes de sédio
extracelular de 70 mM (p < 0,001) e 50 mM (p < 0,001).
Em ambos os momentos, o percentual de ganho de forca no
grupo com hipertireoidismo foi menor do que o observado
no grupo controle (Figura 4).

Em relagao a forca maxima de contragao (mN/mm?)
induzida pela cafeina em mdsculos papilares quiescentes,
encontramos diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos (p < 0,001). A forga de contragdo no grupo com
hipertireoidismo foi menor do que a no grupo controle (3,26 =
0,88 mN/mm?versus 8,13 = 1,07 mN/mm?, respectivamente).

Peso dos animais (g) no

Peso dos animais (g) no Peso do coragio (g)

1°. dia 10°. dia
Controle 18 311+10,94 336,2+7,32 1,528 + 0,036
Hipertireoidismo 18 310+ 9,57 309,7 £9,51* 2,153 +0,074*

*p=0,034; *p < 0,001.
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Tabela 2 - Parametros de forga, velocidade e tempo de contragao (n = 36)

Controle Hipertireoidismo Valor de p
Forga maxima de contragéo isométrica (mN/mm2) 4,903 +0,13 4917 £0,35 0,973
+df/dt (mN/mm?s) 69,88 £2,77 105,90 +7,31 <0,001
-dffdt (mN/mm?s) 51,92 +£2,04 67,32 +3,59 <0,001
Tempo total de contragéo (s) 0,441 + 0,00 0,350 + 0,00 <0,001
Tempo até contragdo maxima (s) 0,138+ 0,01 0,108 £ 0,01 <0,001
Tempo até relaxamento maximo (s) 0,303 0,01 0,241 0,01 <0,001
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Figura 1 - Velocidade méxima de contragdo (+df/dt) e relaxamento (-df/df). O grupo com hipertireoidismo (n =18) mostrou um aumento no +df/dt e -df/dt quando

comparado com o grupo controle (n = 18).

Discussao

Neste estudo, observamos que musculos papilares isolados
de ratos com hipertireoidismo mostraram diminuicao da PPP,
aumento na +df/dt e -df/dt, redugdo dos tempos de contragao
e relaxamento total, reducao da forca maxima induzida pela
cafeina e baixa resposta inotrépica positiva a uma baixa
concentracao de sédio extracelular. No entanto, nenhuma
diferenca foi observada na forca de contragdo isométrica.

O aumento na +df/dt e a redugao no tempo de contragao
podem ser explicados por um aumento na expressao de
a-MHC.%71516 Embora as evidéncias sejam limitadas, uma
expressao e fungao aumentadas dos receptores de rianodina,
SERCA2 e canais de calcio tipo L podem ter contribuido para
esses resultados."'7'® Essas alteragoes levam a um aumento
no influxo de calcio, na taxa de liberagdo de calcio pelos
receptores de rianodina, na velocidade da recaptagdao do
calcio pela SERCA2 e na atividade da a-MHC ATPase, o

Arq Bras Cardiol. 2016; 107(6):542-549

que pode explicar o aumento na +df/dt, levando em dltima
anadlise a uma diminuigdo do tempo para atingir o pico
da contragao."9%0

A razao SERCA2/PLB é um determinante importante
na cinética da captagao de calcio nos miécitos cardiacos,
influenciando tanto a taxa de relaxamento quanto a producao
de forga.?' Animais com hipertireoidismo mostraram um
aumento da razao SERCA2/PLB devido a uma diminuicao
na quantidade de PLB e aumento da SERCA2.7:21-24
Aumentos na quantidade de PLB fosforilada em comparagao
com a nao fosforilada também tém sido relatados.” Essas
mudancas, em conjunto, promovem um aumento na taxa
de captagao de calcio pelo RS, causando um aumento na
velocidade de relaxamento do musculo cardiaco (-df/dt) e,
consequentemente, diminuigao no tempo de relaxamento.?'

No miocérdio da maioria dos mamiferos, acredita-se que o
PPP seja produzido pela liberagao de uma quantidade maior
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Figura 2 - Porcentagem de forga apos repouso. O ganho de forga em todos os momentos de repouso foi significativamente menor no grupo com hipertireoidismo (n = 18)
em comparagéo ao grupo controle (n = 18) (*p < 0,001, # p < 0,05).
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Figura 3 - Potenciacédo pos-pausa (PPP). O aumento da forga de contragdo isométrica apds pausas de 1, 3, 5, 10 e 20 segundos na estimulag&o elétrica foi menor no
grupo com hipertireoidismo (n = 18) em comparagéo ao grupo controle (n = 18).
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Figura 4 - Percentagem de variagéo na forga para concentragées diferentes de sodio extracelular. O ganho de forga em diferentes concentragdes extracelulares de
sédio foi significativamente menor no grupo com hipertireoidismo em duas condigdes, em concentragdes extracelulares de sédio de 70 e 50 mM (n = 36, *p < 0,001).

de célcio armazenada no RS durante o periodo de pausa.?>?
No entanto, a perda de calcio celular durante o repouso é
bem descrita nos ventriculos de coelhos, gatos e cobaias.
Estes animais, portanto, nao apresentam PPP, especialmente
durante longos periodos de repouso. No entanto, a PPP ocorre
em camundongos e é acompanhada pelo aumento do célcio
armazenado no RS.?

No presente estudo, misculos papilares isolados de animais
com hipertireoidismo mostraram uma reducao na PPP e na
forga maxima induzida por cafeina, uma agonista do receptor
de rianodina. A concentragao de cafeina utilizada neste estudo
(30 mM) é suficiente para esgotar o calcio do RS. Esses dados
sugerem que o hipertireoidismo reduz a quantidade de célcio
armazenado no RS.

Esta diminuicdo no contetdo de célcio no RS pode ser
devida a trés possibilidades ndo mutuamente excludentes:
a) um aumento na expressao e/ou atividade do NCX, que no
periodo de repouso da estimulagdo aumentaria a extrusao
de célcio das células, diminuindo a quantidade de calcio
disponivel para captacao pelo RS; b) diminuigao da expressao
e/ou atividade da SERCA2 e c) aumento no vazamento de
célcio do RS através dos receptores de rianodina.?”

Nossos resultados sobre contratilidade, juntamente com
dados da literatura, nos levam a supor que a fungao da SERCA2
esta aumentada e a do NCX estd diminuida. No entanto, essas
duas alteragbes nao poderiam causar uma reducao no PPP;
assim, acreditamos que isso se deva ao célcio liberado pelos
receptores de rianodina do RS.

Outro fator que pode ter contribuido para
a diminuicdo no conteddo de célcio no RS é a
fosforilagao dos receptores de rianodina pela proteina
quinase Il dependente de calcio/calmodulina (CaMKIl).
Estudos tém mostrado que condigbes hipertréficas e
insuficiéncia cardiaca, ambas comuns no hipertireoidismo,
aumentam a expressao da CaMKII, favorecendo a abertura
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dos receptores de rianodina que levam ao vazamento de
calcio do RS.?®

Ai et al.?” encontraram niveis aumentados de CaMKIl e
fosforilagdo dos receptores de rianodina em animais com
insuficiéncia cardiaca, fortalecendo a hipétese de abertura
dos receptores e favorecendo o vazamento de célcio do RS
durante a diastole.?>°

Songetal.* induziram hipertrofia cardiaca com hormoénio
tireoidiano em ratos e observaram uma diminuigao no
contetido de calcio do RS devido a um aumento no vazamento
de célcio dos receptores de rianodina. Nos animais que
desenvolveram hipertrofia, esses autores observaram que a
redugdo na liberagdo de célcio durante a contragao poderia
ser devida a um aumento da liberagao espontanea de cdlcio
€m repouso.

Portanto, a fosforilagao dos receptores de rianodina pela
CaMKIl aumentando a liberacdo espontanea de célcio do RS
na diastole poderia contribuir para a diminuigao no calcio do
RS.?2¢ No entanto, nosso modelo de hipertrofia foi induzido
por horménio tireoidiano e ndo fomos capazes de encontrar
estudos avaliando a expressao de CaMKII neste modelo de
hipertrofia.

A reducdo na concentragao de soédio extracelular induz
uma resposta inotrépica positiva. Diminuicdo no gradiente
eletroquimico de sédio reduz ou mesmo reverte a fungao do
NCX, levando a um aumento da concentracao intracelular de
calcio e da forga.?83%33

Diedrichs et al.>* demonstraram que o musculo cardiaco
em pacientes com insuficiéncia cardiaca é mais sensivel a
reducdo do sédio extracelular, exibindo um aumento maior
na forga contratil quando comparado com o musculo de
individuos normais. Segundo os autores, isso ocorre devido ao
actmulo intracelular de calcio através do NCX, cuja expressao
e funcao estao aumentadas na insuficiéncia cardiaca.
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Nossos resultados mostram que a forca de contragdo
em animais com hipertireoidismo estd ligeiramente
aumentada quando comparada com a de controles. Isto
pode ser explicado por uma fungao reduzida do NCX no
hipertireoidismo. A expressao reduzida de NCX em animais
com hipertireoidismo é bem reconhecida.®®

O ponto forte do presente estudo é a avaliagao das
alteragoes funcionais no masculo papilar isolado no
hipertireoidismo. A principal limitacdo, que é também uma
sugestao para ser explorada em outros estudos, € a falta de
experimentos envolvendo biologia molecular para avaliar a
expressao de proteinas de membrana que controlam o célcio
intracelular e o contetido de calcio no RS.

Conclusoes

N6s demonstramos neste estudo que mdsculos papilares
isolados de animais com hipertireoidismo apresentaram
uma diminuicao do PPP, aumento da +df/dt e -df/dt, baixa
resposta inotrépica positiva a baixas concentragbes de sédio
extracelular, diminuicdo da producdo de forca maxima
induzida por cafeina e diminuigao do tempo para atingir o
pico da contracao e relaxamento maximo. A nossa hipétese
€ que essas alteragoes observadas possam ser devidas a uma
diminuigdo no contetido de calcio no RS, provavelmente
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