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Coadministracao de Apelina e T4 tem Efeito Protetor nas Alteracoes
Inotropicas e Cronotropicas que Ocorrem em Ratos Hipotireoideos

Co-administration of Apelin and T4 Protects Inotropic and Chronotropic Changes Occurring in Hypothyroid Rats

Zahra Akhondali, Mohammad Badavi, Mahin Dianat, Farzaneh Faraji
Physiology Research Center and Department of Physiology, Faculty of Medicine, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz — Iran

Resumo

Fundamento: O sistema cardiovascular é um dos alvos mais importantes dos horménios tireoidianos. As seguintes
alteracoes hemodinamicas foram observadas em pacientes com hipotireoidismo: reducao da frequéncia cardiaca
(FC) de repouso, da contratilidade miocardica e do débito cardiaco; e aumento da pressao diastélica e da resisténcia
vascular sistémica. Além disso, tais pacientes apresentam alteracoes eletrocardiograficas, como bradicardia sinusal e
baixa voltagem dos complexos (ondas P e complexos QRS).

Objetivo: Avaliar o efeito profilatico da apelina nas alteracoes de FC e voltagem de QRS que ocorrem em ratos com
hipotireoidismo induzido por propiltiouracil (PTU).

Método: Este estudo dividiu de maneira aleatéria 48 ratos Wistar machos adultos, pesando 170-235 g, em seis grupos: grupo
controle (CO), injecao intraperitoneal (ip) de solugao salina + agua potavel gavagem; grupo hipotireoideo (P), PTU 0,05% em
agua potavel; grupo A, apelina ip (200 ug.kg.dia"); grupo PA, coadministracao de PTU e apelina; grupo PT, coadministracao
de PTU e T4, 0.2 mg/g por dia por gavagem; e grupo PAT, coadministracao de PTU, apelina e T4. Todos os experimentos
foram realizados durante 28 dias consecutivos, sendo entao os animais anestesiados com injecao ip de cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (12 mg/kg). Utilizou-se o registro do ECG na derivagao DII para calcular a FC e a voltagem do QRS.

Resultados: Houve aumento mais significativo da FC e da voltagem do QRS no grupo hipotireoideo que recebeu apelina
e T4 (201 = 4 bpm, 0,71 = 0,02mV) do que no hipotireoideo (145 = 9 bpm, 0,563 = 0,015 mV), respectivamente.

Conclusao: A coadministracao de apelina e T4 mostrou efeito protetor na voltagem do QRS e FC em ratos com
hipotireoidismo induzido por PTU. (Arq Bras Cardiol. 2015; 105(3):235-240)

Palavras-chave: Hipotireoidismo / sangue; Hormonios Tirebideos / sangue; Tiroxina / uso terapéutico; Cardiotonicos; Ratos.

Abstract

Background: One of the most important thyroid hormone targets is the cardiovascular system. Hemodynamic changes, such as decreased resting
heart rate (HR), myocardial contractility, and cardiac output, and increased diastolic pressure and systemic vascular resistance, have been observed
in hypothyroid patients. Moreover, in these patients, ECG changes include sinus bradycardia and low voltage complexes (P waves or QRS complexes).
Objective: This study aimed at evaluating the prophylactic effect of apelin on HR changes and QRS voltage that occur in propylthiouracil
(PTU)-induced hypothyroid rats.

Method: In this study, 48 adult male Wistar rats weighing 170-235 g were randomly divided into 6 groups: Control group (normal saline ip
injection + tap water gavage); P group (PTU 0.05%, in drinking water); A group (apelin 200 ug.kg'.day”, ip); PA group [co-administration
of PTU and apelin]; PT group [co-administration of PTU + T4 (0.2 mg/g per day, gavage)]; and PAT group (co-administration of PTU, apelin
and T4). All experiments were performed for 28 consecutive days, and then the animals were anesthetized with an ip injection of ketamine
(80 mg/kg) and xylazine (12 mg/kg). Lead Il electrocardiogram was recorded to calculate HR and QRS voltage.

Results: Heart rate and QRS voltage increased more significantly in the hypothyroid group that consumed both apelin and T4 (207 %4 beat/min,
0.77 £ 0.02mv vs. hypothyroid 145 = 9 beat/min, 0.563 = 0.015 mv; respectively).

Conclusion: The co-administration of apelin and T4 showed a protective effect on QRS voltage and HR in PTU-induced hypothyroid rats.
(Arq Bras Cardiol. 2015; 105(3):235-240)
Keywords: Hypothyroidism / blood; Thyroid Hormones / blood; Thyroxine / therapeutic use; Cardiotonic Agents; Rats.
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Introducao

Os hormonios tireoidianos sdo necessarios a regulacao
da taxa metabdlica', também exercendo efeito na funcao
cardiovascular: uma minima reducao de seus niveis circulantes
pode causar disfungao cardiovascular’>. Em pacientes com
hipotireoidismo franco, a falta de feedback de tiroxina (T4) leva a
niveis mais altos de TSH do que aqueles de individuos saudaveis;
no hipotireoidismo mais brando ou subclinico, os niveis de T4
e de triiodotironina (T3) sao normais, mas os de TSH sao mais
elevados do que os da populacao saudavel’. Como resultado
da falta dos horménios tireoidianos, ocorrem algumas alteragoes
estruturais e morfolégicas nas células cardiacas, causando
alteracoes nas caracteristicas hemodinamicas do coracao.
Identificaram-se, no hipotireoidismo, reducao na frequéncia
cardiaca (FC) de repouso, no débito cardiaco, na contratilidade
cardiaca e no volume sistélico, e elevacao da resisténcia vascular
sisttmica e da pressao diastdlica. Também foram observados
bradicardia, pressao de pulso mais estreita, reducao da
voltagem e bloqueio cardiaco**. Variabilidade da frequéncia
cardiaca e turbuléncia da frequéncia cardiaca sao os critérios de
fungao auténoma cardiovascular que se alteram em pacientes
hipotireoideos®”. Um dos critérios de contratilidade cardiaca é
a amplitude do QRS.

As seguintes manifestagdes eletrocardiograficas foram
observadas em pacientes hipotireoideos: bradicardia sinusal,
baixa voltagem dos complexos (pequenas ondas P ou
pequenos complexos QRS), intervalos PR e QT prolongados,
e achatamento ou inversao das ondas T®. Além disso, derrame
pericardico, que pode afetar o eletrocardiograma (ECC),
foi evidenciado em até 30% dos pacientes hipotireoideos®.

Além disso, angina e infarto miocdrdico foram observados
em cerca de 1% da populagdo geral, sendo que 4% dos
individuos com 60 anos ou mais tém prescricao de T4
de longo prazo®'.

Aapelina é um ligante endégeno expresso em varios tecidos,
como coragdo, cérebro, figado, musculo esquelético e rim.
A apelina atua através do receptor APJ, um receptor acoplado
a proteina G, e apresenta semelhanga com a via angiotensina
ll-receptor tipo 1 de angiotensina 11", A apelina causa
vasodilatagao dependente do endotélio através da ativagao de
eNOS, e promove liberagdo de NO. Além disso, a apelina e
o receptor APJ desempenham um papel no desenvolvimento
das células cardiacas®. Esse ligante endégeno, que afeta as
células miocérdicas, causa aumento da contragao cardiaca''®.
A apelina mostrou ter um efeito inotrépico no coragao'®.

Como a contragao do mdsculo cardiaco estd associada
a voltagem do QRS, e considerando que essa voltagem e a
FC estao reduzidas nos pacientes hipotireoideos, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o efeito protetor da apelina
nas alteragdes inotrépicas e cronotrépicas que ocorrem na
auséncia dos hormdnios tireoidianos.

Métodos

Materiais

Cetamina e xilazina foram compradas de Alfas Co (Holanda).
Propiltiouracil (PTU) e T4 foram obtidos com Sigma-Aldrich Co
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(EUA), e apelina, de Cayman Chemical Co (EUA). O PTU foi
dissolvido em dgua potével (0,05%), tendo a apelina, na dose
de 200 ug.kg'.dia”, sido dissolvida em solugéo salina e injetada
intraperitonealmente (ip). O T4 foi dissolvido primeiro em
solugdo 0,1 normal de NaOH e, entdo, diluido com &gua
potavel até a concentracao de 0,2 mg/g por dia.

Tratamento dos animais

Os 48 ratos machos Wistar (170-235 g) foram alojados em
condigdes padrao (22+2°C, ciclos claro/escuro de 12 horas)
com acesso livre a dieta para ratos (Pars Co. IR) e agua
potével. Todos os procedimentos foram realizados conforme
os padroes de cuidado animal estabelecidos e aprovados
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de Ciéncias
Médicas Ahwaz Jundishapour, Ahwaz, Ira.

Os ratos foram divididos em seis grupos de oito animais
cada: grupo controle; grupo hipotireoideo (P), tratado
com PTU (0,05%); grupo A, tratado com apelina ip
(200 ug.kg'.dia™"); grupo PA, coadministragao de PTU e
apelina; grupo PT, coadministracao de PTU e T4, gavagem;
e grupo PAT, coadministragdo de PTU, apelina e T4"7-".
O periodo de tratamento em cada experimento foi de
quatro semanas.

O peso corporal foi avaliado toda semana e os
niveis séricos de T4 e TSH foram avaliados no final dos
experimentos. Apds os procedimentos, os animais foram
anestesiados com injegao ip de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (12 mg/kg). A temperatura retal foi continuamente
monitorada e mantida em 37-38°C, usando-se almofada
aquecida e lampada de aquecimento. Utilizou-se o registro
do ECG na derivagao DIl para calcular a FC e a voltagem do
QRS (PowerLab, ADInstruments, Austrélia) como se segue:
eletrodos consistindo de agulhas calibre 26 foram inseridas
subcutaneamente por 1 cm na cartilagem xifoide (eletrodo
positivo), ombro direito (negativo) e ombro esquerdo
(referéncia). Os eletrodos foram conectados a um amplificador
Bioamp (ADInstruments, Austrdlia) e digitalizados com um
conversor A/D PowerLab 8sp (ADInstruments, Austrélia).
Os registros digitais foram analisados com o programa Chart
para Windows 7 (ADInstruments, Austrdlia). Os eventos
foram registrados 4 K/s e filtrados para 60 Hz*°. O ECG foi
calibrado para 25 mm/s com uma sensibilidade de 10 mm
= 10 mV. Os registros do ECG foram obtidos durante cinco
minutos. A voltagem do complexo QRS (em mV), para avaliar
as alteragoes inotrépicas, foi medida manualmente como a
soma das voltagens absolutas de qualquer deflexao positiva
ou negativa. Todos os célculos foram feitos com a média
dos cinco complexos QRS. A FC, para avaliar as alteragdes
cronotrépicas, foi derivada do sinal eletrocardiografico.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando-se o programa
SPSS, sendo os dados expressos como média + erro padrao
da média (EPM). As comparagdes foram feitas usando-se
andlise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste de diferenca minima significativa. Adotou-se o nivel de
significado estatistico de p < 0,05.
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Resultados

Niveis séricos de TSH e T4

Nos ratos hipotireoideos, os niveis séricos de TSH
subiram, enquanto os de T4 diminuiram significativamente
quando comparados aqueles do grupo controle (p < 0,01,
Tabela 1). Tais valores indicam que a indugado de
hipotireoidismo com PTU teve sucesso. A administragao
de apelina junto com PTU evitou a elevagao dos niveis
de TSH e T4. Além disso, niveis aumentados de T4 e
reduzidos de TSH foram observados no grupo PT em
comparagao aos do grupo hipotireoideo (p < 0,01).
Embora a coadministragdo dessas trés drogas tenha evitado
a elevagao dos niveis de TSH e o declinio dos niveis de T4,
observou-se significativa diferenca em relagao ao grupo
controle (p < 0,01).

Peso corporal

Como esperado, o peso corporal no grupo controle
aumentou significativamente. Entretanto, no grupo
hipotireoideo, houve reducao durante as quatro semanas de
administragao de PTU (p < 0,01; Tabela 2). Por outro lado,
em ratos eutireoideos, a administragdo de apelina levou a

significativo aumento do peso corporal (p < 0,01). Além disso,
em comparagao aos grupos controle e hipotireoideo, a
coadministragao de PTU e apelina reduziu o peso corporal
nos animais intatos (p < 0,01, p < 0,05). Embora a reposicao
hormonal com T4 e apelina nesses ratos possa ter evitado
a perda de peso, ainda houve uma significativa diferenga
em relagdo ao grupo controle (p < 0,05). Entretanto,
a combinagao dessas trés drogas pode fazer o ganho de peso
equiparar-se ao do grupo controle. Com relagao as mudancas
de peso cardiaco, deve-se mencionar que, embora a razao
entre peso cardiaco e peso corporal nao tenha se alterado
no grupo hipotireoideo, foi melhorada pela apelina no grupo
eutireoideo (p < 0,01). Além disso, essa razao ndo se alterou
nos demais grupos (Tabela 2).

Frequéncia cardiaca

Nos animais hipotireoideos, a FC diminuiu
significativamente em comparagao aquela do grupo controle
(145 = 9,5 vs. 227 + 7,8 bpm, p < 0,001, Figura 1).
Além disso, a administracao de apelina por quatro
semanas elevou a FC de ratos normais (270 = 11,6 bpm).
A administragdo de apelina com PTU nao conseguiu alterar
a FC, em oposicao ao ocorrido no grupo hipotireoideo

Tabela 1 - Comparagao dos niveis dos horménios T4 e TSH nos diferentes grupos

Grupos T4 (nmolll) TSH (uUl/ml)
co 76,75+5 1,32+0,3
24,49 £31" 12,02+2,8"
A 87,59 5,271 0,84 + 0,31
PA 16,49 £ 2,147€ 5,09 + 0,571
PT 95,50 + 0,25"t€e 8,78 +1,56"
PAT 50,26 + 0,117t 9,49 +1,88"

CO: Grupo controle; P: Grupo tratado com propiltiouracil (PTU); A: Grupo de animais intactos que receberam apelina; PA: Grupo recebendo PTU e apelina ao mesmo
tempo; PT: Grupo recebendo PTU e T4 ao mesmo tempo; PAT: Grupo recebendo PTU, apelina e T4 ao mesmo tempo; **p < 0,01 comparado ao grupo controle;
11p < 0,01 comparado ao grupo P; €€p < 0,01 comparado ao grupo PAT (média + EPM, n = 8, ANOVA de uma via seguida de teste de diferenga minima significativa).

Tabela 2 - Comparagéo do peso corporal e peso cardiaco nos diferentes grupos

Grupos W1 (g) W2 (g) PC (9) Ganho (g) % alteragoes® PC/W (g)
co 2325 2485 0,82+ 0,04 16+2 7 0,32 0,01
2247 219+6 0,75+0,03 5+3" 2" 0,35+0,01
A 169 +3 2005 0,80 +0,03 3137 1971 0,39+0,01°f
PA 169 +4 156 +3 0,51 +0,0171t€ 13 £371€€ -7 0,33+0,01
PT 206 +4 209+6 0,72 +£0,027¢ 33 1 0,34 0,01
PAT 1765 1837 0,62 + 0,037t 11+ 41t 6t 0,35+ 0,01

CO: Grupo controle; P: Grupo tratado com propiltiouracil (PTU); A: Grupo de animais intactos que receberam apelina; PA: Grupo recebendo PTU e apelina ao mesmo
tempo, PT: Grupo recebendo PTU e T4 ao mesmo tempo; PAT: Grupo recebendo PTU, apelina e T4 ao mesmo tempo.
W1: Peso corporal no inicio do experimento; W2: Peso corporal no final do experimento; PC: Peso do coragdo; PC/W: Razéo entre peso do coragéo e peso corporal.

a: percentagem de variagdo comparada ao peso corporal inicial.

*p < 0,05;**p < 0,01 comparado ao grupo controle; 1p < 0,05, t1p < 0,01 comparado ao grupo P; € p < 0,05; €€ p < 0,01 comparado ao grupo PAT (média + EPM,

n =8, ANOVA de uma via seguida de teste de diferenga minima significativa).

Arq Bras Cardiol. 2015; 105(3):235-240
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(157 = 16,4 vs. 145 = 9,5 bpm). Entretanto, a administragao
de T4 com PTU conseguiu evitar significativamente a redugao
da FC (180 = 4 vs. 145 = 9,5 bpm, p < 0,05), mas a
coadministragao de apelina e T4 com PTU foi mais eficiente
para elevara FC (201 + 4,3 vs. 145 = 9,5 bpm, p < 0,001).

Voltagem do QRS

Houve reducao significativa da voltagem do QRS nos
grupos que receberam PTU em comparagdo ao grupo

controle (0,563 + 0,015 vs. 0,72 = 0,02 mV, p < 0,001;
Figura 2). Entretanto, a administragao de apelina para
animais normais aumentou significativamente a voltagem
do QRS (0,844 = 0,022 mV, p < 0,001). Embora a
administracdo de apelina (0,646 = 0,026 mV, p < 0,05)
ou de T4 (0,661 = 0,032 mV, p < 0,01) juntamente
com PTU tenha podido alterar a voltagem do QRS,
a coadministracao dessas trés drogas juntas foi mais
eficiente (0,708 + 0,02 mV, p < 0,001).

Tt

150 -

100 1

Frequéncia cardiaca (bpm)

(8]
o
"

CO

PAT

Figura 1 - Comparagdo da frequéncia cardiaca em vérios grupos. Dados expressos como média + EPM e analisados usando-se ANOVA de uma via seguida do teste
de diferenga minima significativa. **p < 0,01, ***p < 0,001 comparado ao grupo controle; tp < 0,05, t11p < 0,001 comparado ao grupo com hipotireoidismo; €€ p < 0,01

comparado ao grupo PAT.

CO: Grupo controle; P: Grupo tratado com propiltiouracil (PTU); A: Grupo de animais intactos que receberam apelina; PA: Grupo recebendo PTU e apelina ao mesmo
tempo; PT: Grupo recebendo PTU e T4 ao mesmo tempo; PAT: Grupo recebendo PTU, apelina e T4 ao mesmo tempo.
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Figura 2 — Comparagéo da voltagem do QRS em vérios grupos. Dados expressos como média + EPM e analisados usando-se ANOVA de uma via sequida do teste
de diferenga minima significativa. **p < 0,01, ***p < 0,001 comparado ao grupo controle; tp < 0,05, t1p < 0,01, 11tp < 0,001 comparado ao grupo com hipotireoidismo.
CO: Grupo controle; P: Grupo tratado com propiltiouracil (PTU); A: Grupo de animais intactos que receberam apelina; PA: Grupo recebendo PTU e apelina ao mesmo
tempo, PT: Grupo recebendo PTU e T4 ao mesmo tempo; PAT: Grupo recebendo PTU, apelina e T4 ao mesmo tempo.
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Discussao

Este estudo mostrou que a administragao isolada de
apelina a ratos normais ou em combinacdo com T4 para
ratos com hipotireoidismo induzido por PTU diminuiu os
niveis séricos de TSH e aumentou os de T4.

Taheri e col. relataram que a administracao
intracerebroventricular de piroglutamil apelina-13 (10 nmol)
diminuiu os niveis de TSH, embora tal reducdo nao tenha sido
significativa®'. Pan e cols.'® mostraram que a terapia com T4
reduziu o nivel de TSH durante 28 dias ap6s hipotireoidismo
induzido com PTU. Tais achados sugerem que a apelina possa
ter um efeito na regulacao endécrina e na circulagao de alguns
horménios. Entretanto, o efeito regulador da apelina no eixo
hipotdlamo-hipdfise-tireoide e na sinalizagao celular requer
estudos adicionais.

A comparagao dos resultados de ECG obtidos neste estudo
mostra que houve redugao da FC e da voltagem do QRS no
grupo hipotireoideo em relagao aqueles do grupo controle.
Por outro lado, a administragdo de apelina elevou a FC e a
voltagem do QRS em ratos normais.

Os hormonios tireoidianos tém um papel na regulagao
da expressdo de alguns genes relacionados as células
marca-passo; portanto, a deficiéncia de horménios
tireoidianos causa diminuicao da funcdo do né
sinoatrial?*?**. Da mesma forma, Joppet e col. relataram
que a infusao intravenosa de apelina em seres humanos
aumenta a FC e o débito cardiaco?*. Outro estudo
mostrou que a apelina tem efeito cronotrépico positivo
no miocdrdio através do aumento da excitabilidade
cardfaca devido a modulagao de | gating e amplitude?,
que pode ser uma das razdes para o aumento da FC pela
apelina. Nosso estudo mostrou que a coadministragao
de T4 e apelina ao grupo PAT evita o declinio da FC e da
voltagem do QRS em ratos com hipotireoidismo induzido
por PTU. Embora a administragao de cada uma dessas duas
drogas melhore a FC e a voltagem do QRS, elas diferiram
significativamente do grupo controle. Relatou-se melhora
da anormalidade das funcgoes ventriculares sistélica e
diastélica no hipotireoidismo com T4'. Além disso,
demonstrou-se que a variagao de horménios tireoidianos
poderia alterar a expressao das seguintes proteinas de
genes: Ca’*-ATPase; fosfolambam; miosina; receptores
beta-adrenérgicos; adenilato ciclase; proteinas ligadoras
de nucleotideo guanina; trocador Na*/Ca*"; Na*/K*
ATPase; e canais de potdssio voltage-gated®. A diminuicao
da contracao cardiaca no hipotireoidismo relaciona-se a
diminuigdo da expressao do gene de uma Ca**-ATPase
no reticulo sarcoplasmético e aumento de fosfolambam?.

Berry e cols.? relataram que a apelina tem um efeito
inotropico ao aumentar o débito cardiaco sem alterar o
volume diastélico final. Os peptideos da apelina estao
entre os mais potentes agentes enddégenos inotrépicos
positivos?”. O efeito inotrépico da apelina mediado pela

G-proteina acoplada ao receptor APJ ativa a proteina
quinase C, que afeta o trocador Na*/H"; entretanto, isso
promove alcalinizagdo celular interna e sensibilizagao dos
miofilamentos ao Ca2*. Por outro lado, afeta o trocador
Na*/Ca?* e aumenta o Ca?* citoplasmético'"'***. Wang e
cols.?® mostraram que T4 aumenta a expressao do gene
da isoforma de miosina de cadeia pesada da alfa (¢MHC),
que melhora o potencial de contragdo cardiaca. Isso sugere
que a coadministragao de T4 e apelina deva regular a
expressao dos genes das proteinas de contragao e aumente
a sensibilidade dos miofilamentos ao célcio?.

De acordo com estudos prévios e os achados deste estudo,
sugere-se que a apelina deva desempenhar um papel na
contratilidade cardiaca ao alterar a fosfolipase C, a proteina
quinase C, o trocador Na*/H* e a expressao do gene do
trocador Na*/Ca** no sarcolema de ratos hipotireoideos.

Conclusao

Embora a apelina aumente a voltagem cardfaca na auséncia
do hormoénio tireoidiano, tal mecanismo da apelina é mais
eficiente na presenca do hormonio tireoidiano.
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