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RESUMO

SOUSA, S. D. G. Efeito do hipotiroidismo e da ooforectomia na funcéao
cardiaca de ratas. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

Este trabalho avaliou, em coracdes isolados de ratas Wistar, através do
sistema de perfusdo ex vivo - Langendorff, diferentes parametros de funcéo
cardiaca, frente a um evento de Isquemia e reperfusdo. Foram estabelecidas
duas situagOes experimentais: a primeira avaliou o efeito do hipotireoidismo na
condicdo clinica (Hipo) e no hipotireoidismo subclinico (HTS) sobre os
parametros de funcéo cardiaca. O segundo avaliou o efeito da ooforectomia
sobre os mesmos parametros (OO). Ap6s a realizacdo dos protocolos
experimentais, os animais foram decapitados, o coracao rapidamente retirado e
perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit durante 30 min de estabilizacao.
ApoOs esse periodo os parametros de Pressdo Desenvolvida pelo Ventriculo
Esquerdo (LVDP),Presséao Diastolica Final (EDP) e Pressao de Perfusdo foram
similares entre os grupos. Porém, a Primeira Derivada Positiva das Pressfes
(+dP/dt), Primeira Derivada Negativa das Pressfes (-dP/dt) e frequéncia
cardiaca foram menores no grupo Hipo, em relacdo ao controle. ApGés o
periodo de estabilizacdo, os coracdes foram submetidos a um periodo de 20
min de isquemia (fluxo zero), com posterior restauracdo do fluxo (periodo de
reperfusdo). Apos a reperfuséo, os cora¢gdes Hipo apresentaram EDP, +dP/dt e
-dP/dt mais proximos aos encontrados no respectivo periodo de estabilizacéo,
quando comparados as demais grupos. Os grupos HTS ou OO néo
apresentaram diferencas significativas quanto a esses parametros, indicando
que essas duas condicdes foram insuficientes para alterar a recuperagéo

cardiaca apOs um evento isquémico.

Palavras-chave: coracao isolado, isquemia e reperfusdo, hipotireoidismo,

hipotireoidismo subclinico e ooforectomia.



ABSTRACT

SOUSA, S. D. G. 2017.Effect of hypothyroidism and oophorectomy in the
cardiac function of female rats. 84 p. Master thesis (Morphological
Sciences) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sédo Paulo,
Séo Paulo, 2017.

This work evaluated, in isolated hearts of Wistar rats, through the perfusion
system ex vivo - Langendorff, different parameters of cardiac function, after
Ischemia-reperfusion (I-R). Two experimental situations were established: the
first evaluated the effect of hypothyroidism on the clinical condition (Hypo) and
subclinical hypothyroidism (HTS) on the parameters of cardiac function. The
second evaluated the effect of oophorectomy on the same parameters (OO).
After performing the experimental protocols, the animals were decapitated, the
heart rapidly withdrawn and perfused with Krebs-Henseleit solution for 30 min of
stabilization. After this period the parameters of Left Ventricle Developed
Pressure (LVDP), Final Diastolic Pressure (EDP) and Perfusion Pressure were
similar between groups. However, the First Positive Pressure Derivative (+ dP /
dt), First Negative Derivative Pressures (-dP / dt) and heart rate were lower in
the Hipo group, in relation to the control group. After the stabilization period, the
hearts were submitted to a 20 min period of ischemia (zero flow), with
subsequent flow restoration (reperfusion period). After 35 min reperfusion, Hipo
hearts presented EDP, + dP / dt and -dP / dt closer to those found in the
respective stabilization period, when compared to the other groups. The HTS or
OO groups did not present significant differences in these parameters,
indicating that these two conditions were insufficient to alter the cardiac

recovery after an ischemic event.

Key words: isolated heart, ischemia and reperfusion, hypothyroidism,

subclinical hypothyroidism and oophorectomy.
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1. INTRODUCAO

O coragédo corresponde a uma bomba contratil propulsora que, frente a
um sistema fechado formado pela rede vascular, gera uma pressao sanguinea,
a qual é necesséaria para o estabelecimento de um fluxo sanguineo, e com ele,
a adequada perfuséo de tecidos e 6rgdos. O bombeamento efetivo de sangue
depende de um conjunto de forcas, entre elas a forca contrétil exercida a cada
ciclo cardiaco pela musculatura ventricular, a qual no nivel celular é
absolutamente dependente das concentracdes intracelulares do ion célcio.
Muitos hormdénios atuam sobre o coracdo, modulando o seu trofismo, 0 seu
metabolismo e a sua funcdo contratil. Assim, alteragcbes nas concentracfes
plasmaticas de glicocorticéides, noradrenalina, angiotensina |Il, insulina,
hormdnios sexuais masculinos e femininos, além dos hormdnios tiroideanos
atuam diretamente no tecido cardiaco, podendo trazer repercussodes funcionais
marcantes, tanto em situacfes normais como apoOs processos de injuria

resultantes de Isquemia (l), acompanhados ou ndo por Reperfusédo (R).

1.1- Isquemia/Reperfuséao (I/R)

Doencas cardiovasculares, entre elas aquelas que culminam com a
deficiéncia de irrigagdo do tecido levando ao infarto do miocardio,
correspondem ainda nos dias de hoje a uma das principais, se néo a principal,
causa de Obitos na populacdo em geral.

A isquemia miocéardica é resultante de um comprometimento do fluxo
sanguineo coronariano, gerado a partir de um desequilibrio entre a oferta e a
demanda de oxigénio. No entanto, se a isquemia decorrente da falta de
irrigacdo pode levar ao infarto, a injuria tecidual que se desenvolve como
consequéncia a episddios de isquemia-reperfusao (I/R), nos quais ocorre a
restauracdo do fluxo sanguineo aos tecidos ou 0rgaos isquémicos, pode levar a
efeitos até mais deletérios do que aqueles decorrentes da prépria isquemia.
Assim, embora a auséncia de fluxo sanguineo contribua para a fisiopatologia
de diversas doencas, como o infarto do miocardio e a insuficiéncia vascular

periférica, a restauracdo do fluxo sanguineo ou a reperfusdo, mesmo que
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necessaria, pode por si s6 agravar o dano celular isquémico (SILVA JR et al.,
2002).

Entre varios fatores que contribuem para essa injuria celular encontra-se
o fato do restabelecimento do fluxo sanguineo apés um evento isquémico
ocorrer de modo nao-uniforme para todo o tecido, resultando na restauragéo
“caotica” do fluxo tissular, o que pode levar a um circulo vicioso de disfungéo
endotelial vascular, com reducdo da perfusdo local, edema, entre outras
complicacbes (EVORA et al., 1996). Em teoria o processo € muito simples, a
falta de oxigenacdo e de substratos metabdlicos adequados diminui
rapidamente a energia disponivel para a célula, levando a lesdo celular, que
pode ser de natureza reversivel ou irreversivel. Na pratica, o processo € muito
complexo, uma vez que a extensdo da lesdo é determinada por varios fatores,
como: gravidade da isquemia (baixo fluxo vs fluxo zero), duracédo da isquemia,
sequéncia temporal da isquemia (isquemia curta seguida de isquemia longa),
mudancas no ambiente fisico e metabdlico (normotermia vs hipotermia;
conteudo de glicogénio no miocardio antes da isquemia, composicdo do
perfusato), bem como a resposta inflamatéria (PANTOS, 2006).
Ao longo dos ultimos anos, os estudos sobre fenotipos de maior tolerancia
contra a isquemia e reperfusédo tornou-se uma importante ferramenta na busca
de evidéncias sobre a resposta adaptativa do coracdo a um estresse
isquémico. Varios paradigmas de cardioprotecdo foram identificados e sado
extensivamente estudados na esperanca de encontrar novos alvos terapéuticos
para o miocardio isquemiado. Sabe-se que alguns horménios desempenham
um papel importante na resposta do coracdo a isquemia. Neste contexto, as
alteracdes hormonais tém sido investigadas na tolerancia do miocéardio ao
estresse isquémico (PANTOS et al., 2004).

1.2 Horménios Tiroideanos

Doencas da glandula tireoide, associadas a alteragbes das
concentracbes plasmaticas de hormdnios tiroideanos, estdo entre as mais
frequentes doencas enddcrinas encontradas no mundo. Estimativas indicam
que essas doencas atingem entre 9% e 15% das mulheres adultas, e em
menor porcentagem os homens (CANARIS et al., 2000). Ainda, dados de 2010

indicam que aproximadamente 15% da populacéo brasileira € acometida por
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doencas que afetam a glandula tireoide (IBGE, 2010), sendo que alteracdes
das concentragbes desses hormoénios sdo capazes de aumentar o fator de
risco para o desenvolvimento e progressdo das doencas cardiovasculares
(SCHMIDT-OTT; ASCHEIM, 2006). Desta forma, fica evidente a importancia de
se investigar com maior profundidade a acdo desses hormoénios sobre o
coragao.

A tiredide é uma glandula localizada na regido cervical, anteriormente a
traquéia, acima da cartilagem cricéide e inferiormente a cartilagem tiroidea.
Esta glandula, que se apresenta dividida em dois lobos, direito e esquerdo,
unidos por um istmo, € constituida principalmente por dois tipos de células com
origem embriologica distinta: as células C ou parafoliculares - produtoras de
calcitonina, que compreendem pouco mais de 1% das células da tireoide, e as
células foliculares - produtoras de tiroxina (T4), que se apresentam em maior
namero. As células folicularesse organizam de forma circular, o foliculo, o qual
envolve uma matriz gelatinosa denominada de coloide. E no coloide o local
onde ocorre a ligacdo do iodeto aos aminoacidos de tirosina, processo
denominado de iodinacdo (incorporacdo de iodo). Conforme o conteudo e
distribuicdo de iodeto, uma série de iodotironinas, a partir dos aminoacidos de
tirosina, podem ser formadas, das quais a tiroxina (T4) possui quatro iodos
ligados ao seu anel benzénico e a triiodotironina (T3) com somente trés iodos.

A sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos (HTs) é regulada pelo
eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide.Em resumo, o hipotdlamo sintetiza e secreta o
hormoénio liberador da tireotrofina (TRH), que alcanca a regido anterior da
hipéfise (adenohipofise) e estimula a sintese do hormdnio tireotréfico (TSH),
que se liga aos receptores de TSH (TSH-R) presentes nas células foliculares
da tireoide, ativando a sintese e secrec¢éo dos HTSs.

Cerca de 80% dos hormonios tireoideanos secretados pela glandula
tirebide apresentam-se como T4 e os 20% restantes como T3, o qual é
considerado o0 hormoénio tireoidiano biologicamente ativo (SAPIN;
SCHLIENGER 2003). O T4 é convertido a T3 por acdo de enzimas
denominadas deiodinases ou desiodases, localizadas em diversos tecidos do
organismo. Assim, embora o T4 esteja presente em maior quantidade, € 0 T3 o0
responsavel pela maioria das atividades biologicas, agindo em praticamente

todas as células do organismo, nas quais modula diretamente a expressao de
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diferentes genes e proteinas com fungfes estruturais, funcionais, metabdlicas.
Embora hoje sejam jA& bem reconhecidas ac¢des ndo-genémicas dos HTSs,
rapidamente ativadas, as acdes genbmicas classicas sdo mediadas pela
ligacdo a receptores nucleares (TRs), sendo o T3 a principal isoforma
responsavel por estes efeitos, uma vez que este apresenta uma afinidade de
ligagcdo maior quando comparada a do T4 (BEN SANDLER et al., 2004).

1.3 Horménios Tiroideanos e fungéo cardiaca

O tecido cardiaco corresponde a um dos principais alvos dos HTs, sendo
muito sensivel a alteragcbes séricas ou locais dos mesmos (KENESSEY;
OJAMAA, 2006; TAVARES et al., 2013). Os mecanismos celulares pelos quais
os horménios tireoidianos atuam sobre a funcao cardiaca sistdlica e diastélica
sdo complexos e em diferentes niveis. Os hormonios tireoidianos modulam a
expressdo e a funcdo de varias enzimas e proteinas envolvidas no
desempenho cardiaco, como o reticulo sarcoplasmatico Ca™ ATPase (SERCA
I), Na*/K* ATPase e as cadeias pesadas de alfa/beta-miosina. Assim, o T3
estimula a expressao do gene que codifica a cadeia pesada de miosina do tipo
alfa (MHC-a) e reprime o gene da B-MHC, além de aumentar a expressao de
outras proteinas contrateis que formam os filamentos finos, como a actina e a
troponina | (DIECKMAN; SOLARO, 1990; SHAHRIVAR et al., 2016).

O efeito dos HT sobre a funcdo cardiaca ja tem sido intensamente
explorado pela literatura. Entretanto, o papel destes horménios em condi¢cdes
patolégicas como aquelas que envolvem fendmenos de isquemia, infarto e
insuficiéncia cardiaca ainda permanece a ser elucidado. Neste sentido,
trabalhos realizados tanto em modelos experimentais com animais como em
trabalhos clinicos, demonstram que o0s niveis séricos de T3 caem
significativamente ap6s uma injdria cardiaca, estando estes niveis associados
a disfuncado ventricular esquerda e a alteragdo em varios genes responsivos ao
HT (OJAMAA et al., 2000; PANTOS et al., 2012). Assim, em humanos, uma
gueda significativa jA é observada 48h apds a ocorréncia de infarto agudo do
miocardio (IAM) (EBER et al., 1995), como também apos 6-24h a realizacdo de
cirurgia de revascularizagdo miocéardica (HOLLAND et al.,1991).

Segundo Friberg et al. (2002), a diminuicdo dos niveis séricos de T3 pode

entdo corresponder a um importante fator preditivo para mortalidade apés um
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IAM, sendo que o tratamento com administracdo de T3 por quatro semanas,
por outro lado, j& se mostrou eficiente na melhora da funcdo cardiaca e na
normalizacdo da maioria das alteracbes da expressdo de genes-alvos
cardiacos dos HT (OJAMAA et al., 2000). Ainda neste contexto, em estudo
realizado com grupos de pacientes que sofreram IAM, com ou sem angina
pectoris prévia, os autores relatam que a angina parece promover a diminuicdo
dos niveis de HT, representando uma vantagem uma vez que, provavelmente
ocorre reducdo na demanda de oxigénio miocardico e diminuicdo da taxa
metabdlica. No entanto, os mesmos autores discutem que a emergéncia da
faléncia cardiaca parece ocorrer com maior frequéncia em pacientes
hipotireoideos, quando comparados a pacientes eutireoideos (FRIBERG et al.,
2002).

A razéo para a diminuigcdo dos niveis séricos dos HT ainda n&do é bem
estabelecida. No entanto, um dos mecanismos que € diretamente influenciado
pela queda dos HT em periodos pos-isquémicos € aquele relacionado ao
manejo de calcio do cardiomidcito, o qual pode vir a contribuir para um quadro
denominado de myocardial stunning, uma reducdo reversivel da funcéo
contrdtii do coracdo apds a reperfusdo pos-isquémica, devido a uma
sobrecarga de calcio (KRAUSE et al., 1989).

Davis e Davis (1993) descreveram que 0s hormonios tireoidianos podem
alterar a funcéo ventricular por agir sobre a atividade da Ca®'-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico. O ATP é responsavel pela remocdo do célcio do
citosol durante a diastole, permitindo, dessa forma, o desacoplamento do
complexo actina-miosina, sendo de extrema importancia para a funcéo
cardiaca diastolica (DILLMAN, 1990).

Ja é bem conhecido na literatura que o excesso de HTs é capaz de
elevar o débito cardiaco de 50 a 300%, aumentando a frequéncia cardiaca de
repouso, contratilidade e fracdo de ejecdo. Por outro lado, o hipotireoidismo
apresenta manifestacdes cardiacas clinicas opostas as do hipertireoidismo,
como bradicardia, diminuicdo da contratilidade cardiaca e diminuicdo do débito
cardiaco (KLEIN; DANZI, 2007;CROWLEY et al., 1977).

Dados do nosso laboratério, utilizando modelo de perfusdo de coracédo isolado
de ratos Wistar adultos, revelaram que a recuperacgédo funcional pés-isquémica

foi melhor em animais tratados previamente com T3, quando comparados aos
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eutiroideos (TAVARES et al., 2013).0s animais tratados com T3 apresentaram
um aumento da expresséo do receptor AT2 e uma maior atividade da proteina
quinase ativada por AMPK, os quais foram prevenidos ap0s administracdo de
PD123319, um antagonista do receptor AT2, havendo piora da funcéo
cardiaca. Embora os efeitos do hipertiroidismo no modelo de I-R ja tenham sido
previamente descritos, pouco se conhece em relagéo aos efeitos da deficiéncia
de HTs sobre a funcdo cardiaca, e € neste contexto que 0 nosso estudo se
propde a contribuir com o avanco do conhecimento nessa area.

O hipotireoidismo, como citado inicialmente, & uma condi¢&do
relativamente comum, afetando em torno de 15% das mulheres no climatério e
até 5% da populacdo mundial (EMPSON et al., 2007). Em humanos, esta
doenca € classificada, de acordo com as manifestacdes clinicas, em
hipotireoidismo propriamente dito, o qual pode se apresentar em diferentes
intensidades, e hipotireoidismo subclinico, no qual as manifestacfes clinicas
ndo sao ainda aparentes, embora 0s niveis hormonais jA se encontrem
alterados.

O hipotireoidismo subclinico é definido como um aumento sérico dos
niveis de hormodnio estimulante da tirdide (TSH) acompanhado de niveis
normais de T3 e T4 (Figura 1) (KARTHICK et al., 2013). J& o hipotireoidismo
estabelecido, o qual tem sido bem mais estudado em relacdo ao primeiro, €
definido por concentracfes séricas de T3 e T4 abaixo dos valores normais,
além dos valores de TSH também elevados.

Estimativas apontam que pelo menos 10% das mulheres apds o periodo
reprodutivo apresenta hipotireoidismo subclinico, (CANARIS et al., 2000;
COOPER, 2008), mostrando ter este distarbio uma importante relevancia como
fator de risco cardiaco na populacdo em geral (MADATHIL et al., 2015).
Embora esses dados sejam facilmente encontrados na literatura quando se
analisa a populacdo humana, ndo existem estudos em roedores mostrando a
variabilidade das concentracdes dos HT ao longo da vida, nem tampouco entre

0S géneros.
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Eutireoide Hipotireoidism  Hipotireoidismo

TSH

Faixa de
normalidade

— T3
T4

Figura 1. Gréfico representativo das distribuicGes hormonais nas diferentes condicGes de
hipotireoidismo.

Fonte: Modificado de Yoshimi Ohga et al., 2002.

A disfuncéo diastélica, com maior tempo de relaxamento isovolumeétrico,
€ a anormalidade cardiaca mais frequente em individuos com niveis de T3 e T4
normais e TSH sérico elevado (MONZANI et al., 2001; MEENA et al., 2012).
Essas anormalidades geralmente decorrem, como ja citado anteriormente, de
mudancas na homeostase do célcio, comprometendo a bioenergética cardiaca,
qgue, no hipotireoidismo subclinico, é normalmente reversivel com terapia com
levotiroxina ou T4 (MADATHIL et al., 2015).

Embora os efeitos cardiacos associados as condi¢cdes de hipotireoidismo
subclinico ainda sejam incipientes, ndo se encontram dados na literatura
mostrando como o coracgdo, sob essas condicfes, responderia a situacdes de
isquemia, ou seja, qual o grau de recuperacdo que o 6rgdo apresentaria apos
eventos de isquemia, seguidos ou ndo de reperfusdo. Isto se torna ainda mais
intrigante se considerarmos a fase na qual o hipotireoidismo subclinico é mais
prevalente, ou seja, apos a diminuicdo nos niveis de horménios sexuais

femininos.

1.4 Hormdénios ovarianos

Os ovérios sdo 6rgdos pares em formato oval, localizados na cavidade
pélvica e responsaveis pela producdo dos gametas femininos. Além de seu
papel na producdo de gametas, os ovarios também atuam como glandulas

endocrinas produtoras e secretoras de hormonios esteroides, como 0s
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estrogénios, os andrégenos e os progestagenos, sendo cada um definido por
sua atividade biolégica e tendo a sua sintese controlada pela liberacdo pulsétil
do horménio de liberacdo de gonadotrofina (GnRH). Quando o GnRH é
liberado pelo hipotalamo, estimula a producdo e secrecdo dos hormonios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela adeno-hipéfise, e estes irdo
atuar estimulando as gonadas a produzirem e a secretarem o0s hormonios
esteroides, que por sua vez agem sobre 0s seus respectivos receptores, isto é,
receptores de estrogénio (ER), receptores de progestina (PR), e receptores de
andrégenos (AR). O grupo dos estrogénios é formado por trés potentes
hormonios esteroides, sendo eles a: estrona, estriol e estradiol. Os estrogénios
encontram-se em niveis elevados no sexo feminino desde o inicio ao final da
vida reprodutiva (KNOWLTON; KORZICK, 2014). O estradiol € o mais potente
entre 0s estrogénios e em geral circula em maiores concentracbes. Por
exemplo, os ovarios de ratas secretam 5 a 8 vezes menos estrona do que
estradiol ao longo do ciclo estral e da gravidez (SHAIKH, 1971; BLAUSTEIN,
2008; ASARIAN; GEARY, 2013).

Os horménios estrogénicos agem através de uma série de vias de
sinalizacdo que possibilitam efeitos gendmicos e n&o-gendmicos. Os
estrogénios transmitem a maioria das suas informacdes ao ligar-se aos seus
fatores de transcricdo, receptores intracelulares de estrogénio (ERa e ERp),
sendo cada um codificado por um gene distinto (ESR1 e ESR2,
respectivamente), apesar de apresentarem homologia quanto a sua sequéncia
(HALL; COUSE; KORACH, 2001). Esses receptores sdo expressos em tecidos
diferentes e sdo encontrados tanto no citosol como no ndcleo. No entanto,
também podem estar associados a membrana plasmatica e a mitocdndria
(HALL; COUSE; KORACH, 2001; LI et al., 2004). Fémeas nocautes para esses
receptores apresentam hipoplasia no trato reprodutivo, falta de
desenvolvimento da glandula mamaria e excesso de tecido adiposo, enquanto
que machos apresentam degeneragcao testicular e disfuncdo epididimal
(COUSE; KORACH; KORACH, 1999). No ano de 2005 um terceiro receptor de
estrogénio, acoplado a proteina G (GPER ou GPR30) foi descrito e, assim
como os demais classicos receptores acoplados a proteina G, este apresenta 7
dominios transmembranares (REVANKAR, 2005).
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Além dos efeitos sobre as fungdes reprodutivas, 0os estrogénios desempenham
papel significativo na regulacdo da homeostase esquelética, no metabolismo de
lipidios e carboidratos, no equilibrio de eletrolitos, além de atuarem sobre a
funcdo do sistema nervoso central e do sistema cardiovascular, citado em
(NILSSON; GUSTAFSSON, 2011).

Neste sentido, a diminuicdo dos niveis de estrogeno ao final da vida
reprodutiva, aprece estar associada ao aumento da incidéncia das doencas
cardiovasculares, podendo aumentar de duas a trés vezes a incidéncia de
doencas cardiacas coronarias, incluindo o infarto do miocardio (KANNEL et al.,
1976; ROGER et al., 2011; KORZICK; LANCASTER, 2013).

1.5 Horménios ovarianos e funcéo cardiaca

Em mamiferos, os efeitos dos hormonios ovarianos estdo presentes em
todos os niveis da fisiologia cardiovascular, desde a duracdo do potencial de
acdo, a energia mitocondrial até a funcdo contratii do midcito cardiaco e
relaxamento do coracdo como um todo (BLENCK et al., 2016; PARKS;
HOWLETT, 2013). Tanto os cardiomiocitos como os fibroblastos cardiacos
possuem receptores funcionais para grande parte dos hormoénios esteroides
sexuais, permitindo que estes hormonios regulem tanto a forca contrétil da
célula muscular, como a producdo de colageno, em processos de
remodelamento (GROHE et al., 1997; PARKS; HOWLETT, 2013; PUGACH et
al., 2016), uma vez que os dois receptores classicos de estrogénio, ERa e
ERB, sdo expressos no coragdo, tanto na fase adulta como na
neonatal(GROHE et al., 1997).

A retirada dos ovarios (ooforectomia) e a consequente diminuicdo dos
niveis de estradiol podem levar a alteragbes importantes da funcéo cardiaca,
no que diz respeito a eletrofisiologia, contracdo e relaxamento do coracdo
(PARKS; HOWLETT, 2013). Assim, estudos mostram que as propriedades
elétricas do coracdo podem ser diretamente afetadas pela auséncia do
estrogénio (MCHUGH et al., 1995) contribuindo para a maior frequéncia de
eventos arritmicos no fim da vida reprodutiva. Neste sentido, um importante
estudo mostrou que coragbes de cdes induzidos a arritmia por isquemia e
reperfuséo, tiveram uma taxa significativamente menor de arritmias quando

tratados previamente com estrogénio (MCHUGH et al., 1995). De modo
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semelhante, o 17-beta-estradiol marcou uma atividade antiarritmica dose-
dependente, em coracdes de ratos, quando administrado 10 minutos antes da
oclusdo da artéria coronaria (PHILP et al., 2006). Além disso, midcitos
ventriculares, isolados de ratos, tratados com 17-beta-estradiol tiveram reducao
do pico de corrente de Ca*?do tipo-L, de modo dependente de concentracéo
(PHILP et al.,, 2006). Outros estudos mecanicistas ligaram a atividade
antiarritmica do estrogénio durante I/R a abertura de canais de K' e ao
aumento da liberacéo de 6xido nitrico, que inibe o trocador Na*/H* no coragéo
(OGITA et al., 2002; ANDERSON et al., 2005).

Alteracdes no estado contrétil do coracdo durante a sistole ou diastole também
podem ser encontradas facilmente em ratas ooforectomizadas mostrando o
impacto do estrogénio também sobre esses parametros cardiacos. Neste
sentido, a diminuicdo do estrégeno em ratas ooforectomizadas promoveu uma
menor resposta contratii dos musculos papilares do ventriculo esquerdo,
quando submetidos a estimulacdo adrenérgica, com menor expressdo da
proteina SERCA2 (cerca de 50%) e aumento da fosfolamban (PLB) em relacéo
aos animais controle; parametros estes que foram restaurados apés a
reposicao com estrogénio (RIBEIRO et al., 2012).

Em relacdo a circulagcdo coronariana, a queda na producdo de
horménios ovarianos também esta associada a maior incidéncia de doencas
coronarianas, incluindo o infarto agudo do miocardio (HU et al., 1999; HAK et
al., 2000; GIUBERTI et al.,, 2007; ALMEIDA et al., 2014). Neste sentido,
trabalhos experimentais demonstram que a auséncia destes horménios, apés
um evento de isquemia e reperfusdo, esta diretamente associado ao
agravamento da disfuncdo autonémica, aumento do intervalo de tempo de
contragcdo e relaxamento ventricular, além de elevar a presséo diastdlica final
(GIUBERTI et al., 2007; LJ et al., 2010; XUE; XIAO; ZHANG, 2015). Apesar de
tantas evidéncias quanto a importancia dos horménios ovarianos na funcéo
cardiaca, ndo podemos descartar o fato de, no final da vida reprodutiva,
diminui¢cdes dos niveis dos hormoénios ovarianos podem estar acompanhadas
por outras condi¢des, que por si s6, podem também alterar a funcédo cardiaca,
como € o caso do hipotireoidismo subclinico (HAK et al., 2000; LEGRYS et al.,
2013). Portanto, o desenvolvimento de trabalhos que avaliem os efeitos de

cada uma dessas condi¢cdes isoladamente, no intuito de descobrir qual o
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impacto de cada uma delas frente a um quadro de isquemia e reperfusao,

podem contribuir com o0 avanc¢o do conhecimento na érea.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, em coracdes isolados de ratas
Wistar adultas, os parametros de funcéo cardiaca, apds inducéo das seguintes
condicles experimentais.

-Diminuicéo dos niveis plasmaticos de hormdnios tiroideanos, simulando
0 hipotireoidismo.

-Diminuicdo dos niveis plasmaticos de horménios ovarianos, induzidos

apos ooforectomia.
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3. MATERIAL E METODOS

O protocolo e procedimentos cirtrgicos utilizados no presente estudo
estdo de acordo com as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (Protocolo
No. 036).

3.1. Animais experimentais

Foram utilizadas ratas adultas jovens (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar, com 60 dias, pesando em torno de 200g, provenientes do Biotério de
Criacdo do Instituto de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Séo Paulo
(USP) e mantidas no Biotério de Experimentacdo do Departamento de
Anatomia (ICB-USP). Os animais foram acondicionados em gaiolas plésticas
(40x33cm), sendo quatro animais por gaiola, mantidos em sala climatizada com
temperatura controlada, ciclo claro/escuro de 12 horas, tendo livre acesso a

racdo e agua.

3.1.1 Grupos Experimentais
Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais:
Grupo 1: Ratas eutireoideas (controle)
Grupo 2: Ratas ooforectomizadas
Grupo 3: Ratas induzidas ao hipotireoidismo (tireoidectomizadas)
Grupo4: Ratas induzidas ao hipotireoidismo subclinico (tireoidectomizadas e

suplementadas com T4)

3.1.2.1 Avaliacdo do ciclo estral

O ciclo estral das ratas foi acompanhado durante duas semanas,
mediante a andlise de lavados vaginais, realizados entre as oito e nove horas
da manha. O ciclo compreende quatro fases distintas, onde cada fase tem
duracdo variada, e € caracterizada pela prevaléncia de um tipo celular
especifico, que esté relacionado diretamente com a flutuagcdo dos niveis de
estradiol (EVANS; LONG, 1922; MANDL, 1951).

Dois dias antes de iniciar o periodo de avaliacdo do ciclo estral, as ratas

foram levadas a sala de experimentagcdo com a finalidade de habitua-las ao
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novo ambiente. Neste periodo, as ratas apenas foram contidas fisicamente pelo
dorso, para habituar-se tanto o operador quanto os animas a técnica de
contencdo. ApOs a adaptacdo, em um espaco de oito dias, a cada manha
(entre 08:00h e 09:00h) a secrecao vaginal foi coletada com uma pipeta de
plastico adaptada (com bordas rombas para ndo machucar as paredes vaginais
(Figura 2) contendo 1mL de solucao salina (NaCl a 0,9%), por meio da insercao
da ponta no orificio vaginal, com cuidado, para ndo estimular a cérvix uterina
(Figura 3). Uma parte dessa solucéo foi injetada e aspirada rapidamente, e
esse lavado foi cuidadosamente despejado sobre uma lamina de vidro e levada
ao microscopio de luz, sem o uso da lente condensadora, com aumento de 10
vezes. Assim, as quatro fases do ciclo estral foram reconhecidas: Proestro — as
células epiteliais nucleadas predominam, Estro —as células cornificadas séo
mais prevalentes, Metaestro — identificam-se trés tipos celulares: leucdcitos,
células epiteliais e células cornificadas, ao passo que € no Diestro que ha uma
predominéancia de leucécitos (Figura 4).

O ciclo estral foi considerado irregular quando as fases ndo estavam em
sequéncia, ou quando uma uUnica fase durava de 3 a 4 dias (MARCONDES;
BIANCHI; TANNO, 2002).

Figura 2. Pipeta de ponta romba Figura 3. Coleta do lavado vaginal.
Fonte: Sousa (2017). Fonte: Sousa (2017).
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Figura 4. Fotomicrografia demonstrando os tipos de células encontradas em cada fase do ciclo
estral: (A) proestro, (B) estro, (C) metaestro e (D) diestro. (Aumento 10x).
Fonte: Sousa (2017).

3.1.2.2 Ooforectomia

Em ratas adultas jovens a ooforectomia € considerada um modelo
bastante (til e interessante para estudar a fase na qual a fémea deixa de ciclar
e 0s seus niveis de estrégeno encontram-se muito reduzidos (LEDEE et al.,
2013).

A ooforectomia foi realizada conforme descrito anteriormente por
MITTAL e cols (2009). Para tanto, as ratas foram inicialmente pesadas e
anestesiadas com injecédo intraperitoneal de Ketamina (90mg/kg) e Xilazina (13
mg/kg de peso). Uma vez constatada a anestesia por auséncia de resposta a
pressao da pata, os animais foram posicionados em decubito lateral e a regido
abdominal lateral foi tricotomizada e assepsiada. Posteriormente, foi feita uma
incisdo, com extensdo ndo superior a trés centimetros, em paralelo com a linha
do corpo, na pele e na musculatura. Ao seguir a direcdo caudal, apés
divulsionar os tecidos subjacentes, os ovarios e as tubas uterinas foram
localizados e exteriorizados com auxilio de uma pinca de disseccao sem dente,
guiados pela sua localizagdo a frente da articulagdo sacro iliaca. As tubas
foram entdo amarradas com linha (Algodao/Poliéster, 4-0, Al154, Sutucat)
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evitando hemorragia, para em seguida fazer-se a remocao dos ovérios (Figura
5).Ao final, a parede abdominal foi suturada com fio de Nylon monofilamentado
(4-0, Ny44cT20, Sutucat) em dois planos separados, muscular e pele,
mantendo a estratigrafia da regido e impedindo a formacéo de hérnia(Figura 6).
Ao término do procedimento cirdrgico, os animais foram colocados
isoladamente em gaiolas, expostos a pouca luz, em ambiente silencioso e com
temperatura variando entre 27°C e 30°C, até a recuperacdo plena do
anestésico. Nesse periodo, a ingesta de agua foi monitorada.

Para caracterizacdo do modelo experimental, apdés duas semanas do
procedimento cirirgico, as ratas foram eutanasiadas e apoés incisdo do abdome
e isolamento do ovario o Utero foi removido. As ratas pertencentes ao grupo
controle tiveram o abdome aberto e, posteriormente, suturado, para simular o
estresse cirargico dos animais. A razao do peso do Utero pelo peso corpéreo foi
avaliada, permitindo inferir o efeito da auséncia dos hormonios gonadais sobre

o trofismo uterino, uma vez que ja é bem descrito que a condicdo de pos-

ooforectomia diminui bruscamente este trofismo (Figura 7) (SHIBLI-RAHHAL et
al., 2012).

Figura 5 - Exposi¢éo do ovério direito. Figura 6. Sutura com pontos simples.
Fonte: Sousa (2017). Fonte: Sousa (2017).
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Controle Ooforectomizado

Figura 7. Efeito da ooforectomia no trofismo Gterino.
Fonte: Sousa (2017).

3.1.2.3 Inducao ao Hipotireoidismo

Para inducdo ao hipotireoidismo, as ratas foram submetidas a
tireoidectomia, retirada da glandula tireoide, que é um dos métodos mais
eficientes para se induzir ao hipotireoidismo. KLEIN e cols. (1996) mostraram
que 14 dias apos a tireoidectomia, as concentracdes plasmaticas de T3 e T4
encontravam-se 85% abaixo daquelas em dos ratos controle. Para tanto, os
animais foram pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal, utilizando-
se Ketamina de (90mg/kg) e Xilazina (13 mg/kg de peso) (ARAUJO et al.,
2011). Apds confirmar a auséncia de reflexo, os animais tiveram a regido
cervical anterior tricotomizada. Em seguida, foram posicionados sobre mesa
cirdrgica em decubito dorsal com o pesco¢o em extensdo e membros fixados
no aparato, e procedeu-se a assepsia da regido operatéria com alcool a 70%.
Posteriormente, realizou-se, entdo, uma incisdo sobre a linha média da face
ventral da regido cervical, que se estendeu da cartilagem tireoide até a base do
pescoco (furcula esternal). Com abertura da rafe mediana e a divulsdo dos
musculos pré-tireoidianos (esternocleidomastoideo, omohioideo, esternohioideo
e esternotireoideo) no sentido das fibras, possibilitou-se o acesso a glandula
tireoide. ApoOs pingamento e seccdo do istmo da tiredide, os lobos direito e
esquerdo e as paratireoides foram extirpados, tomando cuidado para néo
lesionar o nervo laringeo recorrente, principalmente o esquerdo, posicionado

mais proximo a glandula (Figura 8).
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Figura 8. Extracéo do lobo esquerdo da Figura 9. Sutura da regido cervical.
glandula tireoide. Fonte: Sousa (2017). Fonte: Sousa (2017).

A sutura foi realizada com fio de Nylon monofilamentado (4-0, Ny44cT20,
Sutucat), preservando a glandula submandibular e tecidos subjacentes.
Inicialmente, foi dado um ponto simples no centro da incisdo, unindo a tela
subcutéanea e, por fim, derme e epiderme foram suturadas (Figura 9).

Ao longo do poés-operatorio, foi administrado as ratas o metimazol
(Methimazole — SIGMA) (0,05%) e 4,5mM de CaCl, (Cloreto de calcio -
SIGMA), ambos adicionados a agua de beber. O metimazol € um farmaco que
inibe a sintese de hormonio tiroideanoo que impede uma producéo residual de
horménio, caso permanecam algumas células tiroideanas remanescentes,
mesmo apoOs a retirada da glandula. A reposicdo de célcio foi realizada uma
vez que as glandulas paratiretdides foram retiradas.

Um segundo protocolo, que tinha como objetivo a indugcdo de um
hipotireoidismo subclinico, foi também realizado. Para tal, apés a realizacdo da
tireoidectomia, os animais passaram a receber inje¢des intraperitoneais (1 x ao
dia) de L-T4 (tiroxina, Sigma, USA; 1,0 ug/100g de peso corporal), por duas
semanas, conforme modelo previamente descrito por Morreale de Escobar e
cols. (1995) e por Lu e cols. (2012).

3.2 - Dosagens hormonais
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Logo ap6s a decapitacdo dos animais, amostras de sangue foram
coletadas em tubos de microcentrifuga e centrifugadas a 3.000 rpm por 15
minutos a 4°C. Apés esta etapa, o soro foi isolado, congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -80°C. ApOs esta etapa, o soro foi utilizado para as
dosagens de T3, T4 e TSH total utilizando-se um kit comercial (Mililliplex
maplex map kit- RTHYMAG — 30k).

As concentracbes de estradiol total foram também determinados nas
amostras de sangue, usando o kit comercial (Mouse/Rate Estradiol ELISA
ES180S-100). Para todos os ensaios foram construidas curvas-padrao
utilizadas na determinacdo das dosagens, conforme recomendacdo dos

fabricantes.

3.3 Desenhos experimentais
Desenhos experimentais que resume 0s protocolos utilizados nos

diferentes grupos partindo da analise do ciclo estral até a eutansia.

A Ooforectomia

Dia 1 a0 15 Dia 45

Analise do Eutanasia
ciclo estral

B

Tireoidectomia Eutanasia

Inducé&o ao Hts
(Reposicéao com L-T4)

Figura 10. A figura (A) representa o protocolo experimental seguido para a inducdo da

diminuicdo da concentracdo dos horménios ovarianos a partir da retirada dos ovarios
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(Ooforectomia). Este protocolo teve inicio com a analise do ciclo estral por 15 dias seguido por
a cirurgia de ooforectomia e trinta dias apés o ato cirargico os animais foram sacrificados. Ja a
figura (B) mostra a inducdo aos diferentes hipotireoidismos, clinico e subclinico, a partir da
retirada da glandula tireoide (tireoidectomia) e tireoidectomia mais reposicdo com L- T4
respectivamente.

Fonte: Sousa (2017).

3.4 - Preparacéao do Coracao Isolado

Seguida a decapitacdo, o animal foi submetido a toracotomia e o
coracdo retirado e pesado. Em seguida, a artéria aorta ascendente foi
seccionada, canulada e fixada em uma céanula de aco inoxidavel (canula de
perfusdo) acoplada ao sistema de perfusdo — Langendorff, sendo o coracdo
submetido ao modelo de Isquemia/Reperfusdo, como previamente descrito
(TAVARES et al., 2013). Esse processo de canulagéo da aorta demorou tempo
inferior a 1,5 min.

A solucdo modificada de Krebs-Henseleit (KH), aqui chamada de
perfusato, que contém NacCl (118 mM), KCI (4,7 mM), CaClI2 (1,5 mM), MgSO4
(1,66 mM), NaHCO3 (24,88 mM), KH2PO4 (1,18 mM), dextrose 2g/L e agua bi-
destilada, pH 7,4, foi utilizada para perfundir o coracdo durante o experimento.
O perfusato foi preparado, filtrado (Swinnex® 47mm, poro da membrana 0,22
uUM), e o pH foi ajustado por continua gaseificagdo com uma mistura de 95%
02/5% CO2.

O perfusato foi perfundido retrogradamente, de acordo com o Método de
Langendorff (SKRZYPIEC-SPRING et al., 2007)(Figuras 11 e 12), através da
aorta ascendente, a 37°C, a um fluxo constante (10ml/min) e sem recirculacao.
Conectado a canula de perfusdo, um transdutor de pressao (PowerLab/8SP,
AD Instruments) aferiu a resisténcia imposta pelas artérias coronérias ao fluxo
aplicado. Um baldo fino de latex, preenchido com agua, foi inserido no
ventriculo esquerdo e conectado ao transdutor de presséo (PowerLab/8SP, AD
Instruments) para avaliar a fungdo ventricular. O volume do balonete foi
ajustado, inicialmente, para uma pressao diastolica final de 8 mmHg
(TAVARES et., 2013).Todos os corac¢des foram submetidos ao processo de
Isquemia/Reperfusdo obedecendo a um protocolo experimental de 30 minutos
de estabilizacdo, 20 minutos de isquemia global (fluxo=0) e posterior

restauracdo do fluxo, com 45 minutos de reperfuséo, de acordo com trabalho
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prévio (TAVARES et al., 2013). Foram avaliados o ultimo minuto do periodo de
estabilizacdo e o ultimo minuto dos 45 minutos de reperfuséo.

Ao término do experimento, o coracdo foi armazenado no freezer -80 para
futuras determinacdes.

O aparato de perfusdo do coracdo permite a avaliacdo da forca de
contracao (efeito ionotropico), frequéncia cardiaca (efeito cronotrépico) e
efeitos vasculares coronarianos, sem a influéncia humoral e nervosa que
ocorrem sobre o sistema cardiovascular em um animal intacto. Assim, 0s
parametros fisioldgicos, além da pressdo de perfusdo e da temperatura da
solucéo podem ser aferidos durante todo o processo experimental. ISso ocorre
uma vez que o sistema de perfusdo estd conectado a um aquisitor de sinais
(PowerLab) onde estes sao digitalizados e analisados por um software
especifico (LabChart 7). O sistema permite ainda a realizacdo dos
experimentos fixando um dos parametros de perfusédo: ou a presséo constante
ou o fluxo constante; optamos pela realizagdo dos experimentos com fluxo de
perfusdo constante. Esta escolha baseou-se no fato de conseguirmos, desta
forma, inferir informacfes relativas ao efeito dos estimulos empregados
(diminuicdo dos horménios tiroideanos ou diminuicdo dos hormoénios ovarianos)

sobre a reatividade vascular das coronérias, o que é de grande interesse para

7
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Figura 11. Sistema de perfusdo de Figura 12: Coragdo de rato canulado no sistema
coracéo isolado - Langendorff. de perfuséo.

Fonte: ADInstruments
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3.5 - Aquisicédo de dados

Durante os experimentos de coracdo isolado, alguns parametros
cardiacos foram aferidos: Pressdo Desenvolvida pelo Ventriculo Esquerdo
(LVDP), que representa a diferenca entre a Pressdo Sistolica (LVSP) e a
Pressao Diastdlica Final do Ventriculo Esquerdo (LVEDP); Pressdo Diastélica
Final (EDP), que € a for¢ca ou carga aplicada ao coracao no final da diastole;
+dP/dt (12 derivada positiva das pressdes) e -dP/dt (12 derivada negativa das
pressbes), que sao indices que indicam a capacidade de contratilidade e a
velocidade de relaxamento do coracgdo, respectivamente; a Frequéncia
cardiaca e a Pressédo de Perfusdo. Todos estes parametros foram monitorados
continuamente por um sistema de registro (PowerLab-Lab Chart 7,
ADInstruments, EUA). A figura a seguir mostra o exemplo de um registro do
coracdo de um animal controle, no qual estdo evidenciados,na ordem, 0sS
parametros referentes a pressao de perfusdo (em mmHg), pressao ventricular

(em mmHgQ) e frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto) (Figura 13).
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Figura 13.Exemplo de um registro gerado pelo software LabChart 8.0. Avaliacdo dos
parametros: pressao de perfuséo, presséo ventricular e frequéncia cardiaca..

Fonte: Sousa (2017).

3.6 - Analise estatistica
Os dados obtidos foram descritos em média * erro padrdo. Ovalorde “n”

corresponde ao numero de animais utilizados. A andlise foi feita usando o
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software GraphPad (Prism 6). Os resultados foram analisados e comparados
utilizando-se a Andlise de Variancia (ANOVA one way) para comparacao dos
grupos Controle, Hipo e HTS, ou teste t de Student, para comparacdo dos
grupos controle e Oo. Valores de p<0,05, foram considerados estatisticamente

significantes.
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados serdo divididos em dois capitulos: no
primeiro iremos apresentar os dados referentes aos grupos hipotiroideos:
experimental e subclinico. No segundo capitulo serdo apresentados os dados

referentes ao grupo ooforectomizado.

4.1 - Caracterizacao dos Hipotireoidismos
A confirmacdo dos modelos experimentais foi avaliada através das
dosagens hormonais séricas de T3, T4, TSH totais, de acordo com os dados

que se seguem.

4.1.1 Quantificag@o dos niveis séricos de T3 total
A analise das concentracdes séricas de T3 mostrou que ndo houve

diferenca significativa entre 0s grupos experimentais avaliados (Figura 14).
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Figura 14. Andlise da dosagem do T3 sérico total (em ug/dl). (HTS) Hipotireoidismo subclinico e
(Hipo) Hipotireoidismo. Dados apresentados em média + erro padrdo. Teste ANOVA one-way e
pos-teste de Tukey(p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).

4.1.2 Quantificacdo dos niveis séricos de T4 total
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No que diz respeito a concentragdo de T4, o hipotireoidismo
experimental determinou uma reducao significativa nas concentragbes seéricas
totais deste horménio, em relacdo aos grupos controle e ao hipotireoidismo
subclinico (HTS) (Figura 15).
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Figura 15. Analise da dosagem do T4 sérico total(em ug/dl). (HTS) Hipotireoidismo subclinico e
(Hipo) Hipotireoidismo. Dados apresentados em média + erro padrdo. Teste ANOVA one-way e
pos-teste de Tukey.* vs controle, # vs Hipotireoidismo subclinico. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).

4.1.3 Quantificacao dos niveis séricos de TSH total

As duas condicfes de hipotireoidismo, experimental e subclinico, foram
capazes de elevar significativamente os niveis de TSH quando comparados
aqueles dos animais do grupo controle (Figura 16).
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Figura 16. Analise plasmatica da dosagem do TSH sérico total (em ug/dl). (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo (HTS + OO).Dados apresentados em média
+ erro padrdo. Teste ANOVA one-way e pos-teste de Tukey.* vs controle, # vs Hipotireoidismo
subclinico (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).

4.2 Efeito do Hipotireoidismo subclinico e do Hipotireoidismo sobre o
peso corporal

Todos os animais apresentavam pesos similares antes da inducdo do
protocolo experimental. A avaliacdo das alteracbes no peso corporal dos
animais mostra que, a excecao do grupo HTS, todos tiveram aumento de peso
corporal ao longo do tempo do protocolo experimental. No entanto, o ganho de

peso do grupo hipo foi menor quando comparado ao grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise do peso corpdreo inicial e final nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Peso inicial (g) Peso final (g) Delta (g)
Controle (N=8) 20637570 235139 2662 12,01
HTS (N=12) 2001 +37 200875 +127 0,125 +10 96"

Hipo (N=7) 204 857+ 285 206285+ 256 142 +1039*

Peso corpéreo (em @).(HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados
apresentados em média * desvio-padrdo. Teste ANOVA one-way e poOs-teste de Tukey. * vs
controle. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).

4.3 Caracterizacéo da ooforectomia
A confirmacédo do modelo experimental foi avaliada através da dosagem

hormonal sérica de estradiol, como apresentado no grafico a seguir.

4.3.1 Quantificagdo dos niveis séricos de estradiol total

Conforme pode ser observado, a condi¢cdo experimental de ooforectomia
levou a reducdo da concentracdo de estradiol quando comparada a dos
animais pertencentes ao grupo controle (figura 17), o que confirma a eficiéncia
da cirurgia realizada.
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Figura 17. Analiseda concentracdo de estradiol sérico total (em ug/dl). (OO) Ooforectomizado.
Dados apresentados em média + erro padréo. Teste t de Student. * vs controle (p<0,05).
Fonte: Sousa (2017).

4.4 Efeito da ooforectomia sobre o peso corporal

Antes do inicio dos tratamentos os animais do grupo OO apresentavam
peso corporal similar ao do grupo controle. A analise da evolu¢do do peso
corporal dos animais mostra, no entanto, que o ganho de peso corporal foi mais
acentuado nos animais do grupo OO em comparacdo aqueles do controle
(Tabela 2).
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Tabela 2. Analise do peso corpdreo inicial e final nos dois diferentes grupos experimentais.

Grupos Peso inicial (g) Peso final (g) Delta (g)
Controle (N=8) 20637570 235139 2862 £1201
00 (N=8) 20337542 288875+ 163 855 +1840%

Peso corporeo (em g).(0O0) Ooforectomizado e controle. Dados apresentados em média +
desvio-padrdo. Teste t de Student. * vs controle. (p<0,05).
Fonte: Sousa (2017).

4.5 Diferentes fases do ciclo estral e funcédo cardiaca

Durante as quatro fases do ciclo reprodutivo das ratas € possivel
observar variacdes de diferentes tipos de hormoénios, inclusive do estradiol.
Para nos certificarmos de que a funcdo cardiaca avaliada no modelo de
coracao isolado n&o sofreria interferéncia dessa variagdo hormonal que ocorre
ao longo da fase estral das ratas, um pequeno numero de experimentos foi
previamente realizado. Para tal, avaliamos a funcéo cardiaca antes e depois da
isquemia, em quatro grupos divididos de acordo com a fase do ciclo estral em
que as ratas se encontravam. Conforme pode ser observado a seguir,
independentemente da fase do ciclo estral, os parametros de funcdo cardiaca
nao se alteram significativamente no modelo de corac¢do isolado, tanto antes
como depois de um quadro de isquemia com reperfusao por 35 min (figuras 18,
19).
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Figura 18. Analise da presséo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), em milimetros de
mercdrio (mmHg), no periodo de estabilizacdo nas diferentes fases do ciclo estral. Dados
apresentados em média + erro-padrao. Teste ANOVA one-way e poés-teste de Tukey.Fonte:
Sousa (2017).
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Figura 19. Andlise da presséo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), exibido como %
em comparacao ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de reperfusdo. O 100%
refere-se ao tempo de estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo da
porcentagem de mudancas dos parametros comparados nos diferentes tempos. Teste ANOVA
one-way e pos-teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).
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4.6 Efeito do Hipotireoidismo subclinico e do Hipotireoidismo
experimental, sobre parametros da fungéo cardiaca em coragdes isolados
de ratas submetidas a situacéo de isquemia e reperfusédo por 35 min

4.6.1 Pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP)

Em todos os tempos avaliados, bem como durante o periodo de
estabilizacdo, ndo foram encontradas alteracdes significativas na LVDP entre
os diferentes grupos experimentais no presente estudo. Apresentaremos nesse
estudo os dados referentes aos parametros cardiacos apés 35 minutos de
reperfusdo pos-isquemia (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Andlise da presséo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), em milimetros de
mercario (mmHg), no periodo de estabilizacdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo)
Hipotireoidismo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e pés-
teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 21. Analise da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), exibido como %
em comparagéo ao controle (periodo de estabiliza¢éo), aos 35 minutos de reperfusdo. (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de
estabilizac@o. Dados apresentados em média + erro-padrdo da porcentagem de mudancas dos
pardmetros comparados nos diferentes tempos. Teste ANOVA one-way e pos-teste de Tukey.
Fonte: Sousa (2017).

4.6.2 Presséao diastélica final (EDP)

No periodo de estabilizacdo ndo houve diferenca entre 0s grupos
experimentais (Figura 22). Ja ap6s 35 min de reperfusdo, 0s animais
submetidos do grupo Hipo exibiram uma EDP significativamente menor em
relacdo ao grupo controle (86,5 + 21,9 vs. 335,0 + 136,3, respectivamente)
(Figura 23).
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Figura 22. Andlise da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (EDP) em mmHg, no
periodo de estabilizacdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados
apresentados em média * erro-padréo. Teste ANOVA one-way e pds-teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 23. Analise da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (EDP), exibidocomo % em
comparacdo ao respectivo periodo de estabilizagdo, ap6s35 min. de reperfusdo. (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de
estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e poés-
teste de Tukey.* vs controle, # vs Hipotireoidismo subclinico (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).

4.6.3 Primeira derivada positiva das pressdes (+dP/dt)
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A +dP/dt foi significativamente reduzida no grupo Hipo em relagédo ao
grupo controle e ao grupo HTS no periodo de estabilizacdo (1073,8 + 358,1
mmHg no Hipo vs. 2312,5+549,9 mmHg no controle e vs. 2790,9 + 719,0
mmHg no HTS) (Figura 24). ApGs isquemia e reperfusdo por 35 min o grupo

Hipo aumentou significativamente a +dP/dt em relacdo ao controle (Figura 25).

+dP/dt Estabilizacéao
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Figura 24. Andlise da primeira derivada positiva das pressfes (+dP/dt) em mmHg no periodo
de estabilizacdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados
apresentados em média * erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e poés-teste de Tukey.* vs
controle, # Hipotireoidismo subclinico (p<0,05).
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Figura 25. Analise da primeira derivada positiva de pressao por tempo (+dP/dt), exibida % em
comparacdo ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de reperfusdo. (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de
estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e pds-
teste de Fisher's.* vs controle , # Hipotireoidismo subclinico (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017)

4.6.4 Primeira Derivada Negativa das Pressdes (-dP/dt)

No periodo de estabilizacdo os animais do grupo hipotireoidismo
apresentaram uma reducdo significativa da -dP/dt em relacdo aos grupos
controle e HTS(-610,5 + 223,3 Hipo vs. -1244,2 + 211,6 controle e vs. -1504,6 +
341,3 HTS)(Figura 26). Durante a reperfuséo foi possivel notar um aumento da
recuperacdo no que se refere a -dP/dt no grupo Hipo, em comparacao aos
grupos controle e HTS (99,5 + 17,0 Hipo vs. 73,4 + 13,1 controle e vs. 77,7 *
16,8HTS) (Figura 27).
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Figura 26. Analise da primeira derivada negativa de presséo por tempo (-dP/dt) em mmHg, no
periodo de estabilizacdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados
apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e poés-teste de Tukey. * vs
controle, # vs Hipotireoidismo subclinico. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 27. Analise da primeira derivada negativa de presséo por tempo (-dP/dt), exibido como
% em comparacédo ao controle (periodo de estabilizacao), aos 35 minutos de reperfuséo. (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de
estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e pés-
teste de Tukey.* vs controle, # vs Hipotireoidismo subclinico (P<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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4.6.5 Frequéncia Cardiaca

Durante a estabilizacdo os coracdes dos animais do grupo induzido ao
hipotireoidismo apresentaram frequéncia cardiaca significativamente inferior
aguela dos coragdes dos grupos controle e HTS (150,1+ 15,0 Hipo vs.244,6 +
21,2 controle e vs. 236,6 + 35,7 HTS)(Figura 28). Porém, essa diferenca néo foi

observada apo6s 35 min de isquemia (Figura 29)
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Figura 28. Andlise da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto BPM, no periodo de
estabilizacdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados apresentados
em meédia + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e pés-teste de Tukey.* vs controle, # vs
Hipotireoidismo subclinico (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017
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Figura 29. Andlise da frequéncia cardiaca, em batimentos por minuto (BPM), ap6s35 min. de
reperfusdo, exibida como % em comparacdo ao respectivo periodo de estabilizacdo.(HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de
estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e poés-
teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).

4.6.6 Pressao de perfusao
A pressdo de perfusdo foi semelhante entre os grupos, tanto na

estabilizacao (Figura 30) como apds 35 min de reperfusao (Figura 31).
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Figura 30. Analise da pressdao de perfusdo no periodo estabilizacdo em mmHg. (HTS)
Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. Dados apresentados em média + erro-
padrdo. Teste ANOVA one-way e pOs-teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).


http://www.sinonimos.com.br/exibido/

60

Pressdao de Perfusdo 35 minutos

150

100"

o
o
1

% em relagdo ao tempo de estabilizacédo
o
L

Figura 31. Analise da presséo de perfusdo em (mmHg), exibida como % em comparacdo ao
respectivo periodo de estabilizagdo, apds 35 min de reperfusdo.(HTS) Hipotireoidismo
subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao tempo de estabilizagdo. Dados
apresentados em média * erro-padrdo. Teste ANOVA one-way e pds-teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017).

4.7 Efeito da ooforectomia, sobre parametros da funcdo cardiaca em
coracbes isolados de ratas submetidas a situacdo de isquemia e
reperfusao.

Apb6s avaliarmos todos os parametros da fungéo cardiaca, LVDP, EDP,
+dP/dt, -dP/dt, Frequéncia cardiaca e Pressdo de perfusdo, observamos nao
haver diferenca estatistica entre o grupo de animais ooforectomizados e o
controle tanto no periodo de estabilizacdo como no periodo de reperfusédo

conforme pode se percebido nos gréaficos a seguir.
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Figura 32. Analise da presséo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), em milimetros de
mercdrio (mmHg), no periodo de estabilizagao. (Oo) Ooforectomia. Dados apresentados em
média + erro-padréo. Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 33. Anélise da pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP), exibido como %
em compara¢do ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de reperfusdo. (00)
Ooforectomia. O 100% refere-se ao tempo de estabilizagdo. Dados apresentados em média *
erro-padrdo da porcentagem de mudancas dos pardmetros comparados nos diferentes tempos.
Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 34. Andlise da pressédo diastdlica final do ventriculo esquerdo (EDP) em mmHg, no
periodo de estabilizacdo. (Oo) Ooforectomia. Dados apresentados em meédia + erro-padréo.
Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 35. Andlise aa pressédo diastdlica final do ventriculo esquerdo (EDP), exibido como %
em compara¢do ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de reperfusdo. (00)
Ooforectomia. O 100% refere-se ao tempo de estabilizacdo. Dados apresentados em média +
erro-padrdo. Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017)
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Figura 36. Andlise da primeira derivada positiva das pressfes (+dP/dt) em mmHg no periodo
de estabilizacédo. (Oo) Ooforectomia. Dados apresentados em média + erro-padrédo. Teste t de
Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017)
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Figura 37. Andlise da primeira derivada positiva de pressao por tempo (+dP/dt), exibida % em
comparacdo ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de reperfusdo. (00)
Ooforectomia. O 100% refere-se ao tempo de estabilizacdo. Dados apresentados em média +
erro-padrdo. Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).



64

-dP/dt (Estabilizacéo)

0=
o -500 A
I
£
= -1000 -
+
-1500 T T
e )
o ©
<&
00

Figura 38. Analise da primeira derivada negativa de presséo por tempo (-dP/dt) em mmHg, no
periodo de estabilizacdo. (Oo) Ooforectomia. Dados apresentados em média + erro-padréo.
Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 39. Andlise da primeira derivada negativa de pressédo por tempo (-dP/dt), exibido como
% em comparacao ao controle (periodo de estabiliza¢@o), aos 35 minutos de reperfuséo. (00)
Ooforectomia. O 100% refere-se ao tempo de estabilizacdo. Dados apresentados em média +
erro-padrdo. Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 40. Andlise da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto BPM, no periodo de
estabilizacdo. (Oo) Ooforectomia. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste t de
Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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Figura 41. Andlise da frequéncia cardiaca apresentada em batimentos por minuto (BPM),
exibido como % em comparacdo ao controle (periodo de estabilizacdo), aos 35 minutos de
reperfusdo. (HTS) Hipotireoidismo subclinico e (Hipo) Hipotireoidismo. O 100% refere-se ao
tempo de estabilizacdo. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste ANOVA one-way
e pos-teste de Tukey.

Fonte: Sousa (2017
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Figura 42. Analise da pressdo de perfusdo no periodo estabilizacdo em mmHg. (Oo)
Ooforectomia. Dados apresentados em média + erro-padrdo. Teste t de Student. (p<0,05).
Fonte: Sousa (2017).

Pressdo de Perfusdo 35 minutos

o
L]
o
©
N 1501
=
s
n
o
o
- 1004 ---
o
o
£
2
o -
S 50
o
uT
On
o
[0}
0-
1S
[<}] \@ Oo
N3 <0
Q
Qo
@

Figura 43. Analise da pressédo de perfusdo em (mmHg), exibido como % em comparacdo ao
controle (periodo de estabilizacao), no tempo de reperfusdo de 35 minutos. (Oo) Ooforectomia.
O 100% refere-se ao tempo de estabilizacdo. Teste t de Student. (p<0,05).

Fonte: Sousa (2017).
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5. Discussao

Ultimamente, a comunidade cientifica vem relacionando a diminui¢do
dos niveis dos hormonios tireoidianos e ovarianos com o aumento de doencas
cardiacas. Essas correlacdes sdo baseadas no fato de que na pdés-menopausa,
periodo em que h& diminuicdo brusca da atividade ovariana e gradativa da
atividade tireoidiana, aumenta o risco de doencas cardiacas (HAK et al., 2000;
IRIGOYEN et al., 2005; KONG et al., 2015; LONDONFO et al., 2011; MAZER,
2004b).

Neste sentido, nos investigamos o efeito do hipotireoidismo, do
hipotireoidismo subclinico, da diminuicdo dos niveis de horménios ovarianos,
induzido por ooforectomia, e do hipotireoidismo subclinico juntamente com a
diminuicdo dos niveis de hormbnios ovarianos, no que diz respeito a funcéo
cardiaca apos um evento de I/R. Nossos resultados mostram que apés I/R, a
auséncia de hormdnios ovarianos, a presenca do hipotireoidismo subclinico ou
mesmo as duas condicdes estabelecidas no mesmo animal, ndo foram
suficientes para alterar a recuperacédo cardiaca ap0s um evento isquémico. Ja
a condicao de hipotireoidismo foi capaz de prevenir a contratura isquémica, o
inotropismo negativo e o lusinotropismo negativo apds o quadro de I/R. No
entanto, vale ressaltar que esses parametros, com excecdo da EDP,
encontravam-se diminuidos no periodo de estabilizac&o, por isso ndo podemos

considerar que hipotireoidismo seja uma condicéo cardioprotetora.

5.1 Confirmacdo e caracterizacdo do modelo experimental de (1)
hipotireoidismo, (2) hipotireoidismo subclinico, (3) diminui¢cdo dos niveis
de horménios ovarianos e (4) hipotireoidismo subclinico e diminuigdo dos
niveis de hormdnios ovarianos.

Nesta parte do trabalho foram avaliados alguns parametros como 0s
niveis hormonais de T3, T4, TSH e estradiol, o peso corpéreo, do coragdo, do
Gtero nos diferentes grupos com o objetivo de confirmar as condi¢cdes
experimentais nestes animais.

Carneiro Ramos e colaboradores (2007) descreveram que ratos

hipotireoideos apresentam niveis de horménios tireoidianos séricos diminuidos
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apos 14 dias de tireoidectomia em comparacdo aos animais controle, além de
diminuicdo do peso corpéreo e da massa cardiaca, corroborando com 0s
nossos achados.

Os hormonios tireoidianos sdo determinantes no controle das taxas
metabodlicas basais em animais homeotérmicos. No entanto, ratos
hipotireoideos parecem né&o ter esta capacidade prejudicada (CURCIO et al.,
1999). Curcio e coautores demostraram que o hipotireoidismo diminuiu o
volume de adipdocitos em 50%, e mesmo quando alimentados com dieta
hipercal6rica tinham 30% menos gordura corporal do que o0s controles.
Também foi mostrado, nesse mesmo trabalho, que o hipotireoidismo reduz a
absorcdo de nutrientes e, portanto, a ingestdo de energia ndo € traduzida em
energia absorvida / metabolizada. Além disso, a atividade simpatica pode estar
envolvida nesse evento, ja que ratos que nao podem sintetizar catecolaminas
como noradrenalina ou adrenalina, ndo s&o obesos (THOMAS; PALMITER,
1997). Mano e colaboradores (1998) demonstraram que o hipotireoidismo
induzido em animais, foi capaz de diminuir as concentracdes de catecolaminas
em diferentes tipos de tecidos.

Além de diminuir o peso corpdreo, hipotireoidismo tem sido associado a
uma diminuicdo da massa cardiaca, devido a reducao da expressao de genes
e proteinas citoplasmaticas (KLEIN, 1988; BUPHA-INTR et al., 2006). Carneiro-
Ramos e colaboradores mostraram que o hipotireoidismo por 14 dias em ratos,
promoveu diminuicdo dos niveis de expressao génica do fator natriurético atrial
(ANF), um marcador de hipertrofia cardiaca, seguido por atrofia nos ventriculos
direito e esquerdo.

O hipotireoidismo subclinico, diferente do hipotireoidismo, ¢é
caracterizado por elevacado dos niveis de TSH frente aos niveis normais de T3
e T4. Neste estudo, o estado de hipotireoidismo subclinico foi comprovado 15
dias apés a inducédo, ao detectar altas concentracdes de TSH e niveis normais
de T3 e T4 no soro dos animais pertencentes a esse grupo. Yang e
colaboradores (2014), utilizando protocolo semelhante, observaram aumento
nos niveis de TSH e niveis normais de hormonios tireoidianos apos 8 semanas.
Resultados parecidos foram obtidos por Liu et al (2010), que avaliou a prole de

ratas com hipotireoidismo subclinico.
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Tanto em ratas como em mulheres, a queda nos niveis de horménios
ovarianos, tem como efeitos secundarios, a diminuicdo da massa uterina e o
aumento da massa corporea. Neste trabalho, observamos que o declinio nos
niveis de hormonios ovarianos, por ooforectomia, levou a diminuicdo da massa
uterina e aumento do peso corpoéreo, corroborando com achados da literatura
(DANTAS et al., 2004; BERGER; EL-ALFY; LABRIE, 2008).

Os estrogénios participam da proliferacdo celular do tecido vaginal e
uterino. Ratas ooforectomizadas podem apresentar diminuicdo da espessura
do epitelial vaginal e na quantidade de camadas de células epiteliais uterinas
(SUZUKI et al., 1996). A ooforectomia também pode levar ao aumento de
expressdo de algumas proteinases, como metaloproteinases e
serinoproteinases, no utero. No entanto, este aumento pode ser inibido pelo
estrogénio, 0 que sugere a participacdo dessas proteinases na regressao
uterina apoés a ooforectomia (SUZUKI et al., 1996b).

Segundo Hamilton et al (2016), tanto o envelhecimento quanto a
diminuicdo nos niveis de estrégeno por deficiéncia ovariana, estdo associados
ao aumento da susceptibilidade a obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina
e reducdo do metabolismo. Neste trabalho, Hamilton e colaboradores
observaram, apés 11 semanas, que a ooforectomia promoveu resisténcia a
insulina, diminuicdo da atividade metabdlica e aumento da massa corporea. Em
outro estudo, camundongos ooforectomizadas foram submetidos a dieta
hiperlipidica. O estrogeno diminuiu significativamente a obesidade e a
intolerdncia a glicose ao controlar a expressdo de genes adipogénicos
(STUBBINS et al., 2012). Durante o periodo de diestro, momento em que ha
baixa concentracdo de estrogenos circulantes, as ratas exibem maior consumo
alimentar, que é reduzido durante as fases de proestro e estro (ECKEL et al.,
2000). Mieli e colaboradores (2004), evidenciaram que animais
ooforectomizados, por médios e longos periodos, aumentam a ingesta de
alimentos e a massa gorda. Neste mesmo trabalho, observou-se uma
correlacdo positiva entre a massa total de gordura e os niveis plasmaticos de

leptina.

5.2 Efeito do hipotireoidismo sobre parametros cardiacos apds um evento

de isquemia e reperfuséo
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A disfuncéo cardiaca associada ao hipotireoidismo esté relacionada com
a diminuicdo da funcdo sistdlica, diastdlica e frequéncia cardiaca. Esta
disfuncédo se da, pelo menos em parte, por perturbacbes da homeostase de
calcio, como resultado da diminuicdo da expressao de proteinas de ciclagem
deste ion e por mudancas que ocorrem na expressao da isoforma de miosina
de cadeia pesada (MHC) (BERS, 2002; MOURQUZIS et al., 2009; VAN DER
VELDEN, 2011; DONG et al., 2016).

O hipotireoidismo é tdo marcante na funcéo cardiaca que a deficiéncia
de hormonios tireoidianos na vida fetal pode atenuar as func¢des cardiacas
normais, incluindo frequéncia cardiaca + dp/dt durante a idade adulta, o que
estd relacionado com o aumento da expressdo de B-MHC e diminuicdo da
expressdo de a-MHC (MOUROUZIS et al.,, 2009; YOUSEFZADEH; JEDDI;
ALIPOUR, 2016). As alteracbes nas proporcdes dessas proteinas estdo
diretamente relacionadas ao nivel de desempenho mecéanico do coracdo. A
Beta-MHC apresenta menor atividade da adenosina trifosfatase, seguido por
menor velocidade de deslizamento do filamento, no entanto, pode gerar forca
de ponte cruzada com uma maior economia de uso de energia quando
comparaa alfa-MHC (HARRIS et al., 1994; SUGIURA et al., 1998).

Essa isoforma € vista como sendo energeticamente favoravel, em
condicbes desafiadoras para o miocardio, no entanto, isso pode ser
compensado pela funcdo cardiaca deprimida (KRENZ; ROBBINS, 2004).
Provavelmente este evento acontece como resposta adaptativa no intuito de
preservar a energia (KRENZ; ROBBINS, 2004).

No presente trabalho, foi visto que o0s coracbes hipotireoideos
apresentaram atividades cronotropica (FC), lusinotropica (-dP/dt) e inotrépica
(+dP/dt) reduzidas desde o periodo de estabilizacdo. No entanto esse perfil ndo
sofreu alteracdo apdés um e evento de isquemia e reperfusdo. Portanto, 0s
coracBes hipotireoideos podem suportar melhor a lesdo por isquemia e
reperfusao do que coragbes normais. O que sugere que 0s coracdes dos ratos
hipotireoideos possuem diminuicdo no metabolismo cardiaco, corroborando
com relatos da literatura (ZHANG et al.,, 2002; PANTOS et al., 2003;
MOUROQUZIS et al., 2009; JEDDI; ZAMAN; GHASEMI, 2015).

Esses resultados apoiam a opinido de que, nem sempre, 0 miocardio

doente pode ser vulneravel a lesdo por I/R, principalmente no que concerne a
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sua funcionalidade (FRIEHS; DEL NIDO, 2003; PANTOS; MOUROUZIS;
COKKINQOS, 2007; MOURQUZIS et al., 2009).

Apoés o inicio dos sintomas do infarto do miocardio os niveis de T3
podem ser rapidamente regulados para baixo, visto que a conversao de T4 em
T3 reverso € aumentada nessa condicdo (OHYAMA et al., 1987; FRIBERG et
al., 2002). Na presenca de disfuncdo cardiaca essa queda é ainda mais
pronunciada. Ao que tudo indica a diminuicdo dos niveis de hormonios
tireoidianos parece ser, agudamente, proporcional aos danos causados pela
isquemia (OHYAMA et al., 1987; FRIBERG et al., 2002).

Este efeito pode ser inicialmente atribuido a modificagbes no
metabolismo e no uso da energia que ocorre no coracdo hipotireoidiano.
Efetivamente o consumo de oxigénio é diminuido em coracdes hipotireoideos
dado a superioridade da Isoforma miosina de cadeia lenta o que favorece o
aumento de glicogénio no miocardio (ABE; OBATA; TANAKA, 1992; PANTOS
et al., 2005). Neste sentido Abe e colaboradores (1992) mostraram que durante
a isquemia os niveis de trifosfato de adenosina (ATP) decaem vagarosamente
em coracgdes hipotireoideos, e foram maiores na reperfusdo, diferentemente
dos coracgBes controle (ABE; OBATA; TANAKA, 1992). Assim, o glicogénio preé-
isquémico mais elevado e a glicélise retardada sao provavelmente mediadores
importantes na tolerancia isquémica observada nos coracfes hipotireoideos.
No nosso estudo, apesar de ndo termos feito essas medicfes, 0os parametros
pré e pos-isquémicos registrados, fazem-nos acreditar, junto aos relatos da
literatura, que os coracdes hipotireoideos aqui avaliados, apresentavam este
metabolismo energético, ja que o hipotireoidismo classicamente aumenta

expressao da isoforma B-MHC que se utiliza deste metabolismo.

5.3 Efeito das diferentes fases do ciclo estral sobre os parametros
cardiacos, ap6s evento de isquemia e reperfusédo

Neste segmento do estudo foram avaliados alguns parametros
cardiacos, antes e ap0s a isquemia, nas quatro fases do ciclo estral com o
objetivo de confirmar que essas flutuacbes hormonais nao interferiam na
funcdo cardiaca dos animais aqui avaliados.

Ao o que tudo indica as diferentes fases do ciclo estral podem ou nao

modificar a funcao cardiaca dependendo do tipo de injuria causada ao coracao.
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Yang e colaboradores, concluiram que a fase do ciclo estral influencia na
funcéo cardiaca ap6s o trauma-hemorragico, uma vez que fémeas em proestro
nao sofreram alteracdes na funcéo cardiaca apos este tipo de trauma (YANG et
al., 2006). Em casos de injuria direta, como na isquemia e reperfusdo, a
resposta pode ser diferente. Frasier e colaboradores descreveram que a fungdo
cardiaca ap6s um evento isquémico, tanto em vivo como em ex-Vivo,
independe da fase do ciclo estral, principalmente no que se refere a frequéncia
cardiaca, gravidade das arritmias, pressao de perfusdo e LVDP (FRASIER et
al., 2013).

No presente projeto, mesmo 0S grupos experimentais estando em
diferentes fases do ciclo estral, ndo foram observadas diferencas na LVDP,
tanto antes como depois do evento isquémico, 0 que comprova que as
pequenas oscilagcbes hormonais ocorridas nas diferentes fases do ciclo estral
sdo indiferentes para a funcdo cardiaca tanto antes como depois de um quadro
de isquemia e reperfusao.

Apos confirmarmos que as oscilagcdes hormonais encontradas no
decorrer de quatro dias ndo modifica a funcdo cardiaca mesmo apds um
episodio isquémico, resolvemos entdo restringir um grupo de animais jovens,
por quatro semanas, a presenca dos horménios ovarianos, e assim descrever
qual é a importancia desses horménios para a funcdo cardiaca frente a um

quadro isquémico.

5.4 Efeito da ooforectomia sobre parametros cardiacos apés um evento
de isquemia e reperfuséao

A diminuicdo dos niveis de horménios ovarianos esta sendo relacionada
com alteracdes na funcdo cardiaca ap6s um evento isquémico (KIM et al.,
1996; MCNULTY et al., 2000) e que o risco de Obito por decorréncia deste
evento pode ser reduzido com a terapia de estrogénio (ET). No entanto, essa
reducdo depende muito da magnitude da duracdo da interrupcéo do
fornecimento de sangue (BULKLEY, 1987), da idade do individuo e do tempo
relativo a auséncia de estrogeno (NAKAMURA et al., 1992; WONG et al.,
2006).

Nossos resultados atuais mostram claramente que a Ooforectomia, por

30 dias em ratas jovens, nao foi capaz de alterar nenhum dos parametros
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avaliados durante o periodo de reperfusdo apds um episédio isquémico com
duracéo de 20m.

Os efeitos da diminuicdo dos niveis de hormdnios ovarianos no coracao
tém sido objeto de muitas investigacfes. Alguns estudos mostram que a
deficiéncia de horménios ovarianos por curtos periodos (6 a 8 semanas),
produzido por oofoerectomia, ndo aumenta a incidéncia de arritmias ou o
tamanho do infarto do miocardio (MCNULTY et al., 2000), o que corrobora com
estudos atuais (GOYAL; SEMWAL; YADAYV, 2016). Liu e colaboradores (2004)
avaliaram a funcdo cardiaca de ratas Sprague-Dawley, trés meses depois da
cirurgia, e observaram o declinio da fungéo cardiaca que foi sustentada durante
a reperfusdo. Por outro lado, a ooforectomia por tempos mais curtos (14 dias),
também foi capaz de atenuar, em até duas vezes, a recuperacao da funcéo
cardiaca, como bomba, apés 60 minutos de isquemia com fluxo baixo (0,5 mL /
min, 60 min). Portanto, tanto o tempo de ooforectomia como o periodo de
isquemia pode influenciar na recuperacédo do tecido cardiaco apdés um evento
isquémico, citado em (BULKLEY, 1987; KALOGERIS et al., 2012). Todos os
tecidos podem resistir a periodos curtos de isquemia. No entanto, a exposi¢ao
prolongada a isquemia pode induzir a hibernagdo do miocardio, em que as
células cardiacas revertem para um feno6tipo metabdlico mais ancestral a fim de
sobreviver, mas com um custo de funcdo mecanica reduzida. Assim, as
respostas dos tecidos a isquemia / reperfusdo sao bimodais, dependendo da
duracédo da isquemia, citado em (BULKLEY, 1987; KALOGERIS et al., 2012).

Além disso, a idade do animal contribui diretamente para a dimenséo do
dano isquémico (WILLEMS et al., 2005). Os efeitos da deficiéncia de
estrogénio na funcédo cardiaca foram mais pronunciados em animais idosos, do
que em animais adultos (NAKAMURA et al., 1992). Isso sugere que outras
variaveis associadas a deficiéncia de estrégeno, como a idade, sao
necessarias para a piora na recuperagcao apos um evento isquémico.

O fato da ooforectomia, por 30 dias em ratas jovens, ndo alterar a
recuperacdo cardiaca apés uma isquemia de 20m, sugere, a0 menos
indiretamente, que a diminuicdo de estrégeno por si so, pelo menos por um
curto periodo, ndo € capaz de atenuar a recuperacdo cardiaca. Entretanto,
esses achados devem ser comprovados com estudos adicionais mais

conclusivos.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

- A auséncia dos hormoénios ovarianos por quatro semanas nao altera a
recuperacgao cardiaca ap0s um evento de isquemia seguida de reperfuséo.

- O hipotireoidismo subclinico ndo prejudica a recuperacdo funcional do
coracao apos isquemia acompanhada de reperfuséao.

- Os coracg0des hipotireoideos podem ser mais resistentes a lesdo por isquemia
seguida de reperfusdo, apesar de continuarem com a funcdo cardiaca

deprimida.
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