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Resumo

Em algumas circunstancias clinicas (ma nutricao, infeccao
insuficiéncia hepatica ou renal, doenca sistémica, infeccado com virus da
imunodeficiéncia (HIV), trauma e pods-operatério), reducdo da
concentracao sérica da triiodotironina (T3), aumento da concentragcao do
T3 reverso (rT3), com concentragdo normal do horménio estimulante da
tiredide (TSH), sem evidéncias clinicas de hipotireoidismo, denominada

sindrome do T3 baixo.

Além das patologias citadas acima, algumas situacdes
cardiovasculares estdo associadas com a sindrome: “Bypass
Cardiopulmonar,  Transplante  Cardiaco, Insuficiéncia  Cardiaca
Congestiva, Infarto do Miocardio e Terapéutica com Amiodarona.

A literatura tém demonstrado o aumento do rT3 e
diminuicdo do T3 com pior prognéstico dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca grau lll e IV, e esses pacientes apresentam melhora clinica da

insuficiéncia com o tratamento hormonal.

Ao mesmo tempo, a literatura é controversa, em relacao
a quantidade de horménios tireoideanos (HT) adequada para tratar a
Insuficéncia Cardiaca e o melhor tempo de tratamento. Além disso, é

discutivel se o tratamento seria benéfico ou maléfico para esses pacientes

Torna-se, portanto, importante definirmos um modelo
experimental que permitird estudar a Sindrome do T3 baixo na
insuficiéncia cardiaca e comprovar se o tratamento hormonal € um

beneficio ou maleficio para esses pacientes .

Através da estenose aodrtica realizada pela clipagem da

artéria aorta conseguimos provocar Insuficiéncia Cardiaca em ratos de



laboratério. Os ratos foram avaliados diariamente em relagcdo aos
aspectos clinicos (taquipnéia, cianose, edema, pelos arrepiados) e no
momento do sacrificio foram analisados os parametros anatdémicos
(derrame pleuro-pericardico, trombo no &trio esquerdo, aumento do
volume de atrios, hipertrofia de ventricular direito e esquerdo, ascite e
hepatomegalia). Os animais que apresentavam esses sinais clinicos e
anatémicos foram classificados como portadores de insuficiéncia (ICC) e
0S que nao apresentaram, como portadores de estenose adrtica (EA0).

Analisamos o RT-PCR para o TGFp¢ e verificamos que
esse fator de crescimento é expresso de maneira significativamente maior
no ventriculo esquerdo de ratos com EAo e ICC em relacdo aos ratos
controles. Essa andlise, associada ao estudo dos paradmetros anatémicos
comprovou a presenca de hipertrofia ventricular dos ratos com EAo e com
ICC.

A andlise da concentracdo do rT; e do T3 gerado da
deiodinagdo hepatica e renal mostrou uma elevagcao e diminuicdo
significativa respectivamente na concentracdo desses hormdnios nos

ratos com ICC.

Demonstramos que o TRal é expresso em maior
magnitude no ventriculo esquerdo de ratos com ICC em relagédo aos ratos

controles e com EAo.

A partir da evidéncia da presenca da Sindrome do Tj
baixo nos ratos com insuficiéncia cardiaca e do aumento da expressao
dos receptores de horménio tireoideanos nesses ratos definimos um
modelo experimental que permitira estudar a Sindrome do T3 baixo na
Insuficiéncia Cardiaca.

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca Congestiva; T3 Reverso; Tiredide;

Coracéo.



Abstract

In some clinical circumstances (bad nutrition, infection,
kidney or liver insuficiency, sistemic disease, immunodefciency infection
(HIV), trauma and postoperatory), reduction of seric concentration of
triiodothyronine (T3), the increase of reverse T3 concentration (rT3), with
normal concentration of thyroid stimulant hormone (TSH), without clinical
evidences of hypothyroidism, called low T3 syndrome.

Other pathologies like some cardiovascular situations are
associated with the syndrome: “Bypass Cardiopulmonary, Cardiac
Transplant , Congestive Cardiac Insuficiency, Miocard Infarct and

treatment with amiodarone.

The literature has demonstrated the increase of rT3 and
the diminish of Tz with worse prognostic for patients with cardiac
insufficiency level Il and IV, and those patients show clinical improvement

of insufficiency with hormonal treatment.

At the same time the literature is controversial in relation
to the quantity of Thyroid hormones (TH) ideal to treat the cardiac
Insuficiency and the best time for treatment. Besides, it's questionable if
the treatment would be benificial ou malefic for those patients.

Consequently it becomes, important to define an
experimental model that would permit us to study the Low T3 Syndrome in
the cardiac insuficiency and to certify if the hormonal treatment is a benefit
or malefection for those patients.

Through the aortic stenosis made by clip of the aorta we
provoke cardiac insuficiency in mice of laboratory. Those mice were

evaluated daily in relation to the clinical aspects (tachypnea, edema,



erected hair) and in the moment of sacrificing were analised the anatomic
parameters (pleuro-pericardic stroke, clot in the left atrio, increase of atrio
volume, right and left ventricular hipertrofia, ascit and hepatomegalia).
Those animals which presented clinical and anatomic signs were classified
as messengers of congestive cardiac insufficiency, as the holders of CCl
and those which didn’t demonstrate to be aortic stenosis holders (AoS).

We analised the RT-PCR to the TGF beta 1(TGFB1) and
verified that the growing factor is expressed in manner significantly bigger
in left ventriculo mice with AoS and ICC in relation to control mice. That
analysis, associated with anatomic parameter studies proved the presence
of venticulos hypertrofie in mice with AoS and with ICC .

The analysis of rT3 and T3 concentration produced from
liver and kidney deiodination showed a significant elevation and
diminution, respectively, in the concentration of those hormones in mice
with CCI.

We demonstrated that thyroid hormone receptor (TR) alfa
1 is expressed in greater magnitude in left ventricular mice with CCI in
relation to the control mice and with AoS.

Upon the evidence of the presence of Low T3 Syndrome in
mice with cardiac insufficiency and the increase of expression of thyroid
hormone receptor in mice, we define an experimental model that permits

to study the T3 Syndrome in CI.

Keywords: T3 reverse; thyroid; congestive cardiac insufficiency; heart.



Introdugdo

Para entendermos a Sindrome do T3 baixo, nosso modelo
de estudo, € necessaria uma breve revisdao do mecanismo de acao do
horménio tireoidiano no coragdo e do metabolismo periférico dos

hormonios tireoidianos.

1. Mecanismo de acao do Horménio Tireoidiano (HT) no coracao

Os efeitos biol6gicos dos hormdnios tireoidianos (HT) sao
desencadeados por meio da sua interagcdo com receptores nucleares que
se apresentam em regides especificas do DNA, o que determina a
ativagdo ou inibicdo de seus genes-alvo e o controle da sintese de
proteinas especificas (Bassett JHD e cols., 2003).

Existem dois genes distintos que codificam os receptores para
o horménio tireoidiano (TR) que sdo os TRa e TRpP, que nos humanos,
localizam-se nos cromossomos 17 e 3 respectivamente. Cada um destes
genes codifica varias proteinas (a1, a2, Aal1, Aa2, B1, B2, B3, AB3), que
sdo o resultado do processamento alternativo do RNA mensageiro
(splicing alternativo) ou da utilizacdo de promotores alternativos (Flamant
F. e cols., 2003). Dessa forma, as diferentes isoformas do TR séo a1, o2,
B1, B2 e B3, sendo que somente a1, 1, B2 e B3 se ligam ao hormdnio. As
isoformas a1 e a2 diferem somente em sua regiao carboxi-terminal e, por
esse motivo, a isoforma a2 ndo se liga ao horménio, enquanto que as
isoformas B1, f2 e B3 diferem em sua regidao amino-terminal (Lazar, MA,
1993). A isoforma TR3 foi recentemente descrita em ratos (Williams GR.,

2000) e, a partir da comparacdo das sequéncias gendmicas destes



animais com os humanos, pode-se prever que esta isoforma esta
conservada entre as duas espécies (Flamant F., e cols., 2003). A isoforma
TRa2, por nédo se ligar ao T3, pode inibir a transcricdo mediada por TRP1
ou TRal, provavelmente por competir com a ligacdo ao elemento
responsivo ao horménio Tireodiano (TRE) e com a formagdo de
heterodimeros com a familia de receptores do acido retindico (RXR)
(Ribeiro RCJ, e cols., 1998).

A expressdao dos RNAs mensageiros dos TRs varia com o
desenvolvimento e com a diferenciagdo celular (Lazar MA., 1993). Os
RNAs mensageiros do TRal1, Tra2 e TRB1 sdo expressos em quase
todos os tecidos, ainda que em niveis diferentes. Assim, o Tral é
abundante nos musculos esqueléticos, gordura marrom e no coracao, o
Tra2 é particularmente abundante no cérebro e o TRB1 € expresso em
grande quantidade no figado, rim e cérebro. J& o TRB2 é expresso
principalmente na glandula pituitaria e em outras areas do cérebro (Lazar
MA, 1993 e Hodin RA., e cols., 1989). O TRAa1l e TRAo2 sao
encontrados principalmente no epitélio do intestino delgado, pulmao e
durante os estagios precoces do desenvolvimento (Flamant F., e cols.,
2003). Em ratos, o TRB3 é expresso no figado, rim e pulmao, enquanto
que o TRAB3 no musculo esquelético, coracdo, baco e cérebro (Williams
GR., 2000). Essa expressao variada dos TRs pode constituir um
mecanismo usado pelo T3 para a regulacdao da transcricdo de forma
seletiva para alguns tecidos (Yen PM., 2001).

Como exemplos de genes alvo do T3 existe o horménio de
crescimento (GH) (Volpato CB., e cols., 2001 e Samuels HH., 1987), a
MHC | e Il (cadeia pesada da miosina do tipo | e Il) (Fitts RH., e cols.,
1980 e Santos RA., e cols., 2001), a o € B MHC (isoforma o e B da cadeia
pesada da miosina), a Serca | e Il (isoformas | e Il da bomba de calcio do
reticulo sacorplasmatico) (Nunes MT., e cols.,1985 , Rohrer D., e cols.,



1988 e Balkman C., e cols., 1992), o receptor B adrenérgico (Williams LT.,
e cols.,1977), o NGF (fator de crescimento neuronal) (Smith JW., e
cols.,2002), o Hormdnio estimulador da tiredide (TSH) (Shypnik MA.,
2000), o Horménio hipotalamico liberador do TSH (TRH) (Guissouma H.,e
cols., 1998), entre outros.

Uma série de eventos resultantes da acdo do HT ocorrem
rapidamente e ndo sdo afetados por inibidores da transcricdo e da
translacdo, sugerindo que o HT pode agir de forma ndo gendmica
(Bassett JHD e cols., 2003).

Uma das caracteristicas que distinguem ag¢des gendminas das
nao-gendmicas do HT incluem: (a) a necessidade da presenca do
receptor nuclear para estabelecimento das acées gendébmicas, o que nao
se verifica para o estabelecimento de acbées ndo-genbmicas, as quais
podem ser evidénciadas, por exemplo, em hemacias, que, como se sabe,
sdo células anucleadas; (b) o tempo de desencadeamento do efeito
biolégico que, no caso da acao gendmica, é suficientemente longo para
permitir a ativacdo da transcricdo génica, e que no caso da acao nao-
gendmica, se verifica de segundos a minutos até 1 hora;(c) os efeitos que
sdo desencadeados preferencialmente pelo T3, no caso da acéo
gendmica, enquanto a acdes nao-genémicas ocorrem tanto por acdo do
T3, T4, como também por T3 reverso (rTs) e T,, iodotironinas estas
consideradas biologicamente inativas em termos de agdes nucleares dos
HT, ja que a afinidade dos TRs por elas é praticamente nula; (d) a
amplitude do efeito biolégico que é extremamente elevada na acéo
gendmica e pequena (em geral menor que uma vez, podendo ser até de
varias vezes) na acdo nao genbmica e (e) pouco ou nenhum
envolvimento das vias de transdugdo de sinais na agdo gendmica,
enquanto varias das acdes definidas como nao-genémicas envolvem as
vias relacionadas ao AMPc, Calmodulina, fosfatidilinositol, as quais ativam
quinases protéicas especificas (Davis PJ, e cols., 1996).



Pouco existe na literatura a respeito da acao do T3 no
coracdo. Essa acao ocorre por meio de trés vias:

> Estimulando a sintese de proteinas especificas para a
contratiidade do miocardio (miosina de cadeia pesada) (Hoth &
Egerton, 1979; Chizzonite & Zalk,1984), e aumentando a expressao
da bomba i6nica Ca**ATPase (que remove o Ca*™" do citosol para o
reticulo endoplasmatico durante a diastole) (Rohrer & Dillman, 1988).
Estudos em células em cultura sugerem que essa agao do hormdnio
tireoidiano ocorre rapidamente e por acdo nao-gendmica (Davis &
Davis, 2002). O T3 também aumenta o Ca*? no reticulo sarcoplasmatico
agindo na contratilidade e na atividade arritmica mediada pelo calcio
sugerindo que o T3 tem uma acado nao-gendmica positiva inotropica e
um efeito correlacionado a arritmia (Wang YG e cols., 2003) O
hipertireoidismo aumenta a expressdao da o miosina e diminui a

expressao da B miosina (Dillmann, 1990).

> Altera a sensibilidade do coracdo ao sistema das catecolaminas
por aumentar o numero de receptores B adrenérgicos (Hammond e
cols., 1987; Levey & Klein, 1990; Bilezikian & Loeb,1983).

> Através de efeitos hemodinamicos: o T3 aumenta o consumo de O,
periférico e aumenta o metabolismo basal que requer aumento do
suprimento sanguineo (em pacientes com hipertireoidismo diminui a
resisténcia arterial periférica e aumenta o tébnus venoso levando a um
aumento do retorno venoso ao coragao) (Kapitola & Vilimovska 1988).
Essa agdo ocorre, em adultos normais em 3 minutos, sugerindo ser

uma acao nao-gendémica do HT (Wang YG e cols., 2003).



2. Metabolismo Periférico dos Hormonios Tireodideos

Embora a tiredide humana secrete aproximadamente 15
vezes mais moléculas de T4 que de T3, 0 receptor para horménio tiredideo
tem afinidade 10 a 15 vezes maior pelo Tz que pelo T4. Assim, o horménio
metabolicamente ativo € o T3, enquanto o T4 € considerado apenas um
pro-horménio (Bianco e Kimura, 1999). Duas enzimas diferentes catalisam
a conversao de T4 para T3, as iodotironinas desiodase tipo 1 e tipo 2 (D1 e
D2). Mais recentemente, identificou-se uma enzima que leva a inativacao
de Tse T4, pela desiodagédo do anel interno, a iodotironina desiodase tipo
3 (D3) (Fig 01) . A D1 e a D2 catalisam a desiodacédo do anel externo das
iodotironinas (desiodacdo 5’), sendo possivel distingli-las devido a
diferenca de sensibilidade ao propiltiouracil (PTU), pois a D1 é inibida por
este composto, enquanto a D2 ndo o € (Bianco, 2002). Esses
aminoacidos raros parecem ser importantes para a reac¢ao de desiodacgéao,
uma vez que a deficiéncia leva a diminuicdo da atividade desiodase
(Beckett e cols., 1987).



Figura 1. Deinodinacao das iodotironinas e seus derivados
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A isoenzima D1 é responsavel pela geragcdo de uma
fracdo significativa do T3 plasmatico. Ela catalisa a 5’ desiodagéo de T4
gerando T3 , mas também é capaz de realizar a desiodacao do anel
interno das iodotironinas (5- desiodacao) gerando o rT3; (Bianco AC e
cols.,2002, Leonard & Visser, 1988). A D1 estd amplamente distribuida
pelo corpo e a sua localizagdo subcelular ainda ndo esta totalmente
elucidada, embora se saiba que se trata de uma proteina integral de
membranas celulares. A provavel localizagdo da D1 é a membrana
plasmatica, o que facilitaria 0 acesso do T4 circulante a enzima, assim
como a entrada, no plasma, do T3 produzido a partir do T4 (Bianco AC e
cols., 2002).

Os hormonios tiredideos sdo os estimuladores mais
potentes da D1, estando bem estabelecido que os hormdnios tiredideos
aumentam a atividade e/ou o RNAm para D1 em ratos, camundongos e
humanos (Bianco AC e cols.,2002). Ja na tiredide, a D1 parece ter uma
modulagado diferenciada, sendo o TSH um importante estimulador da
atividade D1 tiredidea.

A atividade D1, principalmente a hepatica e a renal, é de
grande importancia para a geracao de T3 sérico em humanos (Bianco AC
e cols., 2002).

lodotironina Desiodase Tipo 2 (D2)

Esta isoforma catalisa apenas a remocéao do iodo do anel
externo do hormonio tiredideo.

Assim como a D1, a isoforma tipo 2 também é uma
proteina integral de membrana, sendo provavel, entretanto, que se trate
de uma enzima residente no reticulo endoplasmético. Isto poderia explicar

por que o Tz gerado pela D2 a partir do T4teria rapido acesso ao nucleo. A



D2 apresenta distribuicdo tecidual relativamente ampla, embora mais
restrita que a de D1 (Bianco AC e cols., 2002).

A atividade D2 é modulada em resposta a alteracoes
séricas dos hormdnios tiredideos. No hipotireoidismo ha aumento da
atividade e do RNAm para D2 no cérebro de ratos, enquanto a reposicao
hormonal leva a reducédo de ambos. Esta regulacédo parece ser importante
para proteger os tecidos que expressam D2 contra os efeitos deletérios de
quantidades insuficientes ou excessivas de T3 (Bianco AC e cols., 2002).
Além da regulagéo por T3, a atividade D2 hipofisaria é também regulada
por TRH, cujo efeito é estimulatério (Kohrle J e cols., 1991).

A principal contribuicao fisiolégica da D2 é regular os
niveis intracelulares de T3 nos tecidos onde a deficiéncia deste hormonio
seria mais critica. Em tecidos que expressam D2, como o sistema nervoso
central, o tecido adiposo marrom e a adenohipdfise, a atividade desta
enzima esta aumentada durante o hipotireoidismo e quando ha deficiéncia
grave de iodo. Isso leva a um aumento da conversao local de T4para T30
que pode ser visto como um mecanismo adaptativo destes tecidos em
resposta a queda dos niveis circulantes dos horménios tiredideos (Bianco
AC e cols.,2002).

lodotironina Desiodase Tipo 3 (D3)

A principal via de inativacado do T3 é através da atividade
desiodase tipo 3, que remove o atomo de iodo do anel tirosilico da
iodotironina. Essa enzima protege os tecidos do excesso de horménios
tiredideos (Bianco AC e cols.,2002).

Sua localizacao subcelular nao esta bem definida, mas
parece estar associada a fracdo microssomal. A D3 € insensivel a inibicao
pelo propiltuuracil (PTU) (Bianco AC e cols.,2002).



A atividade da D3 no Sistema Nervoso Central (SNC)
aumenta no hipertireoidismo e diminui no hipotireoidismo, com niveis
indetectaveis de RNAm para D3 no cérebro de individuos hipotiredideos
(Bianco AC e cols., 2002)

A expressdo da D3, em mamiferos, esta relacionada ao
desenvolvimento, sendo a enzima bastante expressa durante as fases
criticas do desenvolvimento do SNC, quando possivelmente teria papel
protetor contra danos relacionados a exposicdo precoce excessiva aos
horménios tiredideos (Bianco AC e cols.,2002). No mamifero adulto, a
isoforma D3 tem distribuicdo bastante limitada, estando presente somente

em placenta, pele e sistema nervoso central (Croteau W e cols.,1996).

3. Sindrome do T3 baixo ou Sindrome do Eutireoidiano Doente na
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

Em algumas circunstancias clinicas (ma nutricao, infeccao
insuficiéncia hepatica ou renal, doenca sistémica, infeccdo com virus da
imunodeficiéncia (HIV), trauma e pds-operatoério), ocorre reducao da
concentracao sérica da triiodotironina (T3), aumento da concentracdo do
T3 reverso (rT3), com concentragdo normal do horménio estimulante da
tire6ide (TSH), sem evidéncias clinicas de hipotireoidismo (Chopra IJ,
1982; Chopra |J e cols.,1983, Panamonta O e cols.,, 2004). Foi
demonstrado também que essa sindrome ocorre com frequéncia em
pacientes idosos e hospitalizados e esta correlacionado a prognéstico pior
para esses pacientes (Bossoni S, e cols., 2002).

Existem varias hipoteses para explicar a concentracao
reduzida de T3 em pacientes severamente doentes. A primeira hipotese

seria que o “stress” de uma doenca severa, através de um relativo



hipercortisolismo ou por meio da liberacao de fatores como as citoquinas
e fatores de necrose tumoral levaria a inibicdo da funcdo do eixo
hipotalamo-hipoéfise-tiredide, o que levaria a diminuicdo do TRH e de TSH
e consequientemente a diminuicdo da producdo do T4. Uma terceira
hipbtese seria que a sindrome resulta da diminuigdo da conversao
periférica da tiroxina (T4) para T; devido a redugdo da enzima 5
deiodinase no figado (Wartofsky & Burman, 1982, Beigneux AP. e col.,
2003, Utiger RD, 1980, Stathatos N & Wattofsky L , 2003).

Além das patologias citadas acima, algumas situacdes
cardiovasculares estdo associadas com a sindrome do T3 baixo: “Bypass’
Cardiopulmonar,  Transplante  Cardiaco, Insuficiéncia  Cardiaca
Congestiva, Infarto do Miocardio e Terapéutica com Amiodarona
(Hamilton MA & Stevenson LW.,1996, Friberg L e cols. 2001, Shanoudy
HMD e cols. 2001).

Sabe-se que o hormoénio tireoidiano (HT) aumenta a
freqUéncia cardiaca, contratilidade e consumo de nutrientes e oxigénio,
semelhante aos efeitos catecolaminérgicos (Friberg L e cols., 2001). Por
outro lado, o HT diminui a resisténcia vascular periférica e melhora o
relaxamento diastélico o que provoca o uso mais eficiente de energia e
nutrientes. Apesar de Utiger (1980) considerar a sindrome do Ts baixo
como uma resposta adaptativa de preservar energia e manter a
integridade celular durante a doencga grave, a literatura ainda considera
duvidoso se a sindrome do T3 reverso constitui uma resposta metabdlica
para conservar energia ou se a sua presenca agrava a condicao do
paciente (Degens H, e cols., 2003, Stathatos N & Wattofsky L , 2003).

Friberg e cols. (2001) demonstraram que niveis mais
elevados de T3 reverso estavam associados com maior taxa de
mortalidade em pacientes que sofreram infarto agudo de miocardio
independente dos fatores de risco: idade, infarto do miocardio prévio,



angina, insuficiéncia cardiaca e concentragéo seérica de creatina.

Foi demonstrado na insuficiéncia cardiaca que a
expressao dos receptores para o horménio tireoidiano estaria diminuida
(Sylvén C. e cols., 1996). Por outro lado, Shaharara S. e cols., (1999)
verificaram que o RNAm do TRP1 estd aumentado aproximadamente trés
vezes e 0 B2 esta aumentado aproximadamente oito vezes no coragao de
cachorros com faléncia cardiaca em relagdo a concentragcdo desses
receptores no coracdo de cachorros normais. Da mesma forma, D Amati
G e cols. (2001) demonstraram que a expressao das isoformas al,02 e
B1 do TR estao significativamente aumentados no coragéao de individuos
em estagio final da ICC em relacéo a expressao no coragao de individuos
normais. Entretanto, nenhuma da atividade funcional do receptor foi

investigada nesses trabalhos acima mencionados.

O hipotireoidismo induz no miocardio de roedores uma
programacao génica fetal em um padrdo semelhante a hipertrofia ou
insuficiéncia cardiaca. Essas observacées sugerem que a insuficiéncia
pode refletir no coracdo como um estado de hipotireoidismo (Kinugawa K
e cols., 2001). Portanto, o coragdo de animais portadores de insuficiéncia
cardiaca expressam genes como quando em estado hipotiredideo
mostrando o miosina diminuida e aumento da B miosina, fosfolanbam e
fator natriurético (Kinugawa K e cols, 2001; Danzi S. e Klein |., 2002). O
tratamento com horménio tireoidiano aumenta a expressdo do RNAm da

proteina o miosina (Chang KC, e cols., 1997 e Ojamaa K, e cols., 2000).

Varios pesquisadores tém demonstrado o aumento do rT3
e diminuicdo do T3 com pior progndstico dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca grau lll e IV (Hamilton M. e cols. 1990; Klemperer JD e
cols.,1996; Morkin E. e cols.,1993), e esses pacientes apresentaram
melhora clinica da insuficiéncia com o tratamento hormonal (Morkin e
cols. 1993, Klemperer JD e cols. 1996, Chang KC, e cols., 1997, Klein | &



Hong C., 1986, Moruzzi P, e cols., 1996, Ojamaa K, e cols., 2000, Degens
H., e cols., 2002).

Como o desenvolvimento de analogos do hormonio
tireoideano, tratamentos alternativos tém sido propostos e um tratamento
avaliado foi com o 3’5 — diidotiropropiona (DTTPA) que tem uma acgéo
inotrépica seletiva com baixa atividade metabdlica preconizado para

animais com melhora da insuficiéncia cardiaca (Danzi S., e Klein I., 2002).

Outras estratégias terapéuticas tém sido propostas, mas
ainda nao estudadas, como o GC1, um agonista do receptor B (Trost SU,
e cols., 2000), empregado, portanto, com uma acéao preferencial no figado

(onde predomina o TRB) e menor no coragao (onde predomina o TRa).

Nao existem ainda na literatura trabalhos que
demonstrem qual a quantidade de hormdnios Tireoideanos adequada
para tratar a insuficéncia Cardiaca e o melhor tempo de tratamento. Além
disso, a literatura discute se o tratamento seria benéfico ou maléfico para
esses pacientes (Degens H, e cols., 2003, Stathatos N & Wattofsky L |,
2003).

Para responder a essas questdes, torna-se importante,
portanto, definirmos um modelo experimental que permitira estudar a
Sindrome do T3 baixo na Insuficiéncia Cardiaca, visto que os estudos
realizados até o momento foram feitos em coracéao retirado de individuos
portadores de insuficiéncia cardiaca (Sylven C. e cols. 1996 e D’Amati G.
e cols. 2001) ou de cachorros portadores dessa patologia (Shahrara S. e
cols. 1999).



Objetivo

> Estabelecer uma metodologia adequada para estudar a sindrome
do T3 baixo em ratos portadores de insuficiéncia cardiaca e estudar a
expressao dos receptores tireoideanos no musculo cardiaco desses
ratos.



Métodos

A. Para provocar insuficiéncia cardiaca em ratos, através do método

de estenose adrtica foi realizado o seguinte experimento:

1. Preparo dos animais

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. Depois da indugdo da anestesia com methohexital sédico
(Brevital), foi realizada estenose adrtica nos ratos, por meio da colocagao
de um clipe de aco inoxidavel de 0,6 mm de diametro interno na aorta
ascendente via uma incisao toracica (Schunkerl e cols., 1990; Weinberg e
cols. 1994; Schunkert e cols. 1993 e Feldman e cols.,1993). Animais
controles, pareados quanto a idade, foram submetidos a toracotomia
esquerda sem a colocacdo do clipe. Todos os ratos foram
subsequientemente alimentados com racado padrao para ratos (Purina) e
agua ad libitum. Cada animal foi inspecionado diariamente a fim de se
detectar a presenca de taquipnéia. Quando os ratos apresentaram este
sintoma, considerou-se que estavam em insuficiéncia cardiaca e,
portanto, em condicdes de serem estudados. Os animais experimentais e
os controles foram sacrificados 21 semanas depois da cirurgia. Os ratos
foram anestesiados com pentobarbital sddico intraperitoneal (60 mg/kg),
sendo 0 peso corpbéreo anotado, e o térax rapidamente aberto. Dentro de
20 segundos, o coragao foi removido e preservado para posterior analise
de RNAm conforme protocolo experimental. No momento do sacrificio,
procurou-se identificar sinais indicadores de insuficiéncia cardiaca, de
acordo com os achados prévios de Conrad CH e cols., 1991, derrame

pleuro-pericardico, trombo no atrio esquerdo, aumento do volume de



atrios, hipertrofia de ventricular direito e esquerdo, ascite e
hepatomegalia. Os animais que apresentavam esses sinais anatémicos
foram classificados como portadores de ICC e os que nao apresentaram
foram classificados como portadores de estenose aértica (EA0).

Os seguintes parametros fisicos dos ratos foram
estudados: peso do ventriculo esquerdo em relacdo ao peso corpdreo
(VE/PC), peso do ventriculo direito em relacdo ao peso corpéreo (VD/PC),
peso do atrio em relacao ao peso corpéreo (A/PC), peso umido do figado

em relacao ao seu peso seco (U/S) e o U/S do pulméo.

B. Para diagnosticar a Sindrome do T; baixo nos animais com
insuficiéncia cardiaca foi realizado o experimento “in vitro” que

mostra a conversao periférica de T, para T3 ou rT; em figado e rins:

Analise Laboratorial

A dosagem hormonal do T3 e do rT3foi realizada no soro
dos animais controles, dos portadores de EAo e dos portadores de ICC
através dos Kits comerciais, por quimioluminescéncia (DPC MedLab).
Foram realizados experimentos para verificar a conversdo hepatica e
renal de T4 a T3 e rT3 “in vitro” (Nunes, M.T. & Bianco, A.C.,1986), para
estes experimentos, o figado e os rins dos ratos foram retirados
imediatamente apds o sacrificio dos animais, e lavados em tampao fosfato
0,15 M gelado (4° C), pH 7,35. A seguir, foram secos, pesados e
homogeneizados em 2 volumes do mesmo tampao. O homogenato foi
filtrado em 4 camadas de gaze e congelados a —10° C até serem
processados. Estes homogenatos representam 0,339 equivalente de
tecido por mL de solugao.

Por ocasidao do processamento, adicionou-se em tubo de



vidro de 10x75 mm:

a- 400 uL de homogenato, que representa aproximadamente 0,13 g de
tecido

b- 100 pL de solugédo contendo 50 ug de T4/mL

c- 500 pL de tampéo fosfato 0,15 M, pH 7,35.

O tubo foi agitado no “vortex”, e incubado por 120 minutos
a 37° C. Apos esse periodo, a reacdo foi interrompida adicionando-se
volumes de etanol a 95%.

O processamento do padrdao foi realizado de maneira
identica a descrita, exceto que a adicdo do homogenato ocorreu ao
término da incubacgao, imediatamente antes da adi¢éo do etanol.

O T3 contido nesses tubos representa:

a- O T3 contido no homogenato
b- O T3 contido na solucdo de T4 utilizada
c- O T3 gerado espontaneamente durante o periodo de incubacao

A concentracao total do T3 do padrdao foi subtraida da
concentracdo de T3 das amostras.

A dosagem do Tz e do rT; foi realizada como descrito

acima.



C. Para analisar a expressao do TGFB1 para validar a presenca de
hipertrofia do miocardio e verificar a expressao do receptor de T; no
musculo cardiaco (Northern-Blotting) realizou-se os seguintes

experimentos:

Isolamento de RNA total (Maniatis e cols.,1989)

Ao tecido de musculo cardiaco previamente
homogeinizado em Polytron acrescentou-se uma solucéo de denaturante
D (iso-tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sddio 25 mM pH 7,0 sarcosyl
0,5%, B-mercaptoetanol 0,1 M). Acrescentou-se acetato de sddio 2 M pH
4,0, fenol saturado com Tris-HCI 0,01 M pH 5,0 - 6,0 e cloroférmio
isoamilico (49:1). A cada acréscimo de solucdo, o tubo foi agitado por
inversdo. A suspensao final foi agitada vigorosamente por 10 segundos e
deixada em banho de gelo por 15 minutos. Apds este tempo, o tubo foi
centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C, em uma centrifuga
refrigerada Sorvall RC2-B, rotor SS-34.

O RNA presente na fase aquosa foi transferido para um
novo tubo, precipitado com 2 mL de alcool iso-propilico e deixado por 1
hora a -20 °C.

A seguir, o tubo foi centrifugado por 20 minutos a 10.000
rom a 4° C, o RNA precipitado foi dissolvido em 300 pL de solugdo D e
transferido para um tubo cOnico de plastico “Eppendorf” Brinkmann.
Acrescentou-se 1 volume de éalcool iso-propilico e o material permaneceu

por uma noite a -20 °C.

O tubo foi centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C



e o precipitado obtido foi lavado com etanol 75% e sedimentado
novamente por 20 minutos a 10.000 rpm a 4 °C.

O precipitado foi seco o suficiente para eliminar o residuo

de etanol e ressuspenso em 50 uL de HoO MilliQ autoclavada.

A concentracdo de RNA foi determinada por leitura
espectrofotométrica a 260 nm. Esta leitura nos permitiu o célculo da
concentracao de &cido nucléico da amostra. Uma unidade de densidade
optica (D.O.) corresponde a aproximadamente 40 ug/mL de RNA de fita
simples e a relagéo entre as leituras a 260 e 280 nm (D.O. 260/D.0. 280)
permite estimar a pureza do acido nucléico. Esta relagdo, para uma
preparacao pura de RNA devera ser maior que 1,8.

Gel analitico de agarose para RNA

0,25 mg de agarose foram dissolvidos por aquecimento
em 25 mL de tampao fosfato 10 mM pH 7,0, resfriados a 50 °C e
despejados sobre uma cuba de eletroforese (5,0 cm x 7,7 cm). A
espessura do gel foi de aproximadamente 5 mm. A preparacao

permaneceu a temperatura ambiente por 45 minutos.

Durante este intervalo, a amostra foi preparada. Uma

concentracéo de 3 ug de RNA total foi ajustada para 5 uL em H2O MilliQ.
Acrescentaram-se 10uL de tampdo da amostra (750 uL de formamida
deionizada, 150 uL de tampao MOPS 10 x 240 ul de formaldeido, 100 uL
de HoO MilliQ, 100 uL de glicerol, 80 de pL azul de bromofenol (10 %

peso/volume)) e se aqueceu a 65 °C por 15 minutos. A seguir, foi

colocado 1 uL de brometo de etidio 1,0 mg/mL e o material agitado.



Antes da aplicagdo da amostra, o pente foi retirado e o
pocgo formado lavado com o tampao MOPS. A eletroforese foi realizada a
30 mA constantes, com agitacao do tampao a temperatura ambiente por 4
a 5 horas.

Em seguida a eletroforese, o RNA foi visualizado
diretamente sobre o UV/White Darkroom —UVP Laboratory Produts, no

comprimento de onda de 254 nm e fotografado.

O corante brometo de etideo, presente na amostra,
permitiu a fluorescéncia do RNA no momento da exposicdo do gel a
radiagao ultravioleta.

Foi usado como padrdo de comparacdo de peso
molecular o DNA digerido com a enzima de restrigdo Hind IIl.

A eletroforese foi realizada na corrente constante de 40
mA por aproximadamente 45 minutos, sob agitacdo do tampéo fosfato 10

mM pH 7,0, para manutencao do pH.

O gel foi colocado sobre o UV/White Darkroom —-UVP
Laboratory Produts permitindo que o RNA fosse visualizado e fotografado,
com filme de revelagéo instantdnea 677 da Polaroid. O DNA digerido com
a enzima de restricao Hind Il foi usado como padrdo de comparacao de

peso molecular.

Tratamento do RNA com DNase

Feita a analise do RNA no gel analitico, a preparacao

contendo DNA foi tratada com 1,0 uL de DNase 0,1 mg/mL para cada 10



ug de RNA, na presenca de MgClo 10 mM e a incubacéo foi feita por 15

minutos. A seguir, o RNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol

absoluto gelado.

A preparacéo purificada de RNA foi usada para Northern-
Blot.

Northern- blotting

Eletroforese em gel de agarose

Um grama de agarose foi dissolvido por aquecimento em
97 mL de tampao MOPS [acido 3-(N-morpholino)propanesulfénico] 0,02
M; acetato de sédio 0,005 M; EDTA 0,001 M pH 7,0 e resfriado a 50 °C.
Acrescentaram-se 5,1 ml de formaldeido 37% e agitou-se levemente. Esta
solucéo foi despejada em um sistema de eletroforese horizontal sub-
marina. Esta preparacao permaneceu a temperatura ambiente por 1 hora.

Durante este intervalo, a amostra foi preparada. Uma

concentragdo de 20 pug de RNA total foi ajustada para 10uL em H20

MilliQ. Acrescentaram-se 25 uL de tampao da amostra (750 pL de
formamida deionizada, 150 uL de tampao MOPS 10 x 240 ul de
formaldeido, 100 uL de HoO MilliQ, 100 pL de glicerol, 80 de uL azul de

bromofenol (10 % peso/volume) ) e se aqueceu a 65 °C por 15 minutos. A
seguir, foi colocado 1 uL de brometo de etidio 1,0 mg/mL e o material

agitado.

Antes da aplicacdo da amostra, o pente foi retirado e o
pocgo formado lavado com o tampao MOPS. A eletroforese foi realizada a
30 mA constantes, com agitacao do tampao a temperatura ambiente por 4



a 5 horas.

Em seguida a eletroforese, o RNA foi visualizado
diretamente sobre o UV/White Darkroom —UVP Laboratory Produts, no

comprimento de onda de 254 nm e fotografado.

O corante brometo de etideo, presente na amostra,
permitiu a fluorescéncia do RNA no momento da exposicdo do gel a

radiacao ultravioleta.

Foi usado como padrdo de comparacdo de peso
molecular o DNA digerido com a enzima de restrigao Hind IlI.

Transferéncia de Northern-Blotting

O gel foi lavado em H,O MilliQ autoclavada por 15
minutos em agitagcédo leve e posteriormente lavado em solugdo SSC 2X

por 15 minutos e repetida essa ultima lavagem

A membrana (Hybond N- Amersham Pharmacia Biotech)
apos ser cortada no tamanho exato ao gel foi lavada em H>O MilliQ
autoclavada por 15 minutos em agitacdo leve e em seguida lavada em
solucado SSC 5X por pelo menos 15 minutos e deixada nessa solucao até

o udo para a transferéncia.

Montado o equipamento de transferéncia (Genopirator
Pump AE 6680P — ATTO) foi iniciada a transferéncia com a seguinte
seguéncia: 15 minutos com solugdo SSC 5X trocado a solugao por mais
15 minutos com a mesma concentracdo da solugcdo SSC. Foi feita mais
duas trocas com solucdo SSC 2X por 15 minutos cada. Apbs a
transferéncia o gel foi descartado e membrana lavada em solugdo SSC



2X rapidamente e posteriormente deixado em temperatura ambiente para
a secagem até o dia seguinte. Ap6s a secagem o RNA foi fixado em
radiacéo ultravioleta (luz UV) por 3 minutos cada lado e feita a marcacao
das bandas 18 e 28 S e iniciou-se o protocalo de marcagao da sonda.

Marcacao da sonda

Aproximadamente 10 ng da sonda cDNA para receptor o
horménio tireoidiano o e o 18S foram marcadas com %P dCTP utilizando-
se kit RADPRIME (AMERSHAM).

Hidridizacao

As membranas de Northern-Blot foram colocadas em
garrafas especifica do equipamento de hibridizagao (HB-1000 Hybridizer —
UVP Laboratoty Produts ) em solucao de pré-hibridizacdo (6x SSC, 10 x
Denhardt’s, 1% SDS, 100 (g/mL de DNA de esperma de salmao
denaturado e HoO MilliQ) em um volume suficiente para manter a

membrana mergulhada. Esta preparacdo permaneceu uma noite em
banho a 42 °C

A solucao de pré-hibridizacéo foi substituida pela solucéao
de hibridizacao (6 x SSC, 1% SDS, 100 ug/mL de esperma de salmao
denaturado em 50% de formamida por 5 minutos, 5% dextran sulfato e

H»o0). A seguir, foi adicionada a sonda radioativa e deixada em banho a

42 °C, por 20 a 24 horas.



Apébs este tempo, a membrana foi retirada da garrafa e

processada sob agitacao conforme o protocolo:

1. Duas lavagens seguidas de 10 minutos cada uma, com solucéo 2 x
SSC + 0,1% SDS, a temperatura ambiente.

2. Uma lavagem de 10 minutos com solucdo 0,1 x SSC + 0,1% SDS;

3. Duas lavagens seguidas de 30 minutos com solugcédo 0,1 x SSC +
0,1% a 50°C.

4. Duas lavagens seguidas de 15 minutos com solugéo 0,1 x SSC a

temperatura ambiente.

Apés as etapas de lavagem, as membranas foram fixadas
em suporte e submetidas a um auto-radiograma, usando-se chassis, um
par de itensificadores de imagem e filme Kodak X-OMAT, AR, Sigma.

O chassis foi deixado por um periodo pré-determinado de
aproximadamente 10dias em “freezer” & temperatura de -70 °C.

O filme foi revelado e analisado através de densitometria
das bandas obtidas.

Recuperacao da membrana

Para o sucesso na remoc¢ao da sonda, ndo se deixou a
membrana secar apos a hibridizacéo e a lavagem.

Apo6s hibridizagdo, a membrana foi mergulhada em
solucdo de SDS 0,1% a 96 °C e deixada em repouso até atingir a

temperatura ambiente.



O excesso de liquido foi escorrido e a membrana colo-
cada dentro de um saco plastico; adicionou-se em seguida a solugédo de
pré-hibridizacdo. O saco plastico foi lacrado e deixado por uma noite em
banho a 42 °C até o momento do uso.

RT-PCR para o TGFB; (Transcriptase Reversa )

. TGFp1:

O TGFB+ foi expresso através do RT-PCR (Kit Gene
Specific Relative — Ambion) semiquantitativo.Fizemos o cDNA a partir do
RNA total dos ratos controle, estenose aédrtica(EAO) e insuficiéncia
cardiaca congentiva (ICC) com 2,5ug de RNA total amplificados em 10
mM de dNTPs, 50 uM de random primers em um total de 16 L
completados com &agua MilliQ autoclavada. A reacdo foi minifugada e
aquecida por 3 minutos a 85°C. Posteriormente, acrescentou-se a esta
reacao tampao de PCR (100mM tris-Cl pH 8,3;500mM KCI, 15mM MgCl,)
e 100 U de transcriptase reversa (M-MulV RT — Gibco). A reacao foi
novamente minifugada e incubada a 42°C por uma hora. Com o cDNA
(DNA complementar) obtido na reagao anterior realizamos o PCR para o
gene do TGFB4. A 1pL de cDNA acrescentaram-se 5uL de tampao de
PCR (100mM tris-Cl pH8,3; 500mM KCI, 15mM MgCl,) e mais 4L de
dNTPs (10mM), 5uL de Tag DNA polimerase e 4uL dos “primers” para o
TGFB1 (5uM de cada) e completou-se a reacdo com agua MilliQ
autoclavada para 55uL. A reagdo foi minifugada e colocada no
termociclador: 30 segundos a 94°C, 42°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos; esses ciclos foram repetidos por 33 vezes. Do 15° ciclo até o
33° retirou-se um tubo em tempos sucessivos para escolha do melhor
ciclo de reacdo. Feito gel de agarose a 0,1%, e para normalizacdo com o
18S (Kit Gene Specific Relative — Ambion) colocou-se 1uL da reacgéao



anterior (PCR- TGFB+) e acrescentaram-se 5uL de tampao de PCR, 4puL
de dNTPs (10mM), 0,27uL de Tag DNA polimerase e completou-se agua
MilliQ autoclavada para 35uL. A esse coquetel foi acrescentaram-se 4uL
do gen especifico do TGFB; e 4uL de 18S, minifugado e colocado na
termociclador (Mastercycle Gradiente - Eppendorf) utilizando o mesmo
programa anteriormente descrito para o TGFB+. Posteriormente foi feito
gel de 0,1% de agarose e feita analise densitométrica dos resultados do
PCR para TGFB+ e o normalizado com 18S.

Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos em meédia aritmética e
desvio padrao, juntamente com o nimero total de experimentos.

Para as variaveis peso, ventriculo esquerdo/ peso
corpéreo (VE/PC), figado peso umido/seco (U/S) e pulméao (U/S) e
dosagens hormonais utilizou-se na comparacado dos grupos a andlise de
varidncia seguida do método de comparacdes multiplas de Student-
Newman-Keuls.

Para as variaveis ventriculo direito/peso corpéreo (VD/PC)
e atrio/peso corpéreo (A/PC), que ndo tinham distribuicdo normal e néao
apresentavam homogeneidade de variancias, foi utilizado o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do método de comparacdes
multiplas de Student-Newman-Keuls.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.



Resultados

Foi realizada estenose aodrtica em 35 ratos, tendo sido
excluidos 2 por apresentarem sinais de infeccdo e 7 ndo sobreviveram a
21 semanas. Desses 26 ratos, 7 desenvolveram insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) e 9 ndo apresentaram a doenga, apresentando apenas
hipertrofia cardiaca (EA0). Para o controle, 9 animais pareados quanto a
idade foram submetidos a abertura do térax a esquerda sem a colocacao
do clipe na aorta e foram sacrificados apds 21 dias, sendo 0s mesmos
parametros clinicos de insuficiéncia cardiaca avaliados.

Como descrito em materiais e métodos, os parametros
clinicos foram avaliados diariamente e todos os 16 ratos, que foram
submetidos a estenose aodrtica, apresentaram taquipnéia apdés as 21
semanas. Apenas 3 apresentaram o parametro de pelo arrepiado e um
apresentou edema (Tab 1).

Os dados anatomo-patolégicos observados no momento
do sacrificio foram: presenca de trombo em atrio esquerdo em 5, aumento
de volume de éatrios em 7, hipertrofia de ventriculo direito em 5 e
hipertrofia do ventriculo esquerdo em 10, derrame pleural em 7, ascite em
3 e hepatomegaliaem 5 (Tab 1).



Tabela 1. Parametros clinicos observados durante o sacrificio.

Ratos Estado Peso Taquipneia Pelos Edema | Derrame Ascite Hepato- | Trombo | Aumento | Hipertrofia | Hipertrofia

arrepiados Pleural megalia AE Atrios VD VE

24 CONT 518

25 CONT 461

26 CONT 566

27 CONT 603

28 CONT 588

48 CONT 528

31 CONT 575

32 CONT 630

01 EAo 462 ++ +

03 EAo 432 ++

06 EAo 473 ++ + + +

13 EAo 556 ++

17 EAo 502 ++ + +

22 EAo 542 ++

29 EAo 557

36 EAo 553 ++

43 EAo 529 ++ +++

42 EAo 498 ++

14 ICC 522 +++ + + + + + + +

18 ICC 4 566 ++++ + +H++ ++ ++ ++ ++ + + +

37 ICC 484 +++ ++ ++ + ++

39 ICC 487 +H++++ +++ + ++++ ++ +++

40 ICC 364 +H/++++ + e+ + + ++ ++++

41 ICC 335 ++ + ++ ++

44 ICC 401 ++++ + ++ ++ +++ +++ +++

A tabela resume os principais parametros clinicos observados durante a cirurgia de cada animal e
a classificagcdo em portador de Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC) e Estenose Adrtica (EA0).
As observagbes foram feitas pelo mesmo pesquisador e os parametros foram calssificados em
cruzes (+ a ++++), conforme o grau observado. O simbolo — representa auséncia de sinal.
AE: atrio esquerdo; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo.

Os ratos também foram avaliados com medidas objetivas

das camaras cardiacas e esses parametros corporais encontram-se na
Tab 2.




Tabela 2. Parametros corporais dos ratos estudados.

Controles EAo ICC

n=9 n=9 n=7
PC (9) 560 (b) £ 52 505 (ab) + 46 451 (a) £ 85
+0,13 3,46 (c) £ 0,99

(
VE/PC (mg/g) 1,84 (a) + 0,34 2,73 (b (c)+0
VD/PC (mg/g) 0,49 (a)+ 0,05 0,54 ( (b) £0
A/PC (mg/g) 0,21 (a) £0,03 0,35 (ab) +0,04 0,94 (b) + 0,25
Figado (U/S) 3,2 (a)+0,02 3,2 (a) £ 0,09 3,43 (b) £ 0
Pulméo (U/S) 4,7 (a) £0,12 4,87 (a) £ 0,52 5,55 (a) + 0

Valores expressos em média e desvio padrao

A andlise estatistica foi verificada para cada parametro comparando os ratos controle em
relacdo aos ratos com EAo e em relacdo aos ratos com ICC. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05) e médias seguidas de letra diferente
diferem estatisticamente (p<0,05). PC (peso corporal), VE/PC (peso do ventriculo
esquerdo em relagéo ao peso corporal), VD/PC (peso do ventriculo direito em relagéo ao
peso corporal), A/PC (peso do atrio em relagdo ao peso corporal), U/S (peso Umido em

relagdo ao peso seco).

Em relacdo ao peso corporal em gramas, podemos
observar que os ratos com ICC apresentam peso estatisticamente menor
em comparacao aos ratos com EAo e ratos normais, mostrando a perda
de peso dos ratos com ICC. No que se refere ao peso do ventriculo
esquerdo em mg, em relacdo ao peso do rato,observamos que foi
estatisticamente maior nos ratos com EAo e com ICC em relagdo aos
ratos controles, o que comprova a hipertrofia cardiaca dos ratos com EAo
e com ICC. Nos ratos com EAo, este foi o Unico parametro
estatisticamente diferente dos controles e como clinicamente esses ratos
nao apresentavam taquipnéia, ascite e derrame pleural, eles foram
classificados como portadores de estenose adrtica com hipertrofia
cardiaca, mas sem ICC. Quanto ao peso do ventriculo direito em mg, em

relacdo ao peso do rato em gramas e ao peso dos atrios em mg, em



relacdo ao peso do rato em gramas, os dois parametros foram
estatisticamente maiores nos ratos com ICC em relacdo aos ratos com
EAo e em relagdo aos ratos controles. Analisamos também o peso umido
do figado em relacdo ao seu peso seco e encontramos um valor
estatisticamente maior nos ratos com ICC em relagdo aos ratos com EAo
e em relacdo aos ratos controles, o que mostra a congestao hepatica dos
ratos com ICC. Quanto ao peso Umido do pulmao em relacdo ao seu
peso seco, verificamos que nao houve diferencga estatistica entre os ratos

controles, EAo e ICC.

Dosagem Hormonal

Com o intuito de verificar a sindrome do T3 reverso nos
ratos portadores de insuficiéncia cardiaca, realizamos o experimento de
deiodinacao hepatica e renal.

O T3 Reverso foi obtido da deiodinacdo hepatica e renal
de T4 para rTs. Como podemos observar na tabela 3, os ratos com ICC
apresentaram a concentracao de T3 reverso e T3 estatisticamente maior e
menor, respectivamente, em relacdo aos controles operados com 21

semanas e com EAo.



Tabela 3. T3 e T3 reverso obtido da conversao hepatica e renal de Ta.

Hepatica Renal
§ Controle 21 semanas 0,59 (a) £ 0,10 0,44 (a) £ 0,01
§ Eao 0,50 (a) £ 0,03 0,49 (a) £ 0,02
= ICC 0,84 (b) + 0,39 0,81 (b) £ 0,26
Controle 21 semanas 85,0 (a) £ 2,18 89,5(a)£254
= Eao 76,2 (a) £ 7,4 90,8 (a) £ 18,7
ICC 41,0(b)+£7,9 29,4 (b) +6,5

Valores expressos em média + desvio padrdo do T e T3 reverso gerado no homogenato
hepatico e renal a partir de 50 ug de T4 por mL e expressos em ug T4/g
equivalente/hora. Concentracdo normal de 0,36 a 0,70 ug Ts/equivalente/hora. Para a
andlise estatistica, foi realizada a analise de variancia seguida do teste de comparacdes
multiplas Student Newman-Keuls. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente (p>0,05) e médias seguidas de letra diferente diferem estatisticamente
(p<0,05).

Isolamos o RNA do atrio, ventricular direito, e ventriculo
esquerdo dos ratos controles com estenose adrtica e dos ratos com ICC e
gue apresentavam a sindrome do T3 baixo (Fig. 2).



Isolamento do RNA

e
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Figura 2. Gel de agarose a 1%, mostrando a integridade do RNA. O RNA total foi isolado do
musculo cardiaco de ratos controle (CONT), dos animais submetidos a estenose aértica que
desenvolveram a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), e dos ratos que nao desenvolveram a
insuficiéncia cardiaca congestiva sendo classificados com estenose aodrtica (EAo). O RNA foi
isolado pela técnica fenol-cloroférmio descrita anteriormente, e mostra a integridade do material
néo tendo degradacgao ou contaminagdo de DNA.

VD: Ventriculo Direito; VE: Ventriculo Esquerdo; ICC: Insuficiéncia Cardiaca Congestiva; EAo: Estenose Adrtica



Northern-Blotting — TR a1l

Com o RNA total obtido do musculo cardiaco dos animais
controles, dos animais submetidos a estenose aobrtica que desenvolveram
e que nao desenvolveram ICC (Fig. 2), realizamos o northern-blotting para
o TRa1l em duas membranas diferentes e normalizamos os resultados
hibridando essas membranas com o 18 S. A Figura 3 mostra a analise
densitométrica do TRa1. Observamos que os ratos com ICC apresentaram
uma expressao significativamente mais elevada de TRal no VE, em
comparagdo aos ratos controles e com EAo. A expresséao do TRa1 foi 1,5
vezes maior nos ratos com ICC em relacdo aos controles e 2,5 vezes
maior em relacdo aos ratos com EAo e a expressdo do TRal foi

estatisticamente significativa em relagéo ao controle e a EAo.



Analise densitométrica do TRo; normalizado com 18S
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Figura 3. Gréafico da média do conteudo relativo + SD do RNAm do TRa; medidos em 2
experimentos separados, com 3 amostras diferentes para cada grupo em
cada experimento. Controle (C), Estenose Adrtica (EA0) e Insuficiéncia
Cardiaca Congestiva (ICC). O RNA total foi isolado do Ventriculo Esquerdo
(VE) e hibridado com sonda do TRa; . Os auto-radiogramas foram analisados
densitométricamente e o resultado foi normalizado com controle interno
(18S).

*p < 0,005 vs. Ce EAo.

Nosso préximo passo foi realizar um RT-PCR para o TGFf4
especifico para ratos (Kit Gene Specific Relative - Ambion). A andlise
densitométrica (fig. 4) mostrou que a expressdao do TGFB; esta
aumentada significativamente no VE de ratos com estenose adrtica e com

insuficiéncia cardiaca congestiva em relagédo ao VE dos ratos controles.



Analise densitométrica do PCR para o TGFp
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Figura 4. Gréafico do contelddo relativo + SD do RNAm do TGFB; medidos em 3
experimentos separados, foram utilizadas 2 amostras de cada grupo para cada
experimento. Controle (C ), Estenose Adrtica (EA0) e Insufuciéncia Cardiaca Congestiva
(ICC). O RNA total foi extraido do Ventriculo Esquerdo (VE) e submetido ao RT-PCR
semiquantitativo para determinar a quantidade de RNAm do TGFB; e o resultado foi
normalizado pelo controle interno (18S).

*p < 0,005 vs. C.



Discussdo

Através da estenose adrtica realizada pela clipagem da
artéria aorta,conseguimos provocar Insuficiéncia Cardiaca em ratos de
laboratério, como mostramos na Tabela 1. O peso do ventriculo esquerdo
em mg em relagdo ao peso dos ratos, foi estatisticamente maior nos ratos
com EAo e com ICC em relacdo aos ratos-controles (tab 2), o que
comprova a hipertrofia cardiaca dos ratos com EAo e com ICC. Como os
ratos com EAo nao apresentavam sinais clinicos de ICC, separamos,
portanto, os ratos portadores apenas de hipertrofia do ventriculo
esquerdo, mas sem ICC dos ratos com ICC Esses ratos foram
denominados de portadores de estenose adrtica (EAo) (tab 2).
Paralelamente, os ratos com ICC apresentaram o peso do ventriculo
direito em mg em relacdo ao peso dos ratos em gramas e 0 peso dos
atrios em mg em relacao ao peso dos ratos em gramas estatisticamente
maiores, quando comparados aos ratos com EAo e aos ratos controles
(tab 2). Analisamos também o peso Umido do figado em relacdo ao seu
peso seco e encontramos um valor estatisticamente maior nos ratos com
ICC em relacao aos ratos com EAo e em relagdo aos ratos controles (tab
2), 0 que mostra a congestao hepatica dos ratos com ICC. Através do RT-
PCR para o TGFB1, verificamos que esse fator de crescimento € expresso
de maneira significativamente maior nas camaras cardiacas de ratos com
EAo e ICC em relagéo aos ratos controles (Fig. 4).

A faléncia cardiaca é caracterizada por prejuizo da funcao
do musculo cardiaco e aumento da fibrose intersticial. Estudos sugerem
que a perda da proteina contratil do coracdo pode contribuir para o
prejuizo da funcao que é observada nos musculos cardiacos do coracao
humano (Pagani ED e cols., 1998), ocorrendo significativa diminuicdo da
expressdao da a miosina de cadeia pesada (a MHC), sem mudanca
significativa do nivel do mRNA da 8 miosina (B MHC) (Boluyt MO e cols,



1994), ocorre aumento da expressao do fator de crescimento TGFf
(Boluyt MO e cols., 1994), que aumenta a expressao de fibronectina e
colageno, os quais sdo incorporados na matrix extracelular (Ignotz &
Massague, 1986). “In vitro” varios fatores de crescimento causam
hipertrofia de midcitos e estimulos que induzem a hipertrofia de midcitos
(agonistas a4 adrenérgicos, angiotensina, e estimulos mecénicos)
induzem a expressdao do mRNA de fatores de crescimento em células
miocardicas, sugerindo que esses fatores de crescimento tém uma acao
paracrina e autdcrina em mediar a hipertrofia dos miécitos (Calderone A e
cols. 1995). Em relacdo a esses fatores de crescimento, estudos
demonstram que na hipertrofia cardiaca a expressdo do fator de
crescimento TGFB1 estda aumentada (Villarreal,F & Dillamann,WH.1992) e
que o gene TGFB; estimula a hipertrofia do miocardio normalmente
observada na ICC (Villarreal, F & Dillamann, WH.1992, Calderone A e
cols., 1995). Os nossos resultados da expressdo do TGFB1 vém ao
encontro aos resultados evidenciados na tabela 1, onde verificamos
hipertrofia do VE nos ratos com EAo e com ICC.

Desta forma, a estenose adrtica mostrou-se um excelente
modelo experimental para provocar ICC em ratos.

A insuficiéncia cardiaca € um estado fisiopatoldégico que
esta associado com a sindrome do T3z baixo, correlacionando-se o
aumento do rT3 e diminuicdo do T3 com pior prognostico dos pacientes
com insuficiéncia cardiaca grau Il e IV (Hamilton M. e cols.,. 1990;
Klemperer JD e cols.,1996; Morkin E. e cols.,1993).

O nosso modelo experimental nos permitiu investigar a
Sindrome do T3 baixo nos ratos com ICC. A analise da concentracao do
rTz e Tz gerado da deiodinacdo hepatica e renal (Tab. 3) mostrou uma
elevagdo e diminuicdo significativa, respectivamente, na concentragéo
desse horménio nos ratos com ICC. Isso evidencia que nesses ratos esta
ocorrendo uma inibicdo da 5 - deiodinase, a enzima que converte T, para

T3z e provoca um catabolismo do T3 reverso, como evidenciamos na



Tabela 3. Essa enzima esta localizada nos microssomas do figado e do
rim (Hamilton M. 1993). Desta forma, comprovamos a presenca da
Sindrome do T3 baixo nos ratos portadores de ICC. Esses resultados
estdo em concordancia com os nossos trabalhos clinicos (Miano FAG e
cols., 2001) e com os de Hamilton M e cols. (1990), que mostraram uma
correlagdo entre o grau de insuficiéncia cardiaca e a sindrome do Tj
baixo, portanto, a presenca da sindrome como um fator prognéstico dos
pacientes.

Apébs o estudo de Hamilton M e cols. (1993), alguns
autores discutem se a Sindrome do T3 baixo seria um mecanismo
poupador de energia para o miocardio, portanto, um mecanismo
adaptativo do organismo (Gomberg-Maitland e cols., 1998) ou se o
tratamento hormonal com o T3 traria beneficios para esses pacientes
(Utiger RD, 1995 e Brent GA. E Hershman JM, e cols., 1986). Sabe-se
que o hormbnio tireocideano (HT) aumenta a freqléncia cardiaca,
contratilidade e consumo de nutrientes e oxigénio, semelhante aos efeitos
catecolaminérgicos (Friberg L e cols., 2001). Por outro lado, o HT diminui
a resisténcia vascular periférica e melhora o relaxamento diastélico o que
provoca 0 uso mais eficiente de energia e nutrientes. Apesar de Utiger
RD, 1980 considerar a sindrome do T3 baixo como uma resposta
adaptativa de preservar energia e manter a integridade celular durante a
doenca grave, a literatura ainda considera duvidoso se a sindrome do Tj
reverso constitui uma resposta metabdlica para conservar energia ou se a
sua presenca agrava a condicao do paciente (Degens H, e cols., 2003,
Stathatos N & Wattofsky L, 2003).

A administracdo de T3 para pacientes hipotiroideos reduz
a resisténcia vascular periférica (Morkin E e cols., 1993). Pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca tém baixo débito cardiaco e elevada resisténcia
periférica e a administracdo de triiodotironina para esses pacientes

revertem esses sinais (vide desenho).
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Um modelo pelo qual o horménio tireoidiano realiza mudangas no
consumo de oxigénio tecidual e termogénese, que pode levar a alteragdes

na hemodinamica cardiovascular.

Hamilton M e cols. (1998) estudaram pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva graus Il e IV que receberam Tj
intravenoso na dose de 0,15 a 2,7 ug/Kg em dose Unica ou através de
infusdo continua por 6 horas. Essa dose representa aproximadamente 2 a
3 vezes o total de T3 ministrado a pacientes hipotirdideos. Nenhum dos
pacientes apresentaram alteragbes do ritmo cardiaco, nem sinais de
isquemia miocardica ou alteragdes na taxa de metabolismo. No entanto,
um aumento significativo do débito cardiaco foi observado 2 horas apds o
tratamento em 85% dos pacientes que receberam as maiores doses de T3
e em 45% de todos os pacientes que receberam Ts.

Klemperer JD e cols. (1996), também demonstraram
resultados semelhantes para pacientes de alto risco que foram
submetidos a cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Nesse estudo, os



pacientes que receberam Tz apresentaram um aumento no débito
cardiaco e diminuigdo na resisténcia vascular sistémica no pos-operatério
imediato em comparacao ao grupo placebo.

Moruzzi P e cols. (1996), em concordancia aos autores
anteriores, demonstraram melhora no desempenho cardiaco em
pacientes com cardiomiopatia dilatada graus Il, Il e IV tratados com 100
ug de L-tiroxina por dia, durante 3 meses.

Por outro lado, ainda € obscura na literatura, a existéncia
de beneficios a longo prazo com hormdnios tireoidianos para pacientes
que possuam Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (Degens H. e cols., 2002)
Conhecer melhor a concentracdo dos receptores do horménio tireoideano
ajudaria a responder esta questao.

Como relatamos na introducdo, em oposicdo aos
resultados de Sylvén C e cols., em 1996 que demonstraram que a
expressao dos receptores para o hormdnio tireoidiano esta diminuida na
insuficiéncia cardiaca, recentemente Shaharara S e cols., (1999)
verificaram que o mMRNA TRP1 estd aumentado aproximadamente trés
vezes e 0 B2 estda aumentado aproximadamente oito vezes no coragéao de
cachorros com faléncia cardiaca em relagdo a concentragcdo desses
receptores no coragdo de cachorros normais.

Da mesma forma que Shaharara S e cols. (1999),
demonstramos que o TRal é expresso em maior magnitude no ventriculo
esquerdo de ratos com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) em relacéo
aos ratos-controles e com EAo (Fig. 2) e comprovamos que esses ratos
com ICC eram portadores da sindrome do T3 baixo (tabela 3).

Poderiamos explicar o aumento dos receptores para o
horménio tireoideano observado nas camaras cardiacas dos animais com
ICC, por um mecanismo de “up regulation” dos receptores que seria
ocasionado pela presenca da sindrome do T3 baixo e poderiamos

especular que esses horménios estariam avidos para ligar ao horménio e



melhorar o inotropismo cardiaco. Para responder a essa hipotese,
deveriamos tratar esses animais e verificar se ocorre melhora dos
sintomas da ICC e se o tratamento aumenta a expressao de proteinas
contrateis, como a a miosina, que comprovadamente esta diminuida na
ICC (Kinugawa K e cols. 2001).

Apesar dos grandes conhecimentos obtidos na
fisiopatologia e tratamento da insuficiéncia cardiaca nos ultimos anos, a
morbidade e mortalidade cardiovascular ainda s&o bastante elevadas
entre pacientes com insuficiéncia cardiaca (Packer M e cols., 1987). Os
trabalhos que demonstram melhora clinica dos pacientes com ICC com o

tratamento de hormonio tireoidiano, ainda sdo em numero pequeno.

A partir da evidéncia da presenca da Sindrome do Tj
baixo no modelo experimental de ratos com insuficiéncia cardiaca e do
aumento da expressao dos receptores de hormdnio tireoidianos nesses
ratos, poderemos utilizar esse modelo para verificar os beneficios do
tratamento com T3 na Insuficiéncia Cardiaca e verificar por quanto tempo
esse tratamento pode ser utilizado.



Conclusoes

> Provocamos a ICC nos ratos, através do método da estenose
aortica e comprovamos a hipertrofia cardiaca nas camaras cardiacas
desses ratos, mostrando ser esse um bom modelo experimental para
estudar a ICC.

> Diagnosticamos a sindrome do T3 baixo nestes animais.
> Verificamos que a expressao do receptor de T3 (TRal) esta

significativamente aumentada nas cé&maras cardiacas dos ratos

portadores de ICC e da sindrome do T3 baixo.
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