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RESUMO

Introducdo: Apos o infarto agudo do miocardio (IAM), o tratamento com hormdnios
da tireoide (HT) vem revelando efeitos cardioprotetores. Os HT, todavia, provocam
uma estimulacdo adrenérgica, induzindo elevacdo da frequéncia cardiaca, a qual
contribui para progressdo da disfungéo ventricular apés o IAM. O betabloqueador
carvedilol, entretanto, € capaz de bloquear a estimulacdo adrenérgica. Objetivo:
Avaliar o efeito da administracdo conjunta dos HT e do carvedilol sobre o coracao de
ratos submetidos ao IAM. Nesse contexto, enfocar nos efeitos dessa co-
administracdo sobre o remodelamento ventricular, a fungéo cardiaca e o estresse
oxidativo. Materiais e métodos: Ratos Wistar machos foram divididos em cinco
grupos (n=8-10/grupo): grupo sham (SHAM), grupo infarto (IM), grupo infarto+HT
(IM+HT), grupo infarto+carvedilol (IM+C) e grupo infarto+C+HT (IM+C+HT). Ap6s o
IAM, os grupos SHAM e IM receberam salina, e os tratados receberam seus
respectivos tratamentos por 12 dias por gavage. ApOs esse periodo, 0s animais
foram submetidos a uma avaliacdo ecocardiografica, e, posteriormente, ao
cateterismo venticular. Em seguida, os animais foram eutanasiados para a coleta do
coracao, do pulméo e do figado, para analises morfométricas e bioquimicas. Analise
estatistica: ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Nivel
de significancia P<0,05. Resultados: A respeito dos parametros morfomeétricos, foi
possivel verificar hipertrofia cardiaca nos grupos infartados tratados em relacdo aos
grupos SHAM e IM. Quanto aos parametros ecocardiograficos, 0os grupos tratados
demonstraram aumento da espessura da parede posterior na sistole, da fracdo de
ejecao e reducado do indice de tensédo de parede em comparacdo ao grupo IM. Os
grupos IM+C e IM+C+HT também apresentaram atenuacao da reducédo da mudanca
de area fracional e do aumento do volume sistolico final em relacédo aos grupos IM e
IM+HT. Quanto aos parametros hemodinamicos, houve reducéao das dP/dt maxima e
minima, da pressao sistélica do ventriculo esquerdo (VE) e aumento da presséo
diastdlica final do VE no grupo IM em comparacdo ao SHAM. Entretanto, todos
esses parametros foram revertidos nos grupos tratados. A frequéncia cardiaca
aumentou nos grupos IM+HT e IM+C+HT em relacdo aos outros grupos, mas
reduziu no grupo IM+C+HT em relacdo ao grupo IM+HT. Quanto aos parametros de
estresse oxidativo, verificou-se aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e reducao dos niveis de sulfidrilas no grupo IM e IM+C em relacdo ao grupo
SHAM, enquanto os grupos IM+HT e IM+C+HT néo foram diferentes do grupo
SHAM. Ainda, no grupo IM+C+HT, o co-tratamento apresentou efeito sinérgico na
reducdo dos niveis de ERO e no aumento da razdo GSH/GSSG. Concluséo: A co-
adminsitracdo do carvedilol e dos HT foi capaz de melhorar o remodelamento
ventricular e a funcdo cardiaca apés o IAM. Ainda, o carvedilol foi capaz de exercer
seu efeito betabloqueador no grupo IM+C+HT, uma vez que reduziu a frequéncia
cardiaca aumentada pelos HT. Além disso, a co-administracdo apresentou um
efeito sinérgico positivo nos parametros de estresse oxidativo, especificamente,
sobre os niveis de ERO e o balanco redox através da razdo GSH/GSSG, dessa
forma preservando a homeostase redox do tecido cardiaco.

Palavras-chave: Carvedilol. Hormonios da tireoide. Infarto agudo do miocardio.
Remodelamento ventricular. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: After acute myocardial infarction (AMI), treatment with thyroid
hormones (TH) has revealed cardioprotective effects. However, TH causes
adrenergic stimulation, which effect increase heart rate and this may contribute to
ventricular dysfunction progression after AMI. Meanwhile, the beta-blocker carvedilol
is able to block adrenergic stimulation. Aim: To evaluate the effects of TH and
carvedilol co-administration on the heart of rats submitted to AMI. In this context, it
focused on the effects of this co-administration on ventricular remodeling, cardiac
function and oxidative stress. Material and methods: Male Wistar rats were divided
in five groups (n=8-10/group): sham (SHAM), infarcted (MI), infarcted+TH (MI+TH),
infarcted+carvedilol (MI+C) and infarcted group+C+TH (IM+C+TH). Post-AMI, SHAM
and MI groups received saline, and the treated groups received their respective
treatments for 12 days by gavage. After this period, the animals were submitted to an
echocardiographic evaluation and, later, to the ventricular catheterization.
Afterwards, the animals were euthanized for the heart lung and liver collection, for
morphometric and biochemical analyzes. Statistical Analysis: One-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls test. Significance level P<0,05. Results:
Regarding the morphometric parameters, it was possible to verify cardiac
hypertrophy in the treated infarcted groups in relation to the SHAM and MI groups, as
well as there was no significant difference between the groups regarding pulmonary
and hepatic congestion. In relation to echocardiographic parameters, treated groups
showed an increase in systolic posterior wall thickness, ejection fraction and a
reduction in wall tension index compared to MI group. MI+C and MI+C+TH groups
also presented attenuation of the reduction in the fractional area change and of the
increase in the final systolic volume in relation to the MI and MI+TH groups.
Regarding the hemodynamic parameters, there was a reduction of the maximum and
minimum dP/dt, the left ventricular (LV) systolic pressure and an increase in the final
LV diastolic pressure in the MI group compared to SHAM. However, all these
parameters were reversed in the treated groups. The heart rate increased in the
MI+TH and MI+C+TH groups compared to the other groups, but decreased in the
MI+C+TH group compared to the MI+TH group. Regarding the parameters of
oxidative stress, there was an increase in the levels of reactive oxygen species
(ROS) and reduction of sulfhydryl levels in the Ml and MI+C groups compared to the
SHAM group, while the MI+TH and MI+C groups were not different from the SHAM
group. In addition, in the M+C+TH group, the co-treatment showed a synergic effect
in reducing ERO levels and increasing GSH/GSSG ratio. Conclusion: Co-
administration of carvedilol and TH was able to improve ventricular remodeling and
cardiac function after AMI. In addition, carvedilol was able to exert its betablocking
effect in the MI+C+TH group, since it reduced the heart rate increased by TH. In
addition, co-administration had a positive synergistic effect on oxidative stress
parameters, specifically on ROS levels and redox balance through the GSH/GSSG
ratio, thus preserving redox homeostasis of cardiac tissue.

Keywords: Carvedilol. Thyroid hormones. Acute myocardial infarction. Ventricular

remodeling. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1. INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO E REMODELAMENTO VENTRICULAR
POS-INFARTO

De acordo com os dados da Organizacdo Mundial da Saude (2008), as doencas
cardiovasculares séo a principal causa de morte no mundo todo, constituindo cerca
de 30% de todas as causas. Considerando apenas as doengas isquémicas do
coracdo, como o infarto agudo do miocardio (IAM), a contribuicdo € de
aproximadamente 13% (World Health Organization, 2008). No Brasil, as doencas
cardiovasculares também sao a principal causa de mortalidade na populacéo, dentre
as quais o IAM se destaca como priomordial razdo de morte isolada no pais. Ainda,
o IAM é responsavel por grande parte dos casos de insuficiéncia cardiaca no Brasil
(Datasus, 2012).

O IAM é uma doenca isquémica decorrente de uma deficiéncia perfusional do
tecido cardiaco, responsavel por levar a diminuicdo ou ao impedimento da chegada
de nutrientes e oxigénio aos cardiomidécitos, levando esses a morte celular. A causa
mais comum dessa doenca € a trombose coronaria decorrente da ruptura de uma
placa aterosclerdtica. Outras causas menos comuns sdo: embolia coronariana
devido a endocardite ou a trombose de protese valvar, vasoespasmo associado ao
consumo de cocaina, trombose coronariana associada a policitemia vera,
trombocitose, estado de hipercoagulacdo, anomalias congénitas coronarianas,
miocardite, etc (Libby et al., 2007; Gutiérrez e Bieber, 2002; Frangogiannis, 2015).
Dentre os fatores de risco para o IAM, podem ser citados: idade, género, historico
familiar, fumo, alcool, sedentarismo, dieta inadequada, hipertensédo, diabetes,
dislipidemias, sindrome metabdlica, entre outros (Boateng e Sanborn, 2013). O IAM
resulta em alteracbes complexas na arquitetura ventricular envolvendo tanto a area
infartada quanto o miocardio remanescente. O conjunto dessas alteracbes é
comumente referido como parte do “‘remodelamento ventricular’, o qual afeta a

funcao cardiaca, bem como o progndstico do paciente (Pfeffer e Braunwald, 1990).

A fase inicial do remodelamento ventricular, aproximadamente 6 horas apés o
insulto isquémico, €é marcada pela morte celular dos cardiomidcitos.

Simultaneamente a isso, pode ocorrer desintegracdo do coladgeno interfibrilar,
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levando a perda de tecido de sustentacdo. Isso torna a regido mais propensa a
distensdo e, consequentemente, mais suscetivel as deformacdes (Azevedo et al.,
2016). Assim, pode ocorrer deslizamento dos cardiomidcitos que sofreram morte
celular, com realinhamento dos cardiomiocitos na parede infartada (Olivetti et al.,
1990). Consequentemente, ocorre o processo chamado de expansdo do infarto,
caracterizado pelo afilamento e dilatacdo aguda da parede infartada (Pfeffer e
Braunwald, 1990). Tal expansao predispde ao aparecimento de ruptura ventricular e
representa o substrato anatdomico para a posterior formacdo de aneurismas
(Azevedo et al., 2016). Esta fase da expansdo do infarto € mais frequente em
pacientes com infarto transmural e ocorre antes da formacdo da cicatriz fibrosa
firme, sendo um processo que pode ocorrer horas a dias apds o infarto (Pontes e
Ledes, 2004). Ainda, depois 12-16 horas do IAM, ocorre formacdo de edema e
processo inflamatdrio sobre a regido infartada. Esse ultimo inclui uma resposta
envolvendo a migragdo de neutrofilos, linfocitos e macréfagos para a area
isquémica, com o objetivo de remover os cardiomidécitos, que sofreram morte celular,
e os debris celulares resultantes da degradacao da matriz extracelular cardiaca pos-
infarto. Cerca de 2 a 3 dias depois do insulto isquémico, ocorre a formacao do tecido
de granulacdo na periferia da éarea infartada. Esse tecido contém células
inflamatorias, fibroblastos e vasos sanguineos. Destaca-se o papel dos fibroblastos,
pois sdo as células responsaveis pela sintese e deposicdo de proteinas da matriz
extracelular (como a fibrina, fibronectina, tenascina, entre outras) e pela deposicéao
de colageno na area infartada, os quais sdo importantes requisitos para 0 processo
de formacdo da cicatriz. A partir de 2 a 3 semanas apés o IAM, o numero de células
do tecido de granulacdo comeca a decair, indicando o processo de maturacdo da

cicatriz (Blankesteijn et al., 2001).

Apés o IAM, em decorréncia da perda de tecido muscular, € comum ocorrer
gueda do volume ejetado, com aumento do volume sistolico e diastolico final do
ventriculo esquerdo. Isso leva, consequentemente, a uma sobrecarga de volume na
camara ventricular, resultando em aumento da tensdo parietal e na dilatacédo
ventricular (Zornoff et al., 2008). Cronicamente, o aumento da tenséo parietal sobre
o ventriculo pos-infarto expde as células musculares cardiacas sadias
remanescentes a uma maior carga de trabalho. Acredita-se que a exposicdo a

sobrecarga de trabalho e consequente distensdo das fibras musculares cardiacas
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por determinado periodo, bem como a ativagdo do sistema simpatico e do sistema
renina-angiotensina-aldosterona e a liberacdo de vérios fatores de crescimento e
peptideos, sejam os fatores responsaveis por levar os cardiomidcitos remanescentes
a apresentar uma resposta adaptativa de hipertrofia do tipo excéntrica. O aumento
da espessura da parede muscular cardiaca pode compensar a elevacéo da tenséo
parietal induzida apos o IAM, passando a se chamar hipertrofia compensatéria. Além
disso, também reduz o estimulo para maior dilatacdo ventricular, visando, dessa
forma, a manutencdo do débito cardiaco (Singal et al., 1999). Embora inicialmente a
hipertrofia ventricular no seu estado compensado possa diminuir o estresse parietal,
a longo prazo, ela pode se tornar insuficiente para contrapor esse estresse, néo
conseguindo mais ser capaz de manter o débito cardiaco. Portanto, em conjunto
com a dilatagcdo ventricular, a hipertrofia em seu estado descompensado ira
colaborar para o desenvolvimento de um remodelamento mal adaptativo, levando
nao somente a maior dilatacdo e disfuncao ventricular, bem como contribuira para
progressdo para a insuficiéncia cardiaca. Essa doenca, uma vez estabelecida, &
caracterizada pela situacdo na qual o coracdo nao consegue mais bombear uma
guantidade de sangue suficiente para atender as demandas metabdlicas dos tecidos
do organismo (Libby et al., 2007; Pfeffer e Braunwald, 1990; Tham et al.; 2015).
Embora prevaleca o conceito de que o remodelamento ventricular apés o IAM
resulte na piora progressiva da funcao ventricular, 0s mecanismos responsaveis por
esse fendmeno ndo sdo completamente esclarecidos. E importante considerar que o
processo de remodelamento ventricular ndo ocorre de maneira homogénea apos o
IAM. A prevaléncia e a intensidade desse processo sao influenciadas por quatro
fatores: (1) caracteristicas morfolégicas do infarto (area de infarto; tipo de infarto —
transmural ou subendocérdico), (2) cicatrizacdo (tipo de colageno depositado na
area infartada), (3) estresse hemodinamico (sobrecarga cardiaca) e (4) fatores
neurohumorais (angiotensina Il, endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose

tumoral, entre outros) (Zornoff et al., 2008).

Atualmente, considera-se que o0 processo de remodelamento ventricular
abrange nao s6 alteracbdes estruturais da camara ventricular, mas também
alteracbes genéticas, bioquimicas, moleculares e celulares. Apés o infarto, esse
conjunto de alterac¢des ira contribuir para a fisiopatologia da disfuncdo cardiaca a

longo prazo. Portanto, o remodelamento ventricular estd associado a um pior
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prognostico apds o IAM. A evolucdo desse processo, entretanto, pode ser
modificada por diversas intervencOes terapéuticas (Azevedo et al., 2016).
Adicionalmente, muitos estudos tém avaliado a influéncia das espécies reativas de
oxigénio e do estresse oxidativo nas diferentes etapas da progressao do IAM para a

insuficiéncia cardiaca.

1.2. ESTRESSE OXIDATIVO

1.2.1. Radicais livres

Os radicais livres sado considerados qualquer espécie quimica capaz de existir
de forma independente que possui um ou mais elétrons desemparelhados os quais
ocupam o orbital atdbmico ou molecular. Isso permite que os radicais livres sejam
atraidos para um campo paramagnético e, desta forma, tornem-se reativos. Essas
espécies podem ser formadas mediante perda ou adicdo de um elétron a elementos

nao-radicalares (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana plasmatica, e seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
esta relacionado com o seu sitio de formacdo (Bianchi e Antunes, 1999). Essas
espécies quimicas sdo continuamente sintetizadas no organismo durante o
metabolismo celular e podem desempenhar funcées fisioldgicas importantes quando
em concentracfes baixas ou moderadas (Halliwell e Gutteridge, 1999). No
organismo, essas espécies estdo envolvidas na producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e sintese de substancias
biol6gicas importantes. Seu excesso, entretanto, apresenta efeitos deletérios, tais
como danos as biomoléculas do organismo, incluindo mutacdes no DNA e RNA,

oxidacao de lipidios, de proteinas e de carboidratos (Barreiros et al., 2006).

Dentre as moléculas do meio ambiente, o préprio oxigénio molecular é
considerada um radical livre, visto que possui dois elétrons desemparelhados, os
quais estdo em spins paralelos. Devido a essa configuracdo eletrbnica, a molécula

de oxigénio € muito eletronegativa, ou seja, possui uma tendéncia maior de atrair
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elétrons para si (Halliwell e Gutteridge, 1999). Na membrana interna da mitocdndria,
ocorre a cadeia respiratoria, onde 95 a 98% do oxigénio sofre reducgéo tetravalente
via acao da enzima citocromo oxidase, com aceitacao de quatro elétrons, resultando
na formacdo de agua (Barbosa et al., 2010). Porém, cerca de 2 a 5% do oxigénio
restante é reduzido de forma univalente, produzindo uma variedade de substancias
quimicas altamente reativas, denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO). Em
vista disso, 0 metabolismo mitocondrial pode ser considerado uma das principais
fontes de ERO nas células, exatamente pelo fato da cadeia transportadora de
elétrons ser a principal responsavel por contribuir na formagdo dessas espécies
(Ribeiro et al., 2005; Barbosa et al., 2010).

Durante a reducdo univalente do oxigénio, ocorre inicialmente a formacédo do
radical anion superoxido (O2¢). A adicdo de outro elétron a esse radical leva a
formac&o do fon peréxido (O,%). Entretanto, o radical anion superéxido pode sofrer
um processo denominado dismutacdo, no qual recebe ions hidrogénio, gerando o
peroxido de hidrogénio (H.O;). Esta ultima reacdo € catalisada pela enzima
superéxido dismutase (SOD), que acelera a reacdo na ordem de 10* vezes. O H,0,,
apesar de nao ser um radical livre, por nao ter um elétron desemparelhado na sua
Ultima camada eletronica, € uma espécie com alto potencial reativo. Isso decorre do
fato do H,O,, na presenca de metais, tais como os fons ferro (Fe?") ou fons cobre
(Cu'"), sofrer uma reacdo ndo enzimatica, chamada reacéo de Fenton, gerando uma
das mais potentes espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxila (*OH). Esse
titulo de radical livre mais potente se deve a sua capacidade de atravessar
membranas e reagir com biomoléculas tais como lipidios, proteinas, RNA e DNA.
Ainda, além de ser considerado o principal iniciador do processo de peroxidacao
lipidica, tendo como consequéncia a alteracdo da funcéo bioldgica das membranas
celulares, também €& capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em relacdo a
sua estrutura e/ou funcdo bioldégica. Seu ataque ao DNA e RNA possibilita a
ocorréncia de mutacfes (Fridovich, 1995; Barbosa et al., 2010; Barreiros et al.,
2006).

As principais ERO podem ser distribuidas em dois grupos, as radicalares, como
hidroxila, &nion superodxido, peroxila (LOO-), alcoxila (LOe), entre outros; e as néo-
radicalares, como peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso, etc. Porém, além

dessas espécies reativas oriundas do oxigénio, existem também outras espécies
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reativas, tais como as espécies reativas de nitrogénio (ERN), oriundas do
metabolismo do 6xido nitrico (NO). O NO é originado da conversdo do aminoacido
arginina em citrulina, catalisada pela enzima oxido nitrico sintase. Ao combinar-se
com o radical anion superéxido, o NO é convertido a peroxinitrito (ONOO?), um
potente agente oxidante (Beckman e Koppenol, 1996). Além do 6xido nitrico e do
peroxinitrito, existem outras ERN como 6xido nitroso (N,O3), acido nitroso (HNO5),
nitritos (NO;"), nitratos (NOs ), entre outras (Barreiros et al., 2006).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO e ERN,
porém as membranas celulares sdo as mais atingidas, uma vez que essas espécies
reativas sao capazes de desfazer ligacdes entre &tomos de carbono e hidrogénio (C-
H) presentes nos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares. Esse
processo € conhecido como peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo. Dentre as
consequéncias da peroxidacao lipidica, podem ser citadas: a reducao da fluidez da
membrana celular, o aumento da sua permeabilidade e danos a proteinas,
receptores e canais ibnicos. Quanto a alteracdo da permeabilidade das membranas
celulares, este evento vem acompanhado da perda da seletividade na troca ibnica e
liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e
formacdo de produtos citotoxicos, como o malondialdeido, podendo levar a morte
celular (Halliwell e Gutteridge, 1999; Ferreira e Matsubara, 1997). A peroxidacéo
lipidica é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacéo,
propagacdo e terminacdo. A etapa da iniciacdo representa o sequestro do
hidrogénio do acido graxo poli-insaturado (LH) da membrana celular. Esse sequestro
pode ser realizado pelo radical hidroxila (*OH) ou pelo radical alcoxila (LOe¢), com
consequente formacédo do radical lipidico (L¢). Na etapa da propagacéo, o radical L
reage rapidamente com o oxigénio, resultando na formacdo do radical peroxila
(LOO-). Esse radical é o responsavel por propagar a peroxidacao lipidica, uma vez
gue pode sequestrar novo hidrogénio de outro 4cido graxo poli-insaturado, formando
novamente o radical L+ e o hidroperéxido lipidico (LOOH). Na etapa da terminacao,
na qual essa reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica se encerra, ocorre quando
dois radicais peroxila reagem entre si formando um produto ndo-radicalar. Ainda, é
importante destacar que a peroxidacao lipidica pode ser catalisada por ions ferro,

visto que reagem com hidroperéxidos lipidicos, convertendo-os em radicais
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altamente reativos, como os radicais alcoxila e peroxila, que, por sua vez, iniciam
nova cadeia de reacdes (Ferreira e Matsubara, 1997).

Ao longo da evolugcdo dos organismos aerébios, a producdo continua de
radicais livres durante os processos metabdlicos levou esses organismos a
desenvolverem mecanismos de defesa antioxidante. Esses tém o objetivo de limitar
0s niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos

decorrentes (Barbosa et al., 2010).

1.2.2. Defesas antioxidantes

O sistema de defesa antioxidante tem como objetivo inibir e/ou reduzir os
danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas
nao-radicalares (Sies et al., 2017; Barbosa et al., 2010). De forma geral, os
antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em
menores concentracdes que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir
a oxidacdo desse substrato de maneira eficaz (Halliwell e Gutteridge, 1999). Os
antioxidantes podem ser classificados conforme seu mecanismo de acéo sobre as
espécies reativas, existindo aqueles que participam da prevencéo da sua formacéo
(sistemas de prevencado), aqueles que inibem sua acédo (sistemas varredores) ou,
ainda, aqueles que participam do reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas
lesadas (sistemas de reparo). Adicionalmente, os antioxidantes podem ser
classificados de acordo com sua estrutura, podendo ser enzimaticos ou nao-

enzimaticos (Barbosa et al., 2010).

O sistema antioxidante enzimatico constitui a protecdo primaria intrinseca do
organismo humano contra as espécies reativas. Dentre as enzimas envolvidas
nesse sistema, destacam-se a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de
prevencdo, impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais livres e espécies
nao-radicalares (Barbosa et al.,, 2010; Tsutsui et al., 2001). A enzima SOD
corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua

composicdo. Nos seres eucariontes, existem duas isoformas da SOD: a SOD-cobre-
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zinco (Cu,ZnSOD), a qual contém sitios de ligagdo para ions cobre e zinco e esta
presente principalmente no citosol, mas também pode ser encontrada no meio
extracelular; e a SOD-manganés (MnSOD), a qual contém sitios de ligagdo para o
manganés e esté localizada primariamente na matriz mitocondrial. Essas enzimas
desempenham seu papel antioxidante através da sua capacidade de catalisar a
dismutacdo do radical anion superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio, na
presenca do proton hidrogénio (H") (Ferreira e Matsubara, 1997; Fridovich, 1995). O
peroxido de hidrogénio, por sua vez, é metabolizado pela enzima catalase, gerando
agua e oxigénio. Esse processo é importante, pois previne a formacdo do radical
hidroxila pela reacdo de Fenton ou da reacdo de Haber-Weiss. Em animais, a
catalase estd presente na maioria dos Orgaos, porém esta presente em maiores
concentragbes no figado. Especificamente, dentro das células, a catalase se
encontra localizada nos peroxissomas, tendo, por isso, acao reduzida em 6Orgaos
gue possuem baixa quantidade dessa organela, como o coracdo, 0 musculo
esquelético e o cérebro (Halliwell e Gutteridge, 1999). Ja a enzima glutationa
peroxidase catalisa a reducédo do peroxido de hidrogénio e perdxidos organicos em
seus correspondentes alcodis as custas da conversédo da glutationa reduzida (GSH)
a glutationa oxidada (GSSG) (Ferreira e Matsubara, 1997). Dessa forma, pode ser
observado que as enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo proposito, ou seja,
impedir o acumulo de peréxido de hidrogénio. Portanto, considerando a
potencialidade do radical hidroxila e o fato de nao existir um sistema de defesa
enzimatico especializado para sua remocdo, € de extrema importancia a
manutencdo do perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes e as espécies
reativas, com o proposito de promover a manutencdo da integralidade celular
(Barbosa et al., 2010).

Ja o sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico consiste numa grande
variedade de substancias, que podem ter origem enddgena, como a glutationa, ou
dietética, como vitaminas (ex.: vitaminas C e E), minerais (zinco, cobre, selénio e
magnésio) e compostos fendlicos (Smirnoff, 2001; Halliwell e Gutteridge, 1999).
Focando nas substancias antioxidantes ndo-enzimaticas de origem endégena, €
importante destacar o papel do tripeptideo glutationa, também conhecido como
glutationa reduzida (GSH; L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina). Esse tripeptideo é

considerado um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante
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intracelular e também possui um papel central na biotransformacéo e eliminagéo de
xenobioticos (Huber et al., 2008). A GSH est4 presente na maioria das células dos
organismos aerobios, sendo o tiol mais abundante no meio intracelular. Sua
abundancia nos organismos aeroébios e as propriedades quimicas do seu grupo tiol
ou sulfidrila (-SH) suportam a proposta de que a GSH surgiu na evoluc¢ao bioquimica
como uma protecdo contra ERO e compostos eletrofilicos gerados por processos
oxidativos, tanto no organismo quanto no ambiente. A capacidade redutora da GSH
€ determinada basicamente pelo seu grupamento sulfidrila, presente no aminoacido
cisteina (Meister e Anderson, 1983; Ferreira e Matsubara, 1997). Esse grupamento é
altamente polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com compostos
qguimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros compostos faz da
glutationa um bom redutor (Huber et al., 2008). Portanto, o grupamento sulfidrila é
susceptivel a reacdes com ERO e ERN, levando a geracdo de modificacbes
oxidativas pos-translacionais, as quais podem alterar a funcéo proteica (Rudyk e
Eaton, 2014).

Dentro desse contexto, o estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento
significativo da concentracéo intracelular de espécies oxidantes, como as ERO e
ERN, acompanhado simultaneamente pela diminuicdo das defesas antioxidantes
(Halliwell e Gutteridge, 1999). O mesmo pode também ser definido como um
desequilibrio entre fatores pro-oxidantes e antioxidantes, com um aumento dos
primeiros, levando a um potencial dano as células (Sies et al, 2017). Tal processo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos (Barbosa et al.,, 2010). As vias envolvidas na
geracdo das ERO, bem como na peroxidacao lipidica e o papel dos antioxidantes,
estdo ilustradas resumidamente na Figura 1 (Valko et al., 2007). Por conseguinte,
diversos estudos revelam que as alteracdes no estado redox contribuem para muitas
consequéncias do envelhecimento e para muitos processos patoldgicos, incluindo
cancer (Remmen et al., 2003), doencas pulmonares (Cantin, 2004), diabetes
(Bonnefont—Rousselot, 2004), doencas neurodegenerativas (Vifia et al., 2004) e
doencas cardiovasculares (Okonko e Shah, 2015; Zablocki e Sadoshima, 2013;
Stocker e Keaney, 2004).
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Figura 1. Vias de formacéo das ERO, da peroxidacéo lipidica e o papel de alguns antioxidantes como
a glutationa, vitamina E e vitamina C no manejo do estresse oxidativo (Adaptado de Valko et al.,
2007).

1.2.3. Estresse oxidativo no infarto agudo do miocardio

Embora durante a isquemia do miocéardio haja deplecéo do aporte de oxigénio,
isso ndo significa necessariamente que ERO ndo séo formadas nos cardiomiocitos,

uma vez que a desregulagdo metabolica apos o IAM predispde a formacdo dessas
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espécies reativas a partir de moléculas de oxigénio residuais (Ferrari et al., 2004). A
respeito dessa desregulacdo metabdlica, ja é bem descrito na literatura que durante
a injaria isquémica ocorre alteracdo no sistema da cadeia respiratéria mitocondrial,
levando a degradacdo do conteudo celular de adenosina trifosfato (ATP). Isso,
consequentemente, deixa os carreadores de elétrons da mitocéndria em um estado
reduzido. Por conseguinte, ocorre um desvio de elétrons da cadeia respiratdria, 0s
guais reagem com o oxigénio residual presente na mitocondria, levando a producao
de ERO, principalmente do radical &nion superdxido (Ferrari et al., 2004; Dhalla etal.,
2000). Aléem da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, existem outras fontes
de ERO no miocardio apdés o IAM, como o sistema NADPH oxidase, as enzimas
cicloxigenase, citocromo P450, glicose oxidase, xantina oxidase e lipoxigenase, a
ativacao de leucécitos e a degradacao/autoxidacdo das catecolaminas (Ferrari et al.,
2004; Dhalla et al., 2000; Zornoff et al., 2009; Neri et al., 2015). De todas essas
fontes de ERO, na literatura fica claro que o metabolismo mitocondrial e as enzimas
xantina oxidase e NADPH oxidase séo as fontes predominantes de ERO durante a

progresséao do IAM (Grieve et al., 2004).

Por conseguinte, ja € bem reconhecido que ocorre um aumento da geracao de
ERO e o estabelecimento do estresse oxidativo no tecido cardiaco apos o IAM (Hill e
Singal, 1996; Hori e Nishida, 2009). Trabalhos revelam uma importante funcéo das
ERO no processo de remodelamento cardiaco pos-infarto e, consequentemente, na
progressdo do IAM para a insuficiéncia cardiaca (Hill e Singal, 1996; Tsutsui et al.,
2009; Sawyer et al.,, 2002). Nesse contexto, em um estagio compensado de
hipertrofia cardiaca que ocorre durante o remodelamento cardiaco, estudos
demonstram que a reserva antioxidante tecidual € aumentada. Entretanto, em um
estagio descompensado/insuficiente do musculo cardiaco, essa reserva encontrasse
reduzida e, devido a isso, acaba por contribuir para o desequilibrio redox,
estabelecendo o estresse oxidativo. Esse aumento do estresse oxidativo e reducdo
das defesas antioxidantes sédo descritos como fatores importantes na transicdo do
estado de hipertrofia compensatéria para o estado de insuficiéncia cardiaca (Singal
et al., 1999). Corroborando com esses dados, um estudo verificou que, em um
periodo precoce pos-infarto (2 dias ap6s o IAM), os niveis de H,O, se encontram
reduzidos no miocardio, o que provavelmente é decorrente do aumento adaptativo

dos niveis da enzima antioxidante tiorredoxina-1. Entretanto, em um periodo mais
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tardio (28 dias ap6s o IAM), houve uma reducdo na expressao desta enzima, o que
foi associado ao aumento dos niveis das ERO e ao dano oxidativo (Schenkel et al.,
2012).

De uma forma geral, no remodelamento ventricular apés IAM, as ERO
participam da ativacdo de diversos sinalizadores celulares que irdo modular a
transcricdo de genes sensiveis ao estado redox. Dentre esses sinalizadores, podem
ser citados: a enzima cinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2), as proteinas
cinases B (PKB) e C (PKC), a enzima JNK (c-Jun N terminal cinase), as proteinas
p38 e p53, a proteina cinase-1 reguladora de sinal de apoptose (ASK1), as proteinas
tirosina fosfatases, as proteinas cinases ativas por mitdgeno (MAPK), citocinas
inflamatorias, entre outros. Na fase inicial do remodelamento, esses sinalizadores
participam da ativagdo de diversos mecanismos, em destaque: a morte celular dos
cardiomiocitos, a inflamagéo, a infiltracdo de macréfagos e a deposicdo de matriz
extracelular. Na fase mais tardia do remodelamento, entretanto, esses sinalizadores
medeiam mais proeminentemente a proliferacdo de fibroblastos, a sintese de
colageno, a ativacdo das metaloproteases e consequente degradacdo de matriz
extracelular, a disfuncédo mitocondrial, a hipertrofia cardiaca e a dilatacédo ventricular
(Grieve et al, 2004; Tsutsui et al., 2009; Hori e Nishida, 2009). Embora néao se tenha
um conhecimento mais preciso sobre todas as fontes moleculares de ERO
envolvidas na transicdo do IAM para a insuficiéncia cardiaca, estudos relatam os
efeitos benéficos de antioxidantes. Esses além de participarem da diminuicdo do
estresse oxidativo, também influenciam na patogénese da insuficiéncia cardiaca,
sugerindo um potencial terapéutico dos antioxidantes no tratamento da insuficiéncia
cardiaca desencadeada, neste contexto, ap6s um quadro de IAM (Singal et al.,
1999). Nesse sentido, diversos trabalhos demonstram um papel positivo dos
hormbnios da tireoide, atuando como um agente terapéutico no periodo apds o IAM,
nao somente por meio da sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo (de Castro
et al., 2014), como também em melhorar a funcdo e o remodelamento cardiaco (de
Castro et al., 2016; Pantos et al., 2007; Pantos et al., 2009).
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1.3. HORMONIOS DA TIREOIDE

1.3.1. Hormoénios da tireoide

A tireoide € uma glandula enddcrina responsavel pela sintese dos seguintes
horménios: 3,5,3-triiodotironina (T3), 3,3’,5-triiodotironina (T3 reverso ou rT3),
tiroxina ou tetraiodotironina (T4) e calcitonina. Especificamente, as células foliculares
da tireoide sd@o responsaveis pela sintese das iodotironinas, classe de horménios
formados pelo acoplamento de duas moléculas de tirosinas iodadas, composta pelo
T3, T4 e rT3. O T4 é considerado o principal horménio sintetizado e liberado pela
tireoide, representando aproximadamente 90% da producdo dessa glandula, porém
possui uma poténcia bioldgica inferior ao T3. Ainda, é considerado um pro-horménio,
o qual é convertido a T3 nos tecidos periféricos. O T3 é a forma ativa dos hormoénios
da tireoide, representando 10% da producdo tiredidea (Koeppen e Stanton, 2009).

Os hormoénios da tireoide (HT), T3 e T4, uma vez sintetizados pelas células
foliculares da tireoide e secretados na corrente sanguinea, sao transportados até as
células-alvo dos tecidos periféricos. Esses hormonios ao atingirem essas células séo
transportados para o meio intracelular via transportadores de membrana especificos
(Friesema et al., 2003; Visser et al., 2007; Hennemann et al., 2000). No caso do T4,
uma vez dentro da célula, sofre a acdo de enzimas chamadas deiodinases,
especificamente as deiodinases do tipo 1 e do tipo 2, que tém papel fundamental na
reacdo de conversdo do T4 em T3 nos tecidos periféricos (Kohrle, 2000). Por
conseguinte, o T3 pode ativar duas vias de mecanismo de acdo diferentes: a via
nao-gendmica e a via genbmica. A via ndo-genémica € ativada pela acdo dos HT
sobre diferentes receptores, como: o receptor de membrana integrina avp3, as
isoformas do receptor alfa dos hormonios da tireoide (TRa) presentes na membrana
ou no citoplasma e as isoformas dos receptores dos HT na mitocéndria. De forma
geral, a ativacdo desses receptores ird desencadear diversas acdes ndo-gendmicas,
incluindo: a regulacdo de canais idnicos, a modulacdo da fosforilacdo oxidativa, a
transcricdo génica mitocondrial, a geracdo de segundos mensageiros intracelulares,
as mudancas na sinalizacdo citosélica e a estimulacdo do trafico de proteinas do
citosol para o nuacleo, podendo desta forma culminar em eventos celulares

complexos que sdo mediados no nucleo (Basset et al.,, 2003; Hammes e Dauvis,
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2015; Dauvis et al., 2008). J4 a via gendmica é considerada a via de a¢ao classica
dos HT. Nela, o T3 migra para o interior do nucleo, onde ira se ligar aos receptores
nucleares dos hormonios da tireoide (TR), os quais sdo codificados pelos genes
THRA e THRB. Esses genes levam a sintese de diferentes isoformas do receptor
nuclear, TRa1, TRa2, TRB1, TRB2 e TRPB3, que variam conforme o tecido em que
estdo sendo expressas (Basset et al. 2003). Tais receptores sdo considerados
fatores de transcricdo que se ligam em sequéncias de nucleotideos especificas do
DNA denominadas elementos responsivos ao horménio da tireoide (TRE), que sdo
encontrados na regido promotora dos genes regulados pelo HT (Yen et al., 2006). O
T4 pode atuar através dos TR, mas a afinidade desses receptores para o T4 € muito
menor que a afinidade para o T3. Assim, o T3 é o ligante natural dos TR (Davis et
al., 2008). Por fim, a ligacdo do T3 a esses receptores nucleares leva ao
recrutamento de proteinas co-ativadoras da transcricdo génica. Tal complexo
formado se liga ao TRE do gene-alvo, ativando sua expressdo. Uma vez induzida a
transcricdo dos genes responsivos aos HT, posteriormente 0s mesmos S&o
traduzidos em proteinas, tal como a cadeia pesada da miosina, a SERCA, a bomba
Na'/K" ATPase, os canais voltagem-dependente de K*, entre outras, as quais irdo

desencadear as acOes especificas dos HT (Guyton e Hall, 2010).

Os HT possuem acdes importantes sobre a regulacdo do metabolismo, a
termogénese, a manutencdo da homeostase energética e da atividade mitocondrial,
assim como o crescimento celular (Brix et al. 2011). Além desses efeitos, T3 e T4
possuem também importantes acdes no sistema nervoso central (Bauer et al. 2008)
e no sistema cardiovascular (Klein e Ojamaa 2001; Hu et al., 2003). Em relacdo a
esse Ultimo, o T3 eleva a frequéncia cardiaca (efeito cronotropico positivo),
garantindo um aporte suficiente de oxigénio para os tecidos. O efeito do T3 também
aumenta a fracdo de ejecdo, a forca das contracBes cardiacas (efeito inotrépico
positivo), diminui o tempo de relaxamento diastolico (efeito lusitrépico positivo) e
reduz a resisténcia vascular periférica total. A pressdo sanguinea sistdlica €
modestamente aumentada e a pressdo sanguinea diastélica é diminuida. A presséao
de pulso € aumentada refletindo os efeitos combinados do aumento do volume de
ejecdo e da reducdo da resisténcia vascular periférica total, secundaria a dilatacéo
dos vasos sanguineos na pele, musculo e coracdo. A combinacdo desses efeitos do

T3 contribui para o aumento do débito cardiaco (Koeppen e Stanton, 2009).
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Na literatura existem estudos que verificaram uma reducdo dos niveis dos
hormdnios da tireoide em situa¢des patoldgicas como no infarto agudo do miocérdio
(Franklyn et al., 1984) e na insuficiéncia cardiaca (Hamilton et al. 1990; Hamilton et
al., 1998). Esse evento foi associado a uma piora de parametros hemodinamicos
cardiacos e indicado como preditor independente de baixa sobrevivéncia dos

pacientes apés o IAM (Hamilton et al., 1998; Pingitore et al., 2005)

1.3.2. Hormdnios da tireoide e infarto agudo do miocardio

Ja € bem descrito na literatura que uma parcela significativa dos pacientes com
doencas cardiacas, como o IAM, apresenta um rapido decréscimo nos niveis sericos
de T3, um aumento nos niveis séricos de rT3 (forma inativa dos HT) e niveis séricos
de T4 normais (lervasi et al., 2003; Pedersen et al., 1984; Wiersinga et al. 1981,
Friberg et al., 2002). Esses pacientes infartados, que entdo apresentam baixos
niveis de T3, desenvolvem a chamada sindrome do eutireoidiano doente ou
sindrome do baixo T3, a qual esta claramente associada a uma maior mortalidade e
a um pior prognaostico pos-infarto (lervasi et al., 2003). Ainda, baixos niveis de T3 ja
sdo considerados um fator preditor independente da mortalidade cardiaca em
pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica de origem isquémica e ndo-isquémica
(Pingitore et al., 2005). Ndo ha ainda muitos relatos na literatura sobre o mecanismo
exato que possa explicar o desencadeamento dessa sindrome em pacientes com
doencas cardiacas. Uma possivel explicacdo para essa reducao dos niveis de T3,
entretanto, pode estar relacionada com a reducdo da atividade da enzima
deiodinase-1, responsavel por converter o T4 em T3, e com a elevacdo da atividade
da enzima deiodinase-3, responsavel por converter o T4 em rT3 e/ou 0 T3 em T2
(3,5-diiodotironina; também uma forma inativa dos HT), no miocéardio pés-infarto
(Olivares et al., 2007).

Como discutido anteriormente, ja esta bem estabelecido o importante papel dos
hormdnios da tireoide na hemodindmica cardiaca através dos seus efeitos sobre a
contratilidade do coracéo, o ritmo cardiaco e a funcdo vascular. Portanto, os baixos

niveis de T3 e a consequente reducdo das suas fun¢cdes hemodindmicas sobre o
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miocardio ap6s o IAM levaram muitos pesquisadores a estudarem o papel dos

hormdénios da tireoide no coragéo pds-infarto.

Durante o remodelamento cardiaco apos o IAM, estudos em ratos também
foram capazes de identificar uma reducdo dos niveis séricos de T3 e da expressao
dos genes responsivos a esse hormonio (Ojamma et al., 2000), bem como
alteracoes na expressdo dos seus receptores nucleares (Pantos, et al., 2005a;
Pantos et al., 2010b). Ainda, concomitante a esses efeitos, o programa transcricional
fetal é reativado no miocardio poés-infarto, ou seja, muitas proteinas que sé&o
expressas apenas no periodo fetal passam a ser expressas novamente durante a
fase de remodelamento cardiaco apos o IAM (Pantos et al, 2008a). Isso foi
considerado um evento que colabora para um posterior remodelamento mal
adaptativo do miocéardio e para a disfungéo ventricular. Mudancgas nos niveis de T3 e
na expressdo de seus receptores no periodo poés-infarto parecem contribuir na
instalacdo desse fenotipo fetal no miocardio (Pantos et al., 2008c). Além dessa
guestao do fendtipo fetal, Pantos e colaboradores também discutem que o coracéo
de ratos pos-infarto também adquiri um “fendtipo hipotireoideo”. Esse €
caracterizado por uma reducédo na expressao dos receptores TRa e TRB no tecido
cardiaco. Isso leva, consequentemente, a uma diminui¢cdo da acédo dos HT sobre o
coracao, resultando em uma menor expressdo de genes responsivos aos HT
(Pantos et al., 2005). Estudos debatem que o “hipotireoidismo tecidual” possa ser
um processo de cardioprotecdo contra a injuria isquémica, justamente por ser uma
resposta adaptativa do organismo em busca da preservacdo de energia e do
aumento da tolerancia a recorrentes insultos isquémicos. Isso, no entato, ocorre as
custas de uma funcdo miocardica prejudicada pela falta da acdo dos HT sobre a
hemodinamica cardiaca (Pantos et al., 2005). Por conseguinte, posteriores estudos
demonstraram a existéncia de uma acao positiva dos hormdnios da tireoide, usados
como tratamento, sobre o remodelamento e a funcdo cardiaca pos-infarto (Pantos et
al. 2008b; Pantos et al. 2009; Pantos, et al., 2007; Ojamaa et al., 2000; de Castro et
al., 2016).

Estudos j& demonstraram que a administragdo de T3 e T4 leva a mudancas
no padrdo de hipertrofia cardiaca no coracdo de ratos em um curto (2 semanas)
(Pantos et al., 2007) e um longo periodo ap6s o IAM (13 semanas) (Pantos et al.,

2008b; Pantos et al., 2009). Esse efeito foi verificado através da instalacdo de uma
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hipertrofia com caracteristicas fisiolégicas ao invés de uma hipertrofia patologica
normalmente observada no coracdo pés-infarto. Essa hipertrofia fisiol6gica ocorre a
partir do aumento (aproximadamente de 30%) da sintese proteica total nos
cardiomiécitos (Kahaly e Dillmann, 2005), levando ao aumento da massa cardiaca e
da espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo. Isso, consequentemente,
favorece a reducédo do estresse de parede poés-infarto (Pantos et al., 2008b). Os HT
participam deste aumento na sintese proteica total durante o desenvolvimento da
hipertrofia fisiologica modulando, por exemplo, a expressao das isoformas da cadeia
pesada da miosina (MHC), aumentando a expressédo da o-MHC e diminuindo a
expressdo da B-MHC. A modulacdo dessas isoformas visa principalmente o
desempenho contratil do coracdo, uma vez que a isoforma alfa tem uma maior
atividade ATPasica, o que permite uma contracdo mais rapida (Morkin, 1993). Além
disso, esses hormbnios modulam as proteinas de manejo do calcio, bem como
previnem a ativacdo da programacao génica fetal no coracao (Nicolini et al., 2013).
Também, foi possivel verificar nos estudos de longo prazo que, em estagios mais
avancados do remodelamento cardiaco, os HT promovem mudancas na geometria
da camara ventricular esquerda, a qual adquiri uma forma elipsoide ao invés da
forma esférica observada nos animais infartados néo-tratados (Pantos et al., 2007;
Pantos et al., 2008b; Pantos et al., 2009). Portanto, os HT podem influenciar no
processo de remodelamento do coracdo pos-infarto, impedindo o padréo fetal de
expressao de proteinas contrateis, normalizando a tensédo da parede e otimizando a
geometria da camara cardiaca (Pantos et al.,, 2010a). Ainda, os efeitos dos HT
sobre a modulacdo da hipertrofia cardiaca aparecem nas primeiras semanas do
remodelamento cardiaco e se mantém até estagios tardios pos-infarto (Pantos et al.,
2007; Pantos et al., 2008b; Pantos et al., 2009).

Além de modular a hipertrofia cardiaca, os HT consequentemente sdo capazes
de sustentar uma melhora da fungéo cardiaca através de alteragdes positivas sobre
parametros ecocardiograficos e hemodinamicos apés o IAM (Panto et al., 2008b;
Pantos et al., 2007; de Castro et al., 2016). Além desses efeitos benéficos, estudos
recentes ja verificaram efeitos dos HT sobre a diminuicdo do estresse oxidativo (de
Castro et al., 2014), a reducdo da sinalizacado para a apoptose (de Castro et al.,
2016) e para a inflamagéo no coracdo apés o IAM (Billon et al., 2014; de Castro et
al., 2016).
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1.3.3. Hormdnios da tireoide e estimulagdo adrenérgica

Embora estudos tenham indicado que os HT provoquem uma melhora em
parametros morfométricos, funcionais e bioquimicos do coragcdo apés o IAM, esses
hormdnios também causam o aumento da estimulacdo adrenérgica, 0 que conduz
consequentemente a elevacdo da frequéncia cardiaca (Pantos et al., 2007; Pantos
et al., 2008b; de Castro et al., 2014). O efeito cronotrépico positivo induzido pelos HT
pode ser mediado pela elevacdo da sensibilidade e, consequentemente, da
capacidade de resposta do tecido cardiaco as catecolaminas circulantes (Kahaly e
Dillmann, 2005). Isso se deve tanto ao fato dos HT promoverem o aumento da
expressao (up-regulation) dos receptores beta-adrenérgicos no tecido cardiaco
(Williams et al., 1977; Bahouth et al., 1997), como ao seu envolvimento na alteracao
de elementos de sinalizacdo da cascata beta-adrenérgica, como a proteinas G e a
adenilato ciclase (Kim et al., 2004; Stiles e Lefkowitz, 1981; Carvalho-Bianco, et al.,
2004). Esses efeitos dos HT sobre a estimulacdo adrenérgica foram descobertos a
partir de estudos clinicos em paciente com hiper e hipotireoidismo. Nesses estudos,
pacientes tireotoxicos apresentavam niveis normais de noradrenalina (NA), o que
excluia a hipdtese da hiperatividade adrenérgica ser causada pelo aumento das
catecolaminas e reforcava a hipotese da existéncia de um aumento da sensibilidade
do tecido cardiaco as catecolaminas circulantes. J4 os pacientes hipotireoideos
apresentavam niveis elevados de NA, talvez como uma forma de compensar a
sensibilidade adrenérgica reduzida. Adicionalmente, os niveis de adrenalina néo
eram diferentes entre os pacientes hiper e hipotireoideos, sendo os valores similares

aos observados nos controles (Coulombe et al., 1976, Coulombe et al.,1977).

As catecolaminas endogenas (noradrenalina e adrenalina) tém a capacidade
de ativar duas classes de receptores adrenérgicos (RA) no miocardio: alfa (o) e beta
(B). No coracgéo, enquanto os receptores a-adrenérgicos representam em torno de
10% dos RA totais, os receptores [-adrenérgicos sdo considerados os RA
predominantes (em torno de 90% dos RA totais). Esse ultimo apresenta duas
isoformas: B1 e p2 (O’'Connell et al., 2014). Os receptores B1 contemplam 70% do
total de receptores B-adrenérgicos no coracdo e sao responsaveis por induzir

respostas inotropicas e cronotropicas positivas. Ainda, receptores Bl-adrenérgicos
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se encontram em grande numero no nodo sinoatrial, em torno de duas vezes mais
do que nos cardiomiocitos (Kahaly e Dillmann, 2005). Os receptores p2-
adrenérgicos, representando 30% do total de receptores B-adrenérgicos no coracao,
também estdo envolvidos nos efeitos inotrGpico e cronotrépico positivos no
miocardio, porém sao menos sensiveis a noradrenalina do que os receptor 1
(Wallukat, 2002). A influéncia dos HT sobre a expressdo dos receptores o e
B adrenérgicos varia de tecido para tecido. No coracdo, os HT parecem ter efeitos
opostos sobre esses receptores, sendo capazes de induzir a diminuicdo dos
receptores a-adrenérgicos (Sharma e Banerjee, 1978; Kupfer et al., 1986) e o
aumento tanto do numero de receptores B-adrenérgicos, quanto de moléculas
intracelulares de sinalizagéo ativada pelas catecolaminas (Bilezikian e Loeb, 1983;
Kim et al., 2004; Stiles e Lefkowitz, 1981; Carvalho-Bianco, et al., 2004). Os
receptores Pl-adrenérgicos parecem ser mais sensiveis a regulacdo do T3 nos
cardiomidcitos, de formar que o T3 pode causar uma aumento de até quatro vezes
dos niveis de RNA mensageiro do receptor B1, sem causar mudancas significativas

nos niveis de RNA mensageiro do receptor 2 (Kahaly e Dillmann, 2005).

1.4. ESTIMULACAO ADRENERGICA, INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO E
BETABLOQUEADOR

Um dos subsequentes eventos apés o IAM é a ativacdo de diversos
componentes do sistema neurohumoral. A ativacdo desse sistema se refere ao
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, da vasopressina e do peptideo natriurético atrial. Sabe-se
gue a ativacdo neurohumoral desempenha um papel importante no coracéo
isquémico durante a progressdo da disfuncdo ventricular para a insuficiéncia
cardiaca (Middelekauff e Mark, 1998; Rouleau, 1991; Avezum et al., 2004). Dentre
os efeitos deletérios da ativacdo neurohumoral apdés o IAM estdo: arritmias
ventriculares, taquicardia, reducdo da perfusdo do miocardio isquémico, aumento da

pressdo de enchimento ventricular, elevacdo da impedancia aértica (indice da pos-
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carga), aumento do consumo de oxigénio e reducdo da excre¢cdo de agua e sédio
(Cohn, 1990).

Especificamente, a ativacdo do sistema nervoso simpéatico e concomitante
aumento dos niveis plasmaticos de noradrenalina ocorrem quase que imediatamente
apos o IAM, podendo se prolongar por meses (Graham et al., 2002; Grassi et al.,
2015; Rouleau et al., 1991). O aumento da atividade simpatica ap6s o IAM leva ao
aumento do trabalho cardiaco. Esse cenario demanda, consequentemente, um
maior aporte de oxigénio pelo miocardio mediante trés mecanismos principais:
aceleracdo do ritmo cardiaco, elevacdo da pressdo arterial e aumento da
contratilidade miocardica. A reducao dos niveis de oxigénio decorrente do aumento
do trabalho cardiaco, portanto, contribui para o agravamento da isquemia e para o
potencial desenvolvimento de arritmias ventriculares. Isso se torna um critico
determinante no risco de mortalidade no portador de cardiopatia isquémica (Avezum
et al., 2004).

Estudos anteriores ja verificaram que pacientes com altos niveis de
catecolaminas apresentam um pior prognaostico apés o infarto (Rouleau et al., 1991).
Com isso, os betabloqueadores foram introduzidos como terapia apés o IAM, uma
vez que sao farmacos capazes de inibir competitivamente os efeitos das
catecolaminas circulantes. Por conseguinte, sdo reconhecidos por sua capacidade
de diminuir a frequéncia cardiaca, a pressdo arterial e o esforco miocardico,
reduzindo o consumo de oxigénio pelo coracdo através da reducdo do trabalho
cardiaco (Smith et al., 1992). Ao mesmo tempo, os betabloqueadores também
melhoram a perfusdo miocardica através do aumento do fluxo subendocérdico e do
fluxo das colaterais. Essas acdes em conjunto sdo responsaveis por diminuir as
taxas de ruptura miocérdica, limitar o tamanho do 1AM, melhorar a funcdo cardiaca e
diminuir a mortalidade tanto precoce como tardia (Avezum et al., 2004). Na clinica,
0s betabloqueadores devem ser introduzidos na fase inicial pés-infarto, titulados
gradualmente, e continuarem a ser administrados indefinidamente em todos os
pacientes infartados com fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo menor que 40% e

gue n&o possuem contraindicacdes (Mercado et al., 2013).
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1.5. CARVEDILOL

Um dos betabloqueadores mais receitados pelos cardiologistas para pacientes
gue sofreram um IAM, é o carvedilol (Poole-Wilson et al., 2003). O carvedilol € um
betabloqueador de terceira geracdo ndo-seletivo, ou seja, é capaz de se ligar em
ambos receptores beta-adrenérgicos (1 e p2). Além disso, também possui
propriedades antioxidantes e capacidade de interagir com o receptor adrenérgico al
e com os canais de calcio quando em altas concentrages (Dulin e Abraham, 2004;
Gao et al., 2000). Portanto, o carvedilol age bloqueando a atividade adrenérgica (via
bloqueio dos receptores 1 e B2) e induzindo a vasodilatacdo (via bloqueio do
receptor al). Ainda, a presenca do grupo carbazol na sua estrutura molecular
(Figura 2) é o fator responsavel pela sua atividade antioxidante. Essa atividade
ocorre mediante a inibicdo da peroxidacao lipidica na membrana dos cardiomidcitos,
a inibicdo da liberacdo de anion superoxido dos neutréfilos, a preservacdo do
sistema antioxidante enddgeno (exemplo: vitamina E e glutationa), a eliminacéo de
radicais perdxidos e hipoclorito e a execucdo de outras funcbes de protecdo do
sistema baseado na reducdo dos radicais livres (Dulin e Abraham, 2004). Tal acéo
em diminuir o estresse oxidativo ja foi verificada em pacientes com insuficiéncia

cardiaca (Nakamura et al., 2002).
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Figura 2. Estrutura molecular do carvedilol (Dandona et al., 2007).

E importante ressaltar que o carvedilol ndo possui atividade simpatomimética
intrinseca e bloqueia os receptores al, 1 e B2 sem exibir altos niveis de atividade
agonista inversa. Essa falta de atividade agonista inversa e de atividade

simpatomimética intrinseca reduz os efeitos colaterais e torna o farmaco mais
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tolerado que os betabloqueadores mais antigos (Bortolotto e Colombo, 2009).
Freemantle e colaboradores realizaram uma metanalise, demonstrando que 0s
betabloqueadores diminuem a morbidade e a mortalidade ap6s o infarto, mesmo nos
pacientes submetidos a trombdlise e que usavam inibidores da enzima conversora
da angiotensina em associacado (Freemantle et al., 1999). No estudo CAPRICORN
(Carvedilol Post-Infarct Survival Control in LV Dysfunction), os pacientes com
disfuncao ventricular ap6s o IAM tratados com carvedilol em longo prazo (4-6
semanas) tiveram reducdo significativa da frequéncia de todas as causas de
mortalidade, da mortalidade cardiovascular e da recorréncia de infartos do miocardio
nao fatais (CAPRICORN, 2001). Ainda, um estudo associado ao ensaio
CAPRICORN demonstrou, por dados ecocardiogréaficos, a capacidade do carvedilol
em inibir o remodelamento ventricular em pacientes com disfuncédo do ventriculo
esquerdo apos o IAM (Doughty et al., 2004). Nao somente em estudos com
humanos, mas também com modelo animal em ratos, foi verificado beneficios do
tratamento com carvedilol, como, por exemplo, a melhora da taxa de sobrevivéncia
dos animais (Smith et al., 1992), a preservacéo da funcéo ventricular esquerda e a
diminuicdo da fibrose (Sia et al., 2002). Ainda, estudos também relatam sobre a
atividade anti-inflamatéria do carvedilol, a qual € dada pela reducdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias e pelo aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatorias
(Li et al., 2006) e sobre a atividade anti-apoptotica, a qual ocorre através da
diminuicdo da producéo de proteinas pro-apoptoéticas e da reducédo da apoptose dos
cardiomidcitos (Yeh et al., 2013).
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2 HIPOTESE

A hipétese desse trabalho € que o betabloqueador carvedilol ird reduzir a
estimulacdo adrenérgica provocada pelos HT durante o tratamento apds o IAM. Isso
representa uma estratégia importante, uma vez que visa a preservacdo da funcao
cardiaca durante o tratamento com HT. Adicionalmente, essa co-administracdo
promovera um efeito sinérgico positivo sobre o coracgdo infartado, visto que ambos
tratamentos s&o capazes de melhorar o remodelamento ventricular, a funcéo
cardiaca e o0 estresse oxidativo, que sdo importantes fatores no pior progndstico

apos o IAM.

3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo conjunta dos HT e do carvedilol sobre o
coracao de ratos submetidos ao infarto agudo do miocéardio. Nesse contexto, enfocar
nos efeitos dessa co-administracdo sobre o remodelamento ventricular, a funcéo

cardiaca e o estresse oxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver o tratamento pela administracdo via oral dos horménios da
tireoide e do carvedilol.

e Realizar a andlise de parametros ecocardiograficos.

e Avaliar parametros hemodinamicos via cateterismo ventricular.

e Realizar uma analise morfoldgica para avaliar parametros de hipertrofia e de
congestéo hepatica e pulmonar.

e Avaliar parametros de estresse oxidativo: concentragdo das espécies reativas
de oxigénio totais, peroxidacao lipidica, atividade de enzimas antioxidantes
(CAT, SOD, GPx) e dosagem de moléculas antioxidantes ndo-enzimaticas
(niveis de sulfidrila, de GSH e GSSG).
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4 METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com 45 dias de idade, com peso médio
de 200 + 50 gramas. Os animais foram provenientes do Centro de Reproducéo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Durante o periodo
do protocolo experimental (15 dias), os animais foram alojados no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS)
da UFRGS, sendo mantidos em caixas plasticas de 340 x 200 x 410 mm, com quatro
ratos cada, com o assoalho recoberto com serragem. Receberam alimentacéo e
agua a vontade e foram mantidos sob periodos de 12 horas luz/12 horas escuro e

sob temperatura de 22°C.

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em cinco grupos (n= 8-10/grupo):

e Grupo sham (SHAM) — foi submetido a todos os processos cirirgicos, com
excecdo da ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda.

e Grupo infarto do miocardio (IM) — foi submetido ao infarto pela ligadura da
artéria coronaria descendente anterior esquerda.

e Grupo infarto do miocardio + Hormonios da tireoide (IM+HT) — foi submetido
ao infarto pela ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda e
ao tratamento com os horménios da tireoide.

e Grupo infarto do miocéardio + Carvediol (IM+C) — foi submetido ao infarto pela
ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda e ao tratamento
com carvedilol.

e Grupo infarto do miocardio + Carvedilol + Hormonios da tireoide (IM+C+HT) —
foi submetido ao infarto pela ligadura da artéria coronaria descendente
anterior esquerda e ao tratamento com os horménios da tireoide e com

carvedilol.
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4.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

O IAM foi induzido por um método adaptado ao descrito por Johns e Olson em
1954 (Johns e Olson, 1954), no qual foi realizada a ligadura da artéria coronéria
descendente anterior esquerda. Para isso, 0s animais, primeiramente, foram
mantidos anestesiados com quetamina (90mg/kg, via intraperitoneal, e volume de
0,45 mL para um rato de 2509) e xilazina (10mg/kg, via intraperitoneal, e volume de
0,12 mL para um rato de 250g) simultaneamente (CREAL 2013). ApGs a anestesia,
os animais foram colocados em decubito dorsal, tricotomizados e, posteriormente,
entubados (Gelko-14G) e submetidos a ventilagdo artificial (Intermed, Inter 3, S&o
Paulo, SP, Brasil). Em seguida, foi realizado um pequeno corte na pele do animal, o
afastamento dos musculos peitorais e uma toracotomia esquerda no terceiro espaco
intercostal, sendo colocado um afastador de torax entre as costelas para permitir
melhor visualizacdo do coracdo. O pericardio do coracdo foi seccionado e o atrio
esquerdo afastado para a visualizacdo da artéria coronaria descendente anterior
esquerda. Uma vez visualizada, seguiu-se com a ligadura dessa artéria coronaria
(fio mononylon 6.0), provocando a isquemia do miocardio. Apos a ligadura da artéria
coronaria, o afastador de costela foi retirado e feito o fechamento da inciséo toracica
(fio mononylon 5.0) e a retirada do pneumotérax através da sucg¢ao do ar com uma
agulha (5x7) conectada a uma seringa de 10 mL. Em seguida, os musculos peitorais
antes afastados foram reposicionados, e a incisura na pele foi suturada (fio
mononylon 5.0). Logo apds, os animais foram retirados da ventilacdo artificial e foi
estimulada a sua respiracdo espontanea. Uma vez concluido o procedimento
cirargico, os animais foram colocados em isolamento, em ambiente aquecido, nas
primeiras 24 horas pdés-cirurgia para a recuperacao anestésica. Os mesmos foram
tratados por dois dias com o analgésico tramadol (12,5 mg/kg, via subcutanea, de 12
em 12 horas) e dipirona (50mg/ml, via oral, de 12 em 12 horas) visando minimizar a
dor e o desconforto no periodo pos-operatério (Santos et al., 2012). Durante esse
tempo, foi observada a recuperacdo do comportamento normal do animal. A taxa de
mortalidade no presente estudo foi de 23%, 0s quais ocorreram principalmente nas
primeiras 24 horas apés o procedimento cirargico. Os animais do grupo SHAM foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos, com excecdo da oclusédo

coronariana (Schenkel et al. 2010).
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4.4.CUIDADOS POS-CIRURGICOS

Todos os parametros monitorados durante a cirurgia foram avaliados no periodo
poés-cirirgico. Além da intervencdo farmacoldgica explicitada no item “4.3.
Procedimentos cirurgicos” foram observadas, para cada animal individualmente, as
seguintes caracteristicas: desconforto, extremidades azuis e frias, padrdo de
respiracdo anormal e depresséo respiratoria, peso corporal, secrecdo nasal, reflexos
lentos ou ausentes, aparéncia e processo de cicatrizacao da ferida operatéria. Esse
procedimento foi realizado por pesquisador treinado e ocorreu periodicamente
(frequéncia - a cada 4 horas — 12 observacgfes) durante as primeiras 48 horas pos-
cirurgia, a fim de identificar as alteracbes e intervir adequadamente (tal como
promover calor, hidratacdo, auxilio respiratorio, medicacdo para dor e infeccao -
procedimentos relatados previamente). Durante o periodo de tratamento, os animais
permaneceram sob observacdo na frequéncia de trés vezes ao dia. A area de
recuperacao teve luz, temperatura, ruido adequado, assim como as gaiolas e camas
limpas e secas. A eutanasia foi empregada nos animais que demonstraram
pronunciados sinais de sofrimento, sem a adequada recuperacdo pés-operatoria

(método descrito no item 4.9).

4.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental deste estudo abrangeu um periodo de 15 dias, nos

guais foram realizados os seguintes procedimentos:

e 1° Dia: Os animais dos grupos IM, IM+C, IM+HT e IM+C+HT foram
submetidos ao infarto pela ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda. Ja os animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia
gue consistiu dos mesmos procedimentos cirdrgicos, com exce¢do da
ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda.

e 1° ao 2° Dia: Os animais foram deixados em repouso para recuperacéo e

receberam os devidos cuidados pds-cirargicos (conforme item 4.4).
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3° ao 14° Dia: No 3° dia, foi realizada uma analise ecocardiogréfica para a
confirmacdo do infarto do miocardio e para a avaliagdo morfoldgica e
funcional do ventriculo esquerdo antes do inicio do tratamento. Essa analise
permitiu a realizacdo de uma distribuicdo homogénea dos animais entre os
grupos infartados de acordo com a é&rea de infarto. Apos a andlise
ecocardiografica, deu-se inicio aos tratamentos. Os animais dos grupos
SHAM e IM receberam salina, enquanto os animais dos grupos infartados
tratados (IM+C, IM+HT, IM+C+HT) receberam seu respectivos tratamentos
durante 12 dias. Os animais foram pesados semanalmente para o
acompanhamento do ganho de peso corporal.

14° Dia: Apos algumas horas do recebimento da ultima dose de tratamento,
os animais foram submetidos a anestesia para serem submetidos a uma
ultima analise ecocardiografica.

15° Dia: Ap6s a anestesia, os animais foram submetidos a analise
hemodinamica via cateterismo ventricular e, posteriormente, foram
eutanasiados, sendo coletado o tecido cardiaco, o pulmdo e o figado para

posteriores analises.

Dia1 Dia 3 Dia14 | | Dia15
RECUPERACAO TRATAMENTO (12 DIAS)
Cirurgias: ECO INICIAL ECO FINAL
* SHAM
- Anestesia
* Infarto: i
- Cateterismo
- M . .
- Eutanasia
- IM+C - Coleta dos
- IM+HT orgdos (coracio,
— IM+C+HT figado e pulm3do)
— SHAM: salina - Coracdo (VE e VD foram separados):
— IM: salina analises morfométricas (hipertrofia) e
— IM + C: carvedilol 2 mg/kg/dia analises bioquimicas (apenas do VE)
— IM + HT: T3 (2 pg/100g/dia) e T4 (8ug/100g/dia)
— IM + C + HT: carvedilol 2 mg/kg/dia + T3 (2ug/100g/dia) - Pulmido e Figado: analise
e T4 (8ug/100g/dia) morfométrica (congestao)

Figura 3. Esquema cronolégico do protocolo experimental deste trabalho. ECO (andlise

ecocardiogréfica), VE (ventriculo esquerdo), VD (ventriculo direito).
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4.6.TRATAMENTO COM HORMONIOS DA TIREOIDE E CARVEDILOL

ApGs a cirurgia, 0os animais permaneceram em recuperacdo por 2 dias. Depois

desse periodo, cada grupo recebeu o seguinte tratamento durante o periodo de 12

dias:

SHAM - recebeu diariamente apenas solugéo salina por gavage.

IM — recebeu diariamente apenas solucéo salina por gavage.

IM+HT — recebeu diariamente, por gavage, o tratamento hormonal com 2
Mg/100g/dia de T3 (Sigma) e 8ug/100g/dia de T4 (Sigma) diluido em solugéo
salina e hidroxido de sédio (NaOH) 1N (de Castro et al., 2014).

IM+C — recebeu diariamente, por gavage, o tratamento com carvedilol (Santa
Cruz) (2mg/kg/dia) (Sun et al., 2005) diluido em 1% de DMSO, 2% de Tween
20 e salina (Akgullu et al, 2015; Babu e Raju, 2009).

IM+C+HT — recebeu diariamente, por gavage, o tratamento hormonal com 2
Mg/100g/dia de T3 e 8ug/100g/dia de T4 diluido em solugao salina e hidréxido
de sodio (NaOH) 1N, juntamente ao tratamento com carvedilol na dose
2mg/kg/dia diluido em 1% de DMSO, 2% de Tween 20 e salina (Akgulli et al,
2015; Babu e Raju, 2009).

4.7. ANALISES ECOCARDIOGRAFICAS

Os parametros ecocardiograficos foram avaliados 48 horas e 14 dias apds o

IAM. Para essa avaliacdo, os animais foram anestesiados (quetamina (90 mg/kg) e

xilazina (20 mg/kg)) e posicionados em decubito lateral para a obtencdo das

imagens. Foi utilizado o sistema Philips HD XE (Andover, MA, USA) com um

transdutor de 12-3 MHz, numa profundidade de 3 cm, e as imagens foram

capturadas por um operador cegado e treinado com experiéncia em ecocardiografia

animal. Foram analisados os parametros morfolégicos do ventriculo esquerdo

(espessuras das paredes posterior e anterior, diametros e areas transversais na

sistole e diastole), volumes cardiacos (volume diastélico final e volume sistélico
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final), parametros de funcao sistdlica (fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento),

area de infarto e indice de tensao de parede.

As areas transversais do ventriculo esquerdo foram avaliadas no final da
sistole e no final da didstole em trés planos: basal, medial e apical. Utilizando a
media das areas transversais nos trés planos foi calculada a mudanca de area
fracional (Nozawa et al., 2006). Os diametros sistélicos e diastolicos, assim como a
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo foram igualmente avaliados
nesses trés planos, através do modo-M. Através da meédia das medidas dos
diametros foi calculada a fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (FenVE),
usando a seguinte formula: FenVE = (média dos diametros diastolicos — média dos
didmetros sistolicos / média dos didmetros diastolicos x 100) (Nozawa et al., 2006).
Os volumes cardiacos foram medidos através do método de Simpson modificado
(Mercier et al., 1982) e através desses foram calculados o débito sistolico, o débito
cardiaco e a fracdo de ejecdo. As imagens bidimensionais e os tragcados do modo-M

foram registrados em CD para posteriores analises.

4.8. ANALISES HEMODINAMICAS

No 15° dia do protocolo, os animais foram anestesiados (quetamina (90 mg/kg)
e xilazina (20 mg/kg)). ApOs a anestesia, 0s animais passaram pelo procedimento de
cateterismo realizado por um pesquisador cegado e treinado. Primeiramente, 0s
animais tiveram a artéria caroétida direita exposta. Com uma céanula feita de tubo de
polietileno PE-50 previamente soldado a um tubo de polietileno PE-10 (Clay Adams,
Parsipanny, NJ, EUA) foi feita uma implantacdo na artéria exposta, a qual foi
introduzida até o atrio e ventriculo esquerdo. A pressdo ventricular sistélica e
diastdlica final esquerda e suas respectivas derivadas, derivada de contracdo (dP/dt
maxima ou positiva) e derivada de relaxamento (dP/dt minima ou negativa), foram
monitoradas usando um transdutor de pressédo (Strain-Gauge — Narco Biosystem
Miniature Pulse Transducer RP-155; Houston, Texas — EUA) ligado a um
amplificador de sinais (Windaq frequéncia de amostragem de 2 kHz, Dataq
Instruments, Inc., Akron, Ohio, EUA. Pressure Amplifier HP 8805C) (Schenkel et al.,

2010). Apds a analise hemodinamica, foi realizada a eutanasia dos animais.
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4.9. EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Ap6s completar a analise hemodindmica, os animais foram imediatamente
eutanasiados através da injecdo intraperitoneal de tiopental (140 mg/kg), de
lidocaina (10mg/kg) e com aproximadamente o triplo da dose anestésica. Essa
eutanasia foi certificada mediante decapitacdo em guilhotina manual, em ambiente
isolado (Lei 11915/2003 e as Diretrizes do CONCEA 05/2013 e as Diretrizes da
Pratica da Eutanasia CONCEA 2013).

ApGs a eutanasia, o coracdo dos animais foi rapidamente retirado e lavado em
solucdo gelada de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Os atrios e ventriculos foram
separados, sendo os atrios descartados e os ventriculos separados em ventriculo
esquerdo (VE) e ventriculo direito (VD) e pesados para a avaliagdo da hipertrofia
cardiaca. As amostras de tecido cardiaco destinadas as analises bioquimicas foram
primeiramente acondicionadas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas
em freezer a -80°C. Também, foram coletados o figado e o pulméao para a analise de

congestéo hepatica e pulmonar, respectivamente.

4.10. ANALISE MORFOMETRICA

4.10.1. indices de hipertrofia cardiaca

Apés a eutandsia, o coracdo dos animais foi rapidamente retirado, tendo sido
separados os atrios e 0s ventriculos, sendo os atrios descartados e os ventriculos
separados em VE e VD e pesados. Também, foi retirada a tibia dos animais para

utilizar seu comprimento no célculo da hipertrofia cardiaca.

A hipertrofia cardiaca fornece dados quanto ao aumento de massa muscular
do coracédo. Para sua analise, foram avaliadas as seguintes relacdes: razdo do peso
do coracdo (mg) pelo peso corporal (g) e razdo do peso do coracdo (mg) pelo
comprimento da tibia (cm). Também, foi calculada a hipertrofia do ventriculo
esquerdo, utilizando as seguintes relacdes: razédo do peso do VE (mg) pelo peso
corporal (g) e razédo do peso do VE (mg) pelo comprimento da tibia (cm) (Schenkel el
al., 2010).
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4.10.2. indices de congestdo pulmonar e hepéatica

Para o calculo da congestdo pulmonar e hepética, o pulmédo e o figado dos
animais foram retirados, pesados e acondicionados em estufa em uma temperatura
de 65 graus Celsius. Esses 6rgaos foram pesados diariamente até atingirem um
peso constante para obtencdo do peso seco. Apds isso, foram calculadas a
congestdo pulmonar e a congestao hepatica pela razdo entre 0 peso seco e 0 peso

umido desses 6rgéaos (Singal et al. 1999).

4.11. ANALISES BIOQUIMICAS

4.11.1. Preparo do homogeneizado

A homogeneizacédo do VE foi realizada por 40 segundos com homogenizador
Ultra-Turrax, com KCI 1,15% (5 mL/g de tecido) e fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) na concentracdo de 100 mmol/L. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 20 minutos a 1000 x g a 4°C. O sobrenadante foi retirado e
armazenado em freezer (- 80°C) para posteriores andlises bioquimicas (Llesuy et.
al., 1985).

4.11.2. Dosagem de proteinas

Para dosagem de proteinas do homogeneizado foi realizado o método
descrito por Lowry, utilizando solucdo de albumina bovina como padrdo. A medida
foi efetuada em espectrofotdbmetro a 625 nm e os resultados expressos em mg/mL
(Lowry et al. 1951).
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4.11.3. Medida das espécies reativas de oxigénio totais

As  espécies reativas de  oxigénio totais foram  avaliadas
espectrofluorimetricamente através da oxidagdo do diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) em 2,7-diclorofluoresceina na presenca dessas espécies. As amostras
foram excitadas em 488 nm e a emissao foi coletada em 525 nm. Os resultados
foram expressos em nmoles por mg de proteina (Lebel et al. 1992).

4.11.4. Peroxidacdao lipidica

A determinacdo da peroxidagcdo lipidica no homogeneizado de VE foi
determinada pelo método de deteccdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) conforme descrito por Ohkawa e colegas (Ohkawa et al.,
1979). Resumidamente, foram adicionados a 100 yL de homogeneizado: 25 pL de
dodecilsulfato de sédio (SDS) 8,1%, 188 pL de acido acético 20% (pH 3,5) e 188 L
de acido tiobarbitarico (TBA) 0,8%. Apos, o homogeneizado foi incubado em banho
de agua fervente (100°C) durante 60 minutos. Em seguida, os homogeneizados
foram centrifugados a 1000 x g por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, removeu-se 0
sobrenadante e mediu-se a absorbancia (535 nm) utilizando um espectrofotometro
(T80 UVI/VIS Spectrometer, PG Instruments, S&o Paulo, BR). Utilizou-se
malondialdeido como padrdo, e os resultados foram expressos em nmol/mg de

proteina.

4.11.5. Atividade antioxidante enzimatica

4.11.5.1. Atividade da enzima superéxido dismutase

A medida da atividade superdxido dismutase (SOD) foi baseada na sua

capacidade de inibir a reac&o do radical anion superéxido com o pirogalol. O radical
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anion superoxido é gerado pela auto-oxidacdo do pirogalol quando presente em
meio basico. Portanto, quanto maior a concentracdo de SOD na amostra, menor a
auto-oxidacédo do pirogalol. A SOD presente na amostra compete pelo radical
superoxido com o sistema de deteccdo. A oxidacao do pirogalol leva a formacao de
um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a um comprimento de
onda de 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se a velocidade de
formacéo do pirogalol oxidado (Marklund, 1985). Para esse ensaio, se utilizou 10 pl
de homogeneizado de VE na presenca de tampao Tris Base 50 mM e EDTA 1mM,
adicionando-se 4 pl de Catalase 30 pM (Sigma Aldrich, Catalase from bovine liver -
aqueous suspension, 10,000-40,000 units) e 8 pl de pirogalol 24 mM (Sigma Aldrich,
Pyrogallol, 298% (HPLC), P.M 126,11). Os resultados foram expressos em U
SOD/mg proteina comparando-se com uma curva padrdo de SOD (Sigma Aldrich,

Superoxide Dismutase from bovine, lyophilized powder, 21500 units/mg protein).

4.11.5.2. Atividade da enzima catalase

A atividade da catalase foi medida através da avaliacgdo do consumo do
peroxido de hidrogénio (H.0,). O método consistiu em avaliar a diminuicdo da
absorbancia no comprimento de onda de 240 nm, no qual ocorre maior absorcéo
pelo peroxido de hidrogénio. Para a execucdo deste método foram utilizados uma
solucéo tampéo fosfato a 50 mM (pH=7,4) e peréxido de hidrogénio 0,3 M. Em uma
cubeta de quartzo, foram adicionados 955 pL do tampéo fosfato e 10 uL de amostra.
A cubeta foi colocada no espectrofotbmetro e descontada contra um branco de
tampdo fosfato. Apés, foram adicionados 35 puL do H,O, 0,3 M e feito o
monitoramento da diminuicdo da absorbancia a 240 nm. Os resultados foram
expressos em nanomoles de H;O, por minuto por miligramas de proteina

(nmol/min/mg proteina) (Boveris e Chance, 1973).
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4.11.5.3. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacdo de peroxido de
hidrogénio ou perdxidos organicos com a glutationa reduzida (GSH), formando
glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducéo do hidroperoxido. A GPx atua em
conjunto com a enzima glutationa redutase (GR), a qual catalisa a reducdo da
glutationa oxidada, usando NADPH como cofator. Com isso, a atividade da GPx foi
determinada medindo-se a taxa de oxidacdo do NADPH a 340 nm na presenca de
GSH e GR, utilizando-se azida, para inibicdo da enzima catalase, e hidroperdxido de
tert-butil, como iniciador. Para o ensaio, foram utilizados 25 pl de homogeneizado de
VE na presenca de 165 pl de tampéao fosfato 143 mM EDTA 4 mM, adicionando-se
250 yl NADPH 0,24 mM (Sigma Aldrich, N1630 SIGMA), 5 ul de azida 25 mM
(Sigma Aldrich, S8032 SIGMA), 25 pl de GSH 20 mM (Sigma Aldrich, G4251
SIGMA) e 5 pl de GR (Sigma Aldrich, 10 U/ml — G3664 SIGMA). A atividade da GPx
foi expressa como nanomoles de NADPH por minuto por miligrama de proteina

(nmol/min/mg proteina). (Flohé e Gunzler 1984).

4.11.6. Atividade antioxidante ndo-enzimatica

4.11.6.1. Determinacéo do conteudo de sulfidrilas

Para o ensaio de sulfidrilas, foram adicionados 0,1 mM de &cido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) a 15 uL de homogeneizados do ventriculo esquerdo, que
foram incubados durante 30 min a temperatura ambiente num ambiente escuro, tal
como descrito por Aksenov e Markesberry (Aksenov e Markesberry et al., 2001). A
absorbancia (medicao da formacédo do TNB) foi medida espectrofotometricamente a
412 nm (Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom, Reino Unido) e os resultados séo

expressos como nanomoles de TNB por miligrama de proteina (nmol/mg proteina).
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4.11.6.2. Determinagao da concentracdo de GSH e GSSG

Para determinagc&o da concentracdo das glutationas, uma porcéo de 25 — 30
mg de VE foi desproteinizada e homogeneizada na presenca de de acido perclérico
2M/EDTA 2 mM. A amostra homogeneizada foi entdo centrifugada a 1000 x g por 10
minutos e o sobrenadante separado em dois microtubos diferentes: 50 ul aliquotados
para mensuracdo das glutationas totais e 50 pl aliquotados para mensuracédo das
glutationas oxidadas. No microtubo contendo o sobrenadante para mensuracéo das
glutationas oxidadas foram adicionados 10 pl de N-etilmaleimida (NEM) 0,2 M para a
inibicdo das glutationas reduzidas, as quais se tornam o composto GS-NEM, que
nao ird reagir com o DTNB adicionado posteriormente. Depois de uma hora, ajustou-
se 0 pH de ambos os sobrenadantes com MOPS 0,3 M/KOH 2M até 7,0. Para o
ensaio, em cubeta de quartzo, adicionou-se 87,5 ul de agua destilada, 12,5 pl de
amostra, 50 pl de DTNB 6 mM (Sigma Aldrich, D8130 SIGMA), 350 pl NADPH 0,25
mM (Sigma Aldrich, N1630 SIGMA) e 5 ul de GR (Sigma Aldrich, 10 U/ml — G3664
SIGMA). Dessa forma, foi possivel determinar a concentracdo das glutationas
oxidadas e reduzidas. No caso da concentracdo das glutationas reduzidas, essa foi
obtida mediante o calculo da subtracdo das glutationas oxidadas das glutationas
totais. A  concentragdo de  glutationas foi calculada  medindo-se
espectrofotometricamente o TNB formado a 412 nm e expressa como pumol de TNB

por minuto por miligrama de tecido (Akerboom e Sies, 1981).

4.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da amostra pelo método
de Shapiro-Wilk. Uma vez que os dados apresentaram distribuicdo normal, a
comparacao entre os grupos foi feita através da analise de variancia (ANOVA) de
uma via, complementada com o teste Student-Newmann-Keuls. A correlacdo entre
duas variaveis foi analisada através do teste de correlacdo de Pearson. As
diferencas foram consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou

valor P<0,05. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. O software
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Sigma Plot 12.0 para Windows foi utilizado como ferramenta computacional para
analise estatistica dos dados, e o software GraphPad Prism, versdo 5.0 para
Windows, foi utilizado para a elaboracao dos graficos.

4.13. DESCARTE DE MATERIAIS BIOLOGICOS E QUIMICOS

Os residuos biolégicos (carcacas, tecidos dos animais) foram acondicionados
em sacos plasticos de coloragéo branca, congelados e enviados ao Biotério Central
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) aos cuidados do CREAL.
Os residuos quimicos foram separados, devidamente identificados e acondicionados
para posterior envio ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos
(CGTRQ) do Instituto de Quimica da UFRGS. Materiais toéxicos foram usados na
capela e encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos
Quimicos da UFRGS para sua correta eliminacédo. Todos os procedimentos com 0s
animais e analises posteriores foram feitos com uso de avental, luva cirdrgica,
mascara se necessario respeitando os devidos cuidados para protecédo tanto dos

animais como do pesquisador.

4.14. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto para a realizacdo deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFRGS sob o numero de 30776. Todos os procedimentos
descritos nesse estudo levaram em consideracdo as definicdes da Lei 11.794/08
(conhecida como lei Arouca) e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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5 RESULTADOS

5.1. PARAMETROS MORFOMETRICOS - HIPERTROFIA CARDIACA E
CONGESTAO PULMONAR E HEPATICA

Os animais dos grupos IM, IM+HT e IM+C+HT apresentaram uma perda de
peso em relagdo ao grupo SHAM, enquanto que o grupo IM+C apresentou um
aumento do peso corporal em comparacdo ao grupo IM, ndo sendo diferente do
grupo SHAM. A respeito dos parametros de hipertrofia cardiaca, foi possivel verificar
um aumento do peso do coracdo e do ventriculo esquerdo (VE), bem como uma
elevacdo dos indices de hipertrofia cardiaca (coracdo/comprimento da tibia;
VE/comprimento da tibia) nos grupos infartados tratados em relacdo aos grupos
SHAM e IM. Ja nos indices de hipertrofia cardiaca, coracao/peso corporal e VE/peso
corporal, foi observado um aumento da hipertrofia nos grupos infartados em relacéo
ao SHAM e dos grupos IM+HT e IM+C+HT em comparacéo aos grupos IM e IM+C.
No entanto, os grupos IM+HT e IM+C+HT apresentaram um aumento em
praticamente todos os parametros de hipertrofia cardiaca (peso do coracéo;
coracao/peso corporal; coracdo/comprimento da tibia; VE/peso corporal) em relacao
ao grupo IM+C. Quanto aos parametros de congestdo pulmonar e hepatica, néo foi
possivel observar diferenca significativa entre os grupos nos indices de congestéao
pulmonar (pulmdo seco/pulmdo Umido) e hepatica (figado seco/figado Umido)
(Tabela 1).
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Grupos nao-tratados

Grupos tratados

Parametro SHAM IM IM+C IM+HT IM+C+HT
(n=10) (n=8) (n=9) (n=10) (n=9)

Peso corporal (g) 313+19 288+16 a 322+17 b 297+17 ac 29248 ac

Peso do coracio (g)  0:850,05 0,90+0,06  0,98+0,06 ab 1,12+0,08 abc 1,10+0,09 abc

Peso do VE (g) 0,65+0,03 0,68+0,03 0,75+0,05ab 0,78+0,06 ab 0,78+0,07 ab
+0,04

Peso do VD (g) 0,20+0,02 0,22+0,03 0,23+0,02  0,30+0,05 abc 0’3Zb2’0

Coracéo/Peso corporal 2 72+0 10 3,05+0,33a 3,05+0,19a 3,71+0,25abc 3,63+0,32 abc

(mg/g)

Coracéo/comprimento 2 43+0.12 259+0,21 2,80+0,11ab 3,29+0,17 abc 3,14+0,25 abc

da tibia (mg/cm)

VE/peso corporal 2 07+0,07 2,30+0,20 a 2,34+0,13a 2,64+0,13 abc 2,67+0,22 abc

(mg/g)

VE/comprimentoda 1 85+0.09 1,95+0,10 2,15+0,12ab 2,24+0,15ab 2,23+0,19 ab

tibia (mg/cm)

Pulmdo dmido/puimao 511+0,40 5,12+#0,29  5,470,80 5,42+0,50 5,3740,48

seco (g/g)

Figado umidoffigado  3/33+0,05 3,37£0,09  3,30%0,05 3,3720,03 3,374£0,04

seco (g/g9)

Valores expressos como média + desvio padréo (n=8-10 animais/grupo). a Diferenca significativa em relacéo

ao grupo SHAM (P<0,05); b Diferenca significativa em rela¢éo ao grupo IM (P<0,05); ¢ Diferenca significativa

em relagdo ao grupo IM+C (P < 0,05); d Diferenca significativa em relagédo ao grupo IM+HT (P < 0,05).
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5.2. PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS

Ap6s 14 dias da cirurgia de infarto, a partir da andlise ecocardiografica, foi
possivel verificar que ndo houve diferenca em relagdo a &rea de infarto entre os
grupos infartados, revelando uma homogeneidade nesse parametro entre esses
grupos. Ainda, os grupos infartados também revelaram um aumento nos didmetros e
nas areas transversais do ventriculo esquerdo, analisados durante a sistole e a
diastole, indicando uma dilatacdo significativa dessa camara em relagdo ao grupo
SHAM.

Nos grupos infartados, foi possivel observar o aumento do volume diastoélico,
do débito cardiaco e do débito sistolico e uma diminuigéo da fragdo de encurtamento
em comparacdo ao grupo SHAM. Todavia, embora todos os grupos infartados
tenham apresentado uma reducéo da fracado de ejecdo em relacdo ao grupo SHAM,
apos o tratamento, os grupos IM+C, IM+HT e IM+C+HT demonstraram um aumento
significativo em comparacdo ao grupo IM. Ainda, os grupos IM+C e IM+C+HT
apresentaram uma elevacdo da fracdo de ejecdo em relacdo ao grupo IM+HT.
Quanto a espessura da parede posterior na sistole, apenas o grupo IM demonstrou
uma reducéo em relacdo ao grupo SHAM, enquanto os grupos infartados tratados
apresentaram um aumento neste parametro em relagdo ao grupo IM e ndo foram
diferentes do grupo SHAM. A espessura da parede posterior na diastole, entretanto,
nao foi diferente entre os grupos. A respeito do indice de tensdo de parede, foi
possivel observar uma elevacdo nos grupos IM e IM+HT em relagcdo ao grupo
SHAM, porém os grupos IM+C, IM+HT e IM+C+HT apresentaram uma diminui¢ao
desse indice em comparacao ao grupo IM, sendo que os grupos IM+C e IM+C+HT
nao foram diferentes do SHAM. Em relacdo a mudanca na area fracional (MAF) e do
volume sistodlico final (VSF), embora tenha sido observada uma reducdo da MAF e
um aumento do VSF nos grupos infartados em comparacdo ao grupo SHAM, nos
grupos tratados com carvedilol (IM+C e IM+C+HT) houve uma atenuacdo desses
parametros em relacdo aos grupos IM e IM+HT. Todos os dados ecocardiograficos
descritos estdo apresentados na Tabela 2. Na figura 4, é possivel verificar imagens
ecocardiograficas do VE obtidas no modo-M para um animal de cada grupo utilizado

neste estudo.
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Tabela 2 — Dados ecocardiograficos 14 dias pés-infarto.

Grupos nao-tratados Grupos tratados

Parametros SHAM IM IM+C IM+HT IM+C+HT
(n=10) (n=8) (n=9) (n=10) (n=9)

ié\er?to - de 5245 5247 5343 5146
DS (cm) 0,31+0,04  0,69+0,06 a  0,70+0,08 a 0,71+0,09 a 0,70+0,09 a
DD (cm) 0,68+0,05 0,85+0,04a  0,86+0,08 a 0,91+0,05 a 0,87+0,06 a
ASVE (cm2) 0,12+0,03 0,46+0,10a  0,41+0,15a 0,48+0,09 a 0,39+0,11 a
ADVE (cm2) 0,38+0,07 0,68+0,06 a  0,66+0,15 a 0,69+0,09 a 0,62+0,10 a
VD (mL) 0,22+0,04  0,48+0,07a  0,38%0,11 a 0,44+0,08 a 0,39+0,09 a
DC (mL/min) 475 6317 a 66+19 a 7010 a 77+17 a
DS (mL) 0,18+0,02 0,24+0,03 a 0,25+0,06 a 0,23+0,04 a 0,22+0,04 a
FenVE (%) 53,9+4,33 19,2+ 4,49 a 17,5+4,84 a 20,5+3,51 a 18.1+4,76 a
FE (%) 83,2+3,71 35,249,26 a  61,2+8,57 abd 48,5+5,86 abc 57,5+4,93 abd
EPPS (cm) 0,26+0,01 0,19+0,03 a 0,24+ 0,03 b 0,24+ 0,03 b 0,24+0,02 b
EPPD (cm) 0,13+0,01 0,13+0,02 0,14+0,01 0,14+0,02 0,15+0,02
ITP 2,46£0,25 3,74+050a 2,99+0,17Db 3,14+ 0,51 ab 2,93+0,60 b
MAF (%) 68,9+5,10 30,0+9,85a 42,2+£8,99abd 32,1+6,89 ac 40,7+6,99 abd
VSF (mL) 0,03+0,01 0,27+0,07a  0,17%+0,08 ab 0,22+0,06 a 0,16+0,04 ab

Valores expressos como média + desvio padrdo (n=8-10 animais/grupo). DS (Didmetro Sistélico), DD (Diametro
Diastolico), ASVE (Area Sistélica do Ventriculo Esquerdo), ADVE (Area Diastolica do Ventriculo Esquerdo), VD
(Volume diastélico), DC (Débito Cardiaco), DS (Débito Sistdlico), FenVE (Fragdo de Encurtamento do Ventriculo
Esquerdo), FE (Fracdo de Ejecéo), EPPS (Espessura da Parede Posterior na Sistole), EPPD (Espessura da Parede
Posterior na Diastole), ITP (indice de Tens&o de Parede), MAF (Mudanca na Area Fracional), VSF (Volume Sistélico
Final). a Diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM (P < 0,05); b Diferenca significativa em relagédo ao grupo
IM (P < 0,05); c Diferenca significativa em rela¢@o ao grupo IM+C (P < 0,05); d Diferenca significativa em relacdo ao
grupo IM+HT (P < 0,05).
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Figura 4. Imagens ecocardiograficas do VE de ratos Wistar obtidas no modo-M. (A) Animal do grupo SHAM;
(B) Animal do grupo IM; (C) Animal do grupo IM+C; (D) Animal do grupo IM+HT; (E) Animal do grupo
IM+C+HT.
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5.3. PARAMETROS HEMODINAMICOS

Mediante analise hemodinamica foi possivel observar uma reducéo da pressao
sistdlica (Fig.5A) e um aumento da pressao diastolica final do VE (Fig.5B), bem
como uma diminuicdo da dP/dt maxima e da dP/dt minima (Fig.5C-D) no grupo IM
em relacéo ao grupo SHAM. No entanto, ap6s o tratamento, os grupos IM+C, IM+HT
e IM+C+HT apresentaram aumento da pressao sistolica do ventriculo esquerdo
(Fig.5A) e diminuicdo da presséo diastdlica final do ventriculo (Fig.5B), bem como
uma elevacao da dP/dt maxima e da dP/dt minima (Fig.5C-D) em comparacdo ao
grupo IM. A respeito da frequéncia cardiaca observou-se um aumento nos grupos
IM+HT e IM+C+HT em relacdo aos grupos SHAM, IM e IM+C. No grupo IM+C+HT,
entretanto, foi possivel verificar uma reducéo da frequéncia cardiaca em relacdo ao
grupo IM+HT (Fig.5E).
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Figura 5. Dados hemodinamicos obtidos através do cateterismo do VE. (A) PSVE (Presséo Sistolica
no Ventriculo Esquerdo); (B) PDFVE (Pressdo Diastélica Final do Ventriculo Esquerdo); (C) dP/dt
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maxima — indice de contratilidade; (D) dP/dt minima — indice de relaxamento; (E) FC (Frequéncia
Cardiaca). a Diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM (P < 0,05); b Diferenca significativa
em relacdo ao grupo IM (P < 0,05); ¢ Diferenca significativa em relacdo ao grupo IM+C (P < 0,05); d

Diferenca significativa em relagédo ao grupo IM+HT (P < 0,05).

5.4. PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

5.4.1. Niveis das espécies reativas de oxigénio

Verificou-se um aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO) totais nos
grupos IM e IM+C em relagdo ao SHAM, enquanto o grupo IM+HT né&o foi diferente
do grupo SHAM. O grupo IM+C+HT apresentou reducdo dos niveis de ERO em
comparacao aos grupos IM e IM+C e, também, nado foi diferente do grupo SHAM.
(Fig.6).
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Figura 6. Niveis totais da ERO. Valores expressos como média + desvio padrao (n=8-10
animais/grupo). a Diferenca significativa em relacdo ao grupo SHAM (P < 0,05); b Diferenca
significativa em relacdo ao grupo IM (P < 0,05); c Diferenca significativa em rela¢do ao grupo IM+C (P

< 0,05); d Diferenca significativa em rela¢éo ao grupo IM+HT (P < 0,05).
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5.4.2. Niveis de sulfidrila totais

Em relacdo aos niveis de sulfidrila, foi possivel observar uma diminuicdo dos
niveis de sulfidrila nos grupos IM e IM+C em relacdo ao grupo SHAM. Os grupos
IM+HT e IM+C+HT, no entanto, ndo foram diferentes em comparagcdo ao grupo
SHAM (Fig.7).
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Figura 7. Niveis de sulfidrilas totais. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=8-10
animais/grupo). a Diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM (P < 0,05); b Diferenca
significativa em relacéo ao grupo IM (P < 0,05); c Diferenca significativa em relagdo ao grupo IM+C (P

< 0,05); d Diferenca significativa em rela¢éo ao grupo IM+HT (P < 0,05).

5.4.3. Correlacao dos niveis de sulfidrila e das ERO

Para avaliar se houve uma associacao entre dos niveis de sulfidrila com os
niveis de ERO, foi feita uma andlise de correlacdo de Pearson para essas duas
variaveis utilizando os dados de todos os grupos estudados. Nessa analise, foi
verificada uma correlacdo negativa (r = - 0.355, p = 0.042) entre os niveis de
sulfidrilas e das ERO (Fig.8). Portanto, quando os niveis de ERO se encontram
elevados, isso esta associado com a reducéo dos niveis de sulfidrilas (e vice-versa),

como foi observado nos grupos IM e IM+C.
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Figura 8. Correlagdo entre os niveis de sulfidrila e de ERO. Valores do coeficiente de Pearson (r) e
do valor P estdo apresentados na figura (n= 6 animais/grupo). Correlacdo considerada significativa
guando P < 0,05.

5.4.4. Peroxidagéo lipidica

A peroxidacao lipidica, avaliada pelo método de deteccdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), revelou um aumento dos niveis de TBARS
em todos os grupos infartados em relacdo ao grupo SHAM. Ambos os tratamentos
nao parecem ter exercido efeito protetor sobre a lipoperoxidacdo, uma vez que nao

ha diferenca nos niveis de TBARS entre os grupos infartados (Fig.9).
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Figura 9. Niveis de TBARS. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=8-10 animais/grupo).
a Diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM (P < 0,05); b Diferenga significativa em relagao
ao grupo IM (P < 0,05); c Diferenca significativa em relagado ao grupo IM+C (P < 0,05); d Diferenca

significativa em relagéo ao grupo IM+HT (P < 0,05).
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5.4.5. Avaliagcdo do sistema antioxidante enziméatico — CAT, SOD e GPx

Quanto a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(Fig.10A), catalase (Fig.10B) e glutationa peroxidase (Fig. 10C), ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 10. Atividade das enzimas antioxidantes. (A) Atividade da SOD; (B) Atividade da CAT; (C)
Atividade da GPx. Valores expressos como meédia + desvio padrdo (n=8-10 animais/grupo). a
Diferenca significativa em relacdo ao grupo SHAM (P<0,05); b Diferenca significativa em relagédo ao
grupo IM (P<0,05); c Diferenca significativa em relagdo ao grupo IM+C (P < 0,05); d Diferenca
significativa em relagéo ao grupo IM+HT (P < 0,05).
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5.4.6. Concentracdes de GSH e GSSG

A respeito do metabolismo das glutationas, verificou-se uma reducao da
glutationa reduzida (GSH) no grupo IM+C em relacdo aos grupos SHAM e IM, bem
como um aumento no grupo IM+C+HT em comparagdo ao grupo SHAM, IM+C e
IM+HT (Fig. 11A). Os grupos IM+C, IM+HT e IM+C+HT apresentaram uma reducéo
dos niveis de glutationa oxidada (GSSG) em relagdo aos grupos SHAM e IM (Fig.
11B). A razdo GSH/GSSG mostrou-se aumentada apenas no grupo IM+C+HT em
comparacao aos grupos SHAM e IM+C (Fig.11C).
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Figura 11. Concentracdes de GSH e GSSG. (A) Concentracdo de GSH; (B) Concentracao de GSSG;
(C) Razao GSH/GSSG. Valores expressos como média + desvio padrdo (n=8-10 animais/grupo). a
Diferenca significativa em relacdo ao grupo SHAM (P<0,05); b Diferenca significativa em relagédo ao
grupo IM (P<0,05); c Diferenca significativa em relagdo ao grupo IM+C (P < 0,05); d Diferenca
significativa em relag&o ao grupo IM+HT (P < 0,05).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou pela primeira vez os efeitos da co-admisnistragéo
dos hormdnios da tireoide e do carvedilol sobre o coragdo de ratos submetidos ao
infarto agudo do miocérdio. Nesse contexto, foram avaliados os efeitos desta co-
administracdo sobre o remodelamento ventricular, a fungdo cardiaca e 0 estresse
oxidativo. Ainda, destaca-se a importancia deste trabalho em avaliar os efeitos da
terapia com HT, uma abordagem terapéutica ainda em fase de testes clinicos
(Gerdes e lervasi, 2010), com o betablogueador carvedilol, uma terapia j& ha muito

tempo utilizada na clinica no tratamento do IAM (Capricorn, 2001).

A respeito do remodelamento ventricular apos 15 dias do IAM, verificou-se um
aumento da hipertrofia cardiaca nos grupos infartados tratados em comparacao aos
grupos IM e SHAM. Entretanto, os grupos infartados tratados com os hormonios da
tireoide apresentaram uma hipertrofia mais acentuada em relacdo ao grupo infartado
tratado apenas com o carvedilol. A hipertrofia cardiaca foi verificada nos grupos
tratados através do aumento do peso do coracédo, do peso do VE e dos indices de
hipertrofia (peso do coracédo/peso corporal, peso do coracdao/comprimento da tibia,
peso do VE/peso corporal, peso do VE/comprimento da tibia). Ainda, embora o
grupo IM tenha apresentado um aumento dos indices de hipertrofia, peso do
coracao/peso corporal e peso do VE/peso corporal, esses dados sozinhos néo
indicam uma hipertrofia cardiaca, pois este aumento se deve provavelmente a
reducédo do peso corporal verificada nesse mesmo grupo e ndo de fato pelo aumento
da massa cardiaca. Os outros indices de hipertrofia cardiaca, peso do
coracao/comprimento da tibia e peso do VE/comprimento da tibia, sdo considerados
os indices mais fidedignos de hipertrofia, uma vez que leva em consideracdo o
comprimento da tibia como padrdo normalizador que ndo se altera muito entre os
grupos (Yin et al., 1982). Logo, como o grupo IM nédo apresentou diferenca nestes
indices em relacdo ao grupo SHAM, isso fortalece a afirmacdo que de fato néo
houve hipertrofia significativa no coracdo dos animais deste grupo. Embora apés o
IAM ocorra a ativagcao de todos os componentes do sistema neurohumoral, e isso
seja considerado um importante fator na inducdo da hipertrofia cardiaca (Singal et
al., 1999), ndo foi observado tal evento adaptativo pés-infarto no grupo IM. Isso se

deve provavelmente ao curto tempo de exposi¢cdo ao IAM (15 dias) proposto neste
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trabalho, o qual tenha sido um periodo muito recente para ocorrer a hipertrofia
adaptativa. Adicionalmente, € importante discutir a causa da hipertrofia cardiaca
induzida por cada tratamento isoladamente, antes de discutir os efeitos desta
hipertrofia no coracdo pos-infarto. No caso do carvedilol, ndo era esperado que o
mesmo induzisse uma hipertrofia cardiaca, uma vez que a partir do seu efeito o e -
bloqueador seria esperada uma reducéo dessa hipertrofia. Essa reducao ocorreria,
visto que ja foi descrito na literatura a capacidade das catecolaminas de induzirem o
processo de hipertrofia no miocérdio (Scheuer, 1999). Portanto, teoricamente, o
carvedilol com seu efeito o e B-bloqueador, diminuindo a acdo das catecolaminas no
miocéardio, seria capaz de prevenir o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.
Porém, isso ndo foi o observado neste trabalho e nem em alguns outros estudos
(Sia et al., 2002). Sia e colaboradores, também verificaram um quadro de hipertrofia
no coracdo de ratos infartados tratados com carvedilol e sugeriram que isso fosse
decorrente da reducdo da apoptose dos cardiomidticos (Sia et al., 2002). Essa
hipétese foi, posteriormente, suportada por estudos a respeito da capacidade do
carvedilol em reduzir a apoptose no miocardio de ratos infartados (Zhang et al.,
2013; Yeh e tal., 2013). Além da reducao da apoptose, outras acdes do carvedilol ja
relatadas como a diminuicdo da sinalizacdo para o processo inflamatério, do ténus
adrenérgico, do processo fibrético, do estresse oxidativo e do estresse de parede
(Feuersteins et al., 1998; Nakamura et al., 2002; Li et al., 2006), podem contribuir,
também, para o aumento da massa cardiaca, uma vez que estas acdes colaboram
para maior sobrevivéncia dos cardiomiocitos. Portanto, a hipertrofia cardiaca
induzida pelo carvedilol provalmente esteja associada a estes estimulos que
favorecem, a sobrevivéncia do miocardio remanescente. Diferentemente, a
hipertrofia cardiaca induzida pelos HT decorre do aumento da sintese proteica total.
Destaca-se a capacidade desses hormdnios de modularem, principalmente, a
expressado das isoformas da cadeia pesada da miosina (ex.: aumento da expressao
da o-MHC e diminuicdo da expressdo da B-MHC) e das proteinas de manejo do
célcio (ex.: elevacdo da expressdo da SERCA2), bem como sua capacidade de
prevenir a ativacdo da programacao génica fetal (Nicolini et al., 2013). Pantos e
colaboradores discutem muito o papel dos HT no remodelamento do miocardio apdos
o IAM através da sua capacidade de ativar varias vias de sinalizacdo envolvidas no

desenvolvimento da hipertrofia fisioldgica. Isso vem associado a sua capacidade de
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prevenir a instalacdo do padréo génico fetal, de normalizar a tensdo de parede e de
otimizar a geometria da camara cardiaca (Pantos et al., 2010a). Cabe salientar, que
em um periodo mais precoce pdés-infarto, estudos anteriores também ja verificaram a
presenca de hipertrofia no coracao de ratos infartados tratados com os HT (Pantos
et al., 2007; de Castro et al., 2016). Sendo assim, ambos os tratamentos, tanto
isolados quanto na co-administragdo, promoveram a instalacdo de um quadro de
hipertrofia cardiaca em um periodo inicial de 15 dias apds o IAM, enquanto 0 mesmo
nao foi observado no grupo infartado ndo tratado. A hipertrofia cardiaca induzida por
ambos tratamentos, de acordo com estudos anteriores, parece se tratar de um
hipertrofia benéfica para o coracdo apos IAM e pode estar envolvida na melhora
funcional apresentada nos grupos infartados tratados. A respeito dos dados
morfométricos de congestdo pulmonar e hepatica, ndo foi possivel observar
diferenca significativa entre os grupos. Isso também ja foi observado em trabalhos
anteriores para um periodo experimental semelhante ao do presente estudo (de
Castro et al., 2016). Por fim, referente a mudanca de peso dos animais, foi possivel
verificar uma reducdo do peso corporal nos ratos dos grupos IM, IM+HT e IM+C+HT
em relacdo ao grupo SHAM. Isso é reconhecido ja na literatura como consequéncia
do quadro pos-IAM (Faria et al., 2011). Entretanto, o carvedilol foi capaz de prevenir

essa reducéo do peso corporal no grupo IM+C.

Por conseguinte, para a determinacdo da funcdo cardiaca, foram avaliados
parametros ecocardiograficos e hemodinamicos 14 e 15 dias apés o IAM,
respectivamente. A respeito dos dados ecocardiograficos, primeiramente, foi
observada a area de infarto dos animais dos grupos infartados. Identificou-se a
existéncia de uma homogeneidade da area de infarto entre os grupos, indicando
uma reprodutibilidade do método cirargico utilizado para induzir o modelo de IAM. A
média da area de infarto entre grupos ficou aproximadamente em torno de 51,7%,
podendo ser entdo considerado uma area de infarto grande para ratos Wistar
machos (Pfeffer et al., 1979). Pfeffer e colaboradores determinaram que apenas
infartos envolvendo mais de 46% de area do ventriculo esquerdo resultariam em
comprometimento da funcédo ventricular no estado basal (Pfeffer et al., 1979).
Portanto, neste modelo animal de 1AM é interessante ter a presenca de uma area de
infarto mais extensa para que se tenha uma reprodutibilidade dos sintomas clinicos

de disfuncéo ventricular nos animais. J& a respeito dos didmetros e das areas do VE
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na sistole e na diastole, foi possivel observar um aumento desses parametros em
todos os grupos infartados. Isso indica uma dilatacdo da céamara ventricular
esquerda, a qual é caracteristica apés o IAM (Zornoff et al., 2008). Nenhum dos
tratamentos administrados foi capaz de reverter esta dilatacdo. Estudos anteriores
em ratos infartados tratados com carvedilol (Sia et al., 2002), e com os HT (de
Castro et al., 2016), também demonstraram resultados semelhantes, corroborando
gue esses tratamentos ndo parecem ser capazes de reduzir a dilatacao ventricular.
Ainda, nos grupos infartados verificou-se um aumento do volume diastélico. Tal dado
€ um indicativo da sobrecarga de volume sanguineo que ocorre no coracao
infartado, uma vez que contraindo com menor for¢a, esse coracao ejeta menos,
resultando em um maior volume de sangue nos ventriculos durante a diastole. Apos
a administracdo dos tratamentos, néo foi possivel, no entanto, verificar a capacidade
de reduzir esse aumento do volume diastélico. Quanto ao débito cardiaco, foi
observado um aumento em todos os grupos infartados em relagédo ao grupo SHAM.
Isso é decorrente da concomitante elevacao do débito sistdlico, também verificado
nesses grupos. No caso dos animais infartados tratados, estes achados
provavelmente estdo associados ao aumento da hipertrofia cardiaca e da
contratilidade (dP/dt maxima aumentada) e, no caso dos grupos IM+HT e IM+C+HT,
também ao aumento da frequéncia cardiaca. Portanto, esses fatores podem justificar
0 aumento do débito sistélico e, consequentemente, do débito cardiaco nos grupos
infartados tratados. Quanto a fracdo de encurtamento, essa baseia-se na relacéo
entre os diametros transversais de ventriculo esquerdo, obtidos no final da diastole e
final da sistole (Graziosi, 1998). Apds o IAM, este parametro tende a diminuir devido
a dilatacdo ventricular e a reducdo da forca de contracdo (Galrinho et al., 2015).
Com isso, todos os grupos infartados apresentaram essa reducdo em relacdo ao
grupo SHAM, e nenhum dos tratamentos foi capaz de reverter esse parametro.
Entretanto, tanto os tratamentos com carvedilol e com HT, como a co-administracao,
foram capazes de melhorar a fracdo de ejecdo, a espessura da parade posterior na
sistole e o indice de tensdo de parede em relacdo ao grupo IM. Quanto a fracéo de
ejecao (FE), essa tende a reduzir ap6s o IAM, justamente pela diminuicdo da forca
de contracao (Galrinho et al., 2015). Essa reducao da FE foi verificada, de fato, em
todos os grupos infartados em relacdo ao grupo SHAM, porém, apenas 0S grupos
tratados foram capazes de aumentar a FE em relagdo ao grupo IM. Entretanto, o

aumento da FE nos grupos IM+C e IM+C+HT foi maior em relagao ao grupo IM+HT.
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Ja foi verificada, em estudos anteriores, essa capacidade tanto do carvedilol
(Nakamura et al., 2002; Doughtyet al., 2004), quanto dos HT (Pantos et al., 2007; de
Castro et al., 2018) em melhorar a FE. Quanto ao indice de tensdo de parede, esse
€ definido como a relagdo: Diametro diastdlico do VE/2xEspessura da parede
posterior do VE (Pantos et al., 2008b). Ap6s o IAM, esse indice tende a aumentar no
coracdo infartado, devido a dilatagéo ventricular e a perda da espessura de parede.
Isso foi verificado nos grupos IM e IM+HT, porém o grupo IM+HT apresentou uma
reducdo desse indice em relacdo ao grupo IM, o que ja foi verificado em estudos
anteriores (Pantos et al., 2008b). Diferentemente, nos grupos IM+C e IM+C+HT foi
verificada uma prevencdo desse aumento do indice de tensédo de parede, de forma
gue nao foram diferentes do grupo SHAM. Portanto, o carvedilol parece ter sido mais
eficaz em melhorar estes dois parametros, fracdo de ejecdo e o indice de tenséo de
parede, em relacdo ao tratamento com apenas os HT. Ainda, apos o infarto, todos
os tratamentos foram eficazes em prevenir a perda da espessura de parede
posterior na sistole (EPPS) verificada no grupo IM. Apés o IAM, o miocardio
remanescente é exposto ao processo inflamatorio, a ativacdo de vias de morte
celular, a fibrose, entre outros mecanismos, que colaboram para a diminuicdo da
viabilidade dos cardiomiécitos (Zornoff et al., 2008). Portanto, é esperada uma
reducdo da EPPS apds o IAM, como foi verificado no grupo IM. Entretanto, o mesmo
nao foi observado nos grupos infartados tratados. A prevencéo da perda da EPPS
nesses grupos e, consequentemente, o aumento desse parametro em relacdo ao
grupo IM, provavelmente se deve ao aumento da hipertrofia cardiaca encontrado
nestes grupos. Isso indica uma maior camada de tecido muscular disponivel para
auxiliar na contracdo e no relaxamento do coracdo durante o trabalho cardiaco.
Dessa forma, o aumento da EPPS pode estar colaborando para a melhora da fracao
de ejecéo verificada nos grupos infartados tratados, bem como para a diminuicdo do
indice de tenséo de parede, uma vez que auxilia na diminuicdo do estresse parietal.
Com relacdo a mudanca da area fracional (MAF), essa é determinada pela formula:
area no final da diastole — area no final da sistole/area no final da diastole x 100
(Schiller et al., 1989). Ap6s o IAM, devido a reducédo da contratilidade cardiaca, a
MAF diminui. Essa reducdo da MAF foi observada nos grupos infartados em relagcao
ao grupo SHAM. Entretanto, os grupos infartados tratados com carvedilol (IM+C e
IM+C+HT) apresentaram um aumento da MAF em relagéo aos grupos IM e IM+HT.

Esse aumento € um indicativo de melhor contratilidade, uma vez que o coragdo gera
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uma maior diferenca de area entre sistole e a diastole. Quanto ao volume sistolico
final, como o coracdo infartado tem forca de contracdo reduzida e
consequentemente menor fracao de ejecao (Galrinho et al., 2015), o mesmo acaba
retendo maior volume de sangue no final da sistole. Essa retencdo causa uma
sobrecarga de volume na camara ventricular apos o infarto. Quanto a este aumento
do volume sistdlico final, apenas os grupos tratados com carvedilol, IM+C e
IM+C+HT, apresentaram uma reducgdo, indicando menor sobrecarga de volume
sanguineo no VE. J4 analisando o grupo IM+C+HT, esse apresentou todos o0s
mesmos efeitos sobre os parametros ecocardiograficos que os grupos IM+HT e
IM+C. Ainda, foi possivel verificar que o tratamento com o carvedilol foi capaz de
melhorar mais parametros funcionais ecocardiograficos no coracado pos-infarto,
guando comparado ao tratamento isolado com os HT. Também, é importante
ressaltar que o grupo IM+C+HT néo apresentou efeito sinérgico sobre nenhum

parametro ecocardiografico avaliado neste trabalho.

Ja a respeito dos dados hemodinamicos da funcdo cardiaca, coletados 15 dias
apos o IAM através do cateterismo ventricular, foi verificada uma melhora em todos
0s parametros funcionais nos grupos infartados tratados em relacdo ao grupo IM. Os
grupos tratados ndo foram diferentes do grupo SHAM em relacdo a estes
parametros. Em relacdo a pressao sistélica do VE, verificou-se uma reducdo no
grupo IM em relacdo ao grupo SHAM, o que decorre da diminuicdo da forca de
contracdo apos o IAM, devido a perda de parte do tecido muscular cardiaco.
Entretanto, nenhum dos grupos infartados tratados apresentou essa reducédo, o que
provavelmente deve estar relacionado com o aumento da hipertrofia cardiaca
verificada nesses grupos. Isso colabora para uma maior for¢ca de contracdo durante
a sistole, permitindo, entdo, a geracdo dessa maior pressao sistolica no VE. Ja em
relacdo a pressédo diastdlica final do VE, observou-se um aumento no grupo IM em
comparacao ao grupo SHAM. Esse aumento ocorreu devido a sobrecarga de volume
no VE. Como apds o infarto, houve um aumento do volume diastélico final, esse
processo levou a um aumento da pressao dentro do ventriculo durante a diastole.
Ambos os tratamentos foram capazes de reverter esse aumento. Quanto as
derivadas de pressédo-tempo (dP/dt maxima ou positiva; dP/dt minima ou negativa),
considera-se a dP/dt maxima um indice de contratilidade, e a dP/dt minima um

indice de relaxamento (Okoshi e Tucci, 1996). Por conseguinte, verificou-se uma
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reducdo de ambos os indices no grupo IM, ou seja, uma piora da contratilidade e do
relaxamento neste grupo. Enquanto, o0s grupos infartados tratados néao
apresentaram esta piora, de modo que nao foram diferentes do grupo SHAM. Todos
estes dados hemodindmicos da funcdo cardiaca verificados neste trabalho
corroboram com resultados prévios, que demonstram os efeitos benéficos tanto do
carvedilol (Sia et al., 2002; Li et al., 2006; Sun et al., 2005), quanto com os HT (de
Castro et al., 2016; Pantos et al., 2007), isoladamente. Ainda, é importante ressaltar,
gue néo foi verificado um efeito sinérgico no grupo IM+C+HT para nenhum destes

parametros hemodinamicos.

Com relacdo a frequéncia cardiaca, verificada pelo cateterismo ventricular,
observou-se um aumento nos grupos infartados tratados com os HT (IM+HT e
IM+C+HT) em comparacéo a todos os outros grupos. Esse dado ja foi demonstrado
em estudos anteriores nos quais os HT foram utilizados como tratamento para o IAM
na mesma dose utilizada neste trabalho (de Castro et al., 2014; Pantos et al.,
2008b). Este aumento da frequéncia cardiaca ja € esperado devido ao efeito
cronotropico positivo desses horménios, o qual estd associado elevacdo da
sensibilidade adrenérgica e, consequentemente, da capacidade de resposta do
tecido cardiaco as catecolaminas circulantes (Kahaly e Dillmann, 2005). Isso se
deve tanto ao fato dos HT induzirem o aumento da expressao (up-regulation) dos
receptores beta-adrenérgicos no tecido cardiaco (Williams et al., 1977; Bahouth et
al., 1997), como ao seu envolvimento na alteracdo de elementos de sinalizacdo da
cascata beta-adrenérgica, como proteinas G e adenilato ciclase (Kim et al., 2004;
Stiles e Lefkowitz, 1981; Carvalho-Bianco, et al., 2004). Entretanto, 0 grupo
IM+C+HT apresentou uma reducdo da frequéncia cardiaca em relacdo ao grupo
IM+HT. Isso demonstra, consequentemente, a capacidade betabloqueadora do
carvedilol em reduzir a frequéncia cardiaca através do bloqueio da atividade
simpatica (via blogueio dos receptores B1 e p2) (Dulin e Abraham, 2004). Embora o
carvedilol ndo tenha reduzido a frequéncia cardiaca aos niveis normais no grupo
IM+C+HT, esses dados confirmam uma das hipoteses deste trabalho referente a
capacidade do carvedilol de reduzir, mesmo que parcialmente, a estimulacao
adrenérgica provocada pelos HT durante o tratamento apds o IAM. Isso pode
representar uma estratégia importante para visar a preservacao da funcéo cardiaca

durante o tratamento com HT. Quanto aos outros grupos infartados, IM e IM+C, nao
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foi possivel verificar alteracéo da frequéncia cardiaca em relagdo ao grupo SHAM.
Sabe-se que um dos subsequentes eventos apos o IAM é a ativacdo de diversos
componentes do sistema neurohumoral (Rouleau, 1991). Dentre os efeitos deletérios
dessa ativacdo neurohumoral estdo: arritmias ventriculares, taquicardia, reducao da
perfusdo do miocardio isquémico, aumento da pressdao de enchimento ventricular,
elevacao da impedancia adrtica (indice da pdés-carga), aumento do consumo de
oxigénio e reducdo da excrecdo de agua e sodio (Cohn, 1990). Portanto, a
taquicardia é apenas um dos sintomas que podem ser verificados apés o IAM. Com
isso, 0s grupos IM e IM+C podem nao ter apresentado elevacdo da frequéncia
cardiaca, porém podem ter exibido outros efeitos deletérios da ativagdo

neurohumoral ndo avaliados neste trabalho.

Por fim, neste trabalho também foram avaliados parametros de estresse
oxidativo, uma vez que as ERO contribuem para o pior prognostico apos o IAM e,
consequentemente, para a progressao para a insuficiéncia cardiaca (Zhang et al.,
2012). A respeito dos niveis das ERO, apenas os grupos IM e IM+C apresentaram
aumento dos niveis das ERO, enquanto os grupos IM+HT e IM+C+HT né&o foram
diferentes do grupo SHAM. Esses dados revelam que apds o IAM ha uma elevacéo
dos niveis das ERO, o que ja esta bem estabelecido na literatura (Hill e Singal, 1996;
Hori e Nishida, 2009). No entanto, o tratamento com carvedilol ndo foi capaz de
reduzir essa elevacdo. Isso difere dos dados de estudos anteriores que relatam
sobre a capacidade antioxidante do carvedilol (Dulin e Abraham, 2004; Feuerstein et
al., 1998), bem como sobre sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo apds o
IAM (Zhuang et al., 2009). Entretando, uma possivel explicacdo para o fato do
carvedilol ndo ter exercido sua capacidade antioxidante pode estar relacionado com
a questdo da dose de administracdo utilizada neste estudo e ao curto tempo de
tratamento. A dose do carvedilol de 2mg/kg/dia € considerada uma dose baixa deste
farmaco (Sun et al., 2005). Essa dose foi escolhida a partir do estudo de Sun e
colaboradores, no qual eles avaliaram que uma baixa dose de carvedilol (2
mg/kg/dia) possui uma maior efichcia em relacdo a dose maiores de carvedilol em
melhorar alguns parametros de remodelamento ventricular e de funcdo cardiaca. No
entanto, nesse estudo citado ndo foram avaliados parametros de estresse oxidativo
(Sun et al., 2005). O carvedilol mostra sua capacidade antioxidante em humanos

tratados com doses moderadas de 25 mg/dia (Feuerstein et al., 1998). Em pacientes
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com cardiomiopatia dilatada, foi demonstrado a capacidade do carvedilol de reduzir
0 estresse oxidativo utilizando-se uma dose média diaria de 22 + 8 mg/dia em
periodo de tratamento de 9 * 4 meses (Nakamura et al., 2002). Zhuang e
colaboradores verificaram uma reducdo do estresse oxidativo em ratos infartados
tratados com carvedilol, por 4 semanas, na dose de 10 mg/kg/dia em relagdo ao
grupo infartado néo tratado (Zhuang et al., 2009). Portanto, com esses estudos,
pode-se suportar o fato de que capacidade antioxidante do carvedilol esteja
associada com a dose adminsitrada e o tempo de tratamento. Diferentemente, o
tratamento com os HT parece ter sido capaz de prevenir o aumento das ERO nos
grupos IM+HT e IM+C+HT. Essa capacidade de reduzir o estresse oxidativo ap0s o
IAM ja foi verificada na literatura (de Castro et al., 2014). Ainda, € importante
ressaltar que a co-administracéo revelou um efeito sinérgico positivo sobre os niveis
das ERO, uma vez que foi observada a reducdo desses niveis no grupo IM+C+HT
em relacdo aos grupos IM e IM+C. Concomitantemente a este resultado dos niveis
de ERO, a analise dos niveis de sulfidrilas revelou uma redugcéo nos grupos IM e
IM+C em relacdo ao grupo SHAM. Sabe-se que o grupamento sulfidrila basicamente
determina a capacidade redutora da glutationa (GSH), um antioxidante nao
enzimatico. A diminui¢do dos niveis do grupamento sulfidrila no tecido cardiaco pode
estar associada ao alto nivel de ERO verificado nesses mesmos grupos, uma vez
gue o grupamento sulfidrila é susceptivel a acdo das ERO (Rudyk e Eaton, 2014).
Para confirmar a associacdo entre esses dois parametros foi feita uma correlacéo de
Pearson, a qual determinou uma correcao negativa significativa entre os niveis de
sulfidrila e de ERO. Portanto, quando os niveis de ERO se encontram elevados, isso
estd associado a reducao dos niveis de sulfidrilas (e vice-versa), como foi observado
nos grupos IM e IM+C. Ja os grupos infartados tratados com os HT (IM+HT e
IM+C+HT) ndo apresentaram alteracdes no nivel de sulfidrila em relacdo ao SHAM.
Por conseguinte, os HT parecem ter sido capazes de prevenir tanto o aumento das
ERO quanto a reducdo dos grupamentos sulfidrilas. Esse dado, até o presente
momento, é inédito na literatura. No entanto, o mecanismo pelo qual os HT
protegem a degradacdo do grupamento sulfidrila pelas ERO ainda precisa ser
melhor elucidado. Adicionalmente, assim como o tratamento com o carvedilol foi
capaz de melhorar mais parametros funcionais ecocardiograficos, o tratamento com
os HT foi capaz de melhorar a homeostase redox no coracdo pos-infarto mediante

essa reducdo das ERO e manutencdo dos niveis de sulfidrilas nos grupos IM+HT e
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IM+C+HT. Tais dados nao foram encontrados no grupo tratado apenas com
carvedilol. Quanto a peroxidacao lipidica, verificou-se um aumento dos niveis de
TBARS em todos os grupos infartados em relacdo ao grupo SHAM. Ja € bem
estabelecida a ocorréncia da peroxidacéo lipidica no tecido cardiaco apos o IAM
decorrente do concomitante aumento da geragdo das ERO (Hori e Nishida, 2009).
Entretanto, nenhum dos tratamentos foi capaz de diminuir a peroxidacao lipidica
apos 15 dias do IAM. Esse achado provavelmente deve-se ao curto periodo de
tratamento utilizado neste estudo. No caso do carvedilol, os dados na literatura, a
respeito da peroxidacao lipidica, sédo conflitantes. Zhuang e colaboradores trataram
ratos infartados por um periodo de 4 semanas utilizando a dose de 10 mg/kg/dia e
verificaram reducéo da peroxidacéo lipidica nesses animais em relacdo aos animais
infartados nédo tratados (Zhuang et al., 2009). Todavia, Sia e colaboradores, embora
também tenham tratado os animais infartados por 28-30 dias em uma dose maior de
carvedilol (20 mg/kg/dia), tiveram resultados semelhantes ao presente estudo, de
forma que também néo verificaram reducdo da peroxidacdo lipidica nos ratos
infartados tratados com carvedilol (Sia et al., 2002). Com relacdo ao tratamento com
os HT, de Castro e colaboradores avaliariam os efeitos dos HT sobre a peroxidacéo
lipidica em um periodo de 28 (de Castro et al., 2014) e 14 dias (de Castro et al.,
2016) apos o IAM, de modo que foi possivel verificar a reducdo da peroxidacao
lipidica apenas no periodo de 28 dias de tratamento. Ja a respeito dos dados
referentes as defesas antioxidantes, foi observado que o sistema antioxidante
enzimatico (CAT, SOD e GPx) nao foi alterado em nenhum dos grupos estudados.
Apods o IAM, Hill e Singal demonstraram que a atividade dessas enzimas se altera ao
longo do tempo (1, 4, 8 e 16 semanas pos-infarto). Eles verificaram que a CAT e a
GPx apresentam uma queda da sua atividade apenas a partir da 4% semana,
enquanto a SOD diminui sua atividade s6 a partir da 162 semana (Hill e Singal,
1996). Portanto, esses dados podem explicar por que nenhum dos grupos infartados
do presente trabalho apresentou alteracdo da atividade dessas enzimas
antioxidantes. Quanto ao sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico, avaliou-se
neste trabalho a concentracdo da GSH, da GSSG e da razdo GSH/GSSG. Quanto a
concentragdo de GSH, houve uma reducédo grupo IM+C em relacdo aos grupos
SHAM e IM. Esse resultado € inesperado, visto que na literatura € descrita a
capacidade antioxidante do carvedilol, a qual incluiria o aumento dos niveis da

glutationa (Feuerstein et al., 1998). Uma possivel explicacédo para esse achado pode
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estar relacionada com o fato de o carvedilol ser um xenobidtico. Portanto, uma vez
gue a GSH possui papel central na biotransformacéo e eliminagdo de xenobioticos
(Huber et al., 2008), talvez a reducdo dos niveis de GSH no grupo IM+C seja um
indicio do maior consumo da GSH para eliminar o carvedilol. No entanto, esta
hip6tese ainda necessita ser avaliada. Ja os niveis de GSH nos grupos IM e IM+HT
nao foram diferentes do grupo SHAM. O grupo IM+C+HT apresentou uma elevacao
desses niveis em relacdo ao grupo SHAM, IM e IM+C, ndo sendo diferente do grupo
IM+HT. Portanto, os HT parecem ter uma capacidade de conservar e/ou elevar os
niveis de GSH. Com relacdo a concentracdo da GSSG, todos os grupos infartados
tratados apresentaram uma reducdo dos niveis de GSSG. Por fim, a razdo
GSH/GSSG foi utilizada para estimar o estado redox nos cardiomiécitos. A respeito
dessa, verificou-se um aumento apenas no grupo IM+C+HT. Uma vez que essa
razdo é um importante indice do balanco redox celular (de Castro et al., 2014), este
resultado indica um efeito sinérgico positivo dos HT e do carvedilol, sobre esse
balanco. Importante salientar que esse efeito positivo foi apenas encontrado no
grupo que recebeu a co-administracdo, ndo sendo observado nos grupos que

receberam os tratamentos isolados.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo revelou, pela primeira vez, que a co-adminsitracdo do
betabloqueador carvedilol e dos hormonios da tireoide foi capaz de melhorar o
remodelamento ventricular e a fungéo cardiaca apos o infarto agudo do miocardio.
Ainda, o carvedilol foi capaz de exercer seu efeito betabloqueador no grupo
IM+C+HT, uma vez que reduziu a frequéncia cardiaca aumentada pelos horménios
da tireoide. Além disso, a co-administracdo apresentou um efeito sinérgico positivo
nos parametros de estresse oxidativo, especificamente, sobre os niveis de ERO e o
balanco redox através da razdo GSH/GSSG, dessa forma preservando a
homeostase redox do tecido cardiaco (Figura 12). Com isso, esses resultados
indicam que a co-administracao do carvedilol, um farmaco ja utilizado na clinica, com
os HT, uma terapia ainda em testes clinicos, pode representar uma estratégia
terapéutica capaz de prevenir o remodelamento mal adaptativo e as alteracdes

funcionais e bioquimicas apos o IAM.
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8 PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da co-administracdo do
betabloqueador carvedilol e dos HT apds o IAM sobre parametros morfométricos,
funcionais e de estresse oxidativo. Como perspectivas, seria interessante também
avaliar outros mecanismos que estdo diretamente envolvidos no pior prognéstico
apos o IAM como a apoptose, a inflamacao e a fibrose, buscando entender qual o
efeito da co-administracdo sobre esses mecanismos. Ainda, seria interessante
avaliar o envolvimento de proteinas transportadoras da glutationa e de seus
conjugados (ex.: proteinas de resisténcia a multiplas drogas (MDR)), como possivel
responsavel pelos efeitos dos HT e do carvedilol, uma vez que essas proteinas sao
expressas no coracgao e estao envolvidas no controle da cardiocitotoxidade/estado
redox celular. Avaliar o envolvimento do sistema renina-angiotensina-aldosterona
nos efeitos do carvedilol e dos HT também seria interessante como forma de estudar

esse componente do sistema neurohumoral ativado em situacdes pos-1AM.
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