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Modulacoes do propranolol associado
a tiroxina em tecido cardiaco de ratos

Propranolol modulations associated to thyroxine in cardiac tissue of rats

Elisa Maria Camara Dornellas’, Grace Mary Lima Souza® & Maria resa Jansen de Almeic Catanho?

RESUMO - O trabalho visa avaliar se ha melhoras em relacdo aos efeitos maléficos das doengas oriundas da
tiredide sobre a musculatura cardiaca e mostrar, se através da quantificacdo dos receptores de T, (triiodoti-
ronina), estes podem tratar doencas cardiacas. As metodologias aplicadas usaram coracdes de ratos como
pardmetros e estudaram os receptores T, ao nivel cardiaco com radioligantes, a saber: I'*® — T,, os quais
foram analisados por meio de graficos plotados pela Andlise de Scatchard. Através dos diagramas expostos
e pela Andlise de Scatchard, achou-se um ntumero reduzido de receptores T; ao nivel cardiaco. Esse traba-
lho mostra que T, pode aprimorar a performance cardiaca através da deiodinacao de T, (tiroxina) em grande
quantidade devido a diminui¢do do numero de receptores T, ao nivel do tecido cardiaco, aperfeigoando-o.

PALAVRAS-CHAVE - Horménios, tiredide, propranolol, coragao.

SUMMARY - The present study evaluated if the bad effects from thyroid diseases on heart can become
better, and shows through the number of T, receptors if they can treat cardiac diseases. The methodologies
used hearts of rats as parameters and studied T, receptors on hearts with 1'*° — T,. They were evaluated
through Scatchard Analysis. Through the graphics and Scatchard Analysis, we found a decrease of the T,
receptors on cardiac tissue. Our evidences show that T, can improves better the cardiac tissue through the
deiodination of T, in T, due the decrease of the number of T, receptors in cardiac tissue.
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INTRODUGCAO

ao s6 a deficiéncia, mas também o excesso de hor-

monio da tiredide tém deletérios efeitos sobre o sis-
tema cardiovascular. Estes resultados estao de acordo
com os reportados por Baxter et al (2001), Klein & Oja-
maa, (2001), Duntas, (2002), Biondi et al (2002) e Sa-
win, (2002).

Para se entender a fisiopatologia da doenca cardia-
ca da tiredide, faz-se mister considerar os efeitos de T,
e T, sobre o miocardio (Evert et al (1996). O atual estu-
do mostra que os receptores dos hormonios da tiredide
regulam diversos aspectos da fisiologia do sistema car-
diovascular. Esses receptores podem aumentar a forga
da contractilidade cardiaca e estdo sendo testados (Cho-
pra et al, 1984) quanto a habilidade deles em tratar a
faléncia do coracao.

Os receptores T, nucleares sao codificados por dois
genes situados no cromossomos 17 e 3 (Wu Xd et al,
2004, Morkin et al, 2002, John et al, 2003 e Oppe-
nheimer et al, 1996). O T, uma maior capacidade de
ligacao que o T, com receptor, o que acarreta em uma
maior atividade biologica (Chin, 1991). Quatro recep-
tores clonados demonstraram uma alta afinidade ao
ligar-se com T, (Polikar et al, 1993). O principal me-
canismo da regulagdo do gene para T, ndo estd ainda
elucidado.

Cientistas japoneses, entre os quais Shahrara et al
(2000), observaram que niveis altos de T,, transforman-

do-se em T, provocam down regulation do nimero de
receptores T, ao nivel cardiaco.

Contrario a Nissim Balas et al (2002) e concordan-
do com Zinmam (2006), nés observamos que a sensibi-
lidade do coracao mostrou um dromotropismo positivo
e efeitos cronotrépicos positivos quando ratos foram
tratados com propranolol.

Baseado no complexo droga-receptor foi possivel
analisarmos o estudo dos parametros fisico-quimicos
através de graficos plotados, baseando-se na Analise
de Scatchard (Scatchard, (1949), Cheng, (2004).

MATERIAL E METODOLOGIA

Primeiramente o hipertireoidismo foi induzido pela
administracao de tiroxina. A tiroxina foi dissolvida
em etanol a 99% adicionando-se um pequeno volu-
me de NaOH a 25% e diluido 33 vezes adicionando-
se NaCl a 0,9%, para obter uma solucao de 1mg/ml.
A droga foi administrada intraperitonealmente por 4
dias seguidos. Esse periodo faz juz a farmacocinéti-
ca e farmacodindamica da tiroxina. Esse tratamento
resulta num moderado hipertireoidismo. Esses ani-
mais foram designados como hipertiredideos. Além
disso, ratos normais foram tratados com injec¢oes in-
traperitoneais de solucao salina por 4 dias consecu-
tivos. Estes foram chamados de animais controle. Um
grupo desses animais foram tratados com proprano-
lol em doses padrao de 10, 30 e 60mg/kg respectiva-
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mente, e um outro grupo com propranolol e tiroxina,
concomitantemente.

Posteriormente, apés a ultima administracao, os ani-
mais foram decaptados e seu sangue coletado com a
finalidade de medir os niveis sanguineos dos hormo-
nios da tire6ide, assim como os coragoes extirpados para
andlise, foram pesados e colocados a 4°C e designados
como Uumidos.

Outro parametro observado foi o receptor T;, usan-
do uma fragdo nuclear de homogenado de células car-
diacas de ratos que recebeu tiroxina e solucéo salina
para determinacao dos parametros de ligagao, atraves
do I'**- T,, obtendo a ligacdo especifica maxima (Bmax)
e a constante de afinidade (Ka) via Andlise de Sca-
tchard.

A determinacao da capacidade de ligacao droga-
receptor foi feita com o hormoénio T; marcado com iodo
125 (T,-I'®). Os parametros de ligagao droga-receptor
(D-R) foram determinados através da Andlise de Sca-
tchard. Por meio da obtencao de curvas de saturacao,
acopladas a Analise de Scatchard e via incubacéao das
concentragoes de I'* - T, e concentracdes fixas da fra-
cdo nuclear de células cardiacas no tempo de 60min,
37°C, banho maria, com um volume de 1ml de solucao
tampao Tris HCI. O complexo hormo6nio-receptor mar-
cado foi precipitado por centrifugacao 1000g por 10
minutos, a 4°C. As ligagbes especificas obtiveram hor-
monios frios em concentracdes mais altas do que o
horménio marcado. As curvas de Scatchard foram plo-
tadas através de ligagdes especificas em pM nas abs-
cissas e os valores de ligacdes especificas/hormoénios
nao-marcados ou livres, nas ordenadas.

Estatisticamente, os resultados introduzidos nesse
trabalho foram avaliados por médias, desvio- padrao e
as meédias de erros padroes. O nivel de significancia
foi determinado através do Teste Student, consideran-
do a significadncia (p=0,05)

RESULTADOS

Os resultados mostram a determinacéao cardiotrofi-
ca ativa de ratos tratados com tiroxina, propranolol e
concomitantemente tiroxina e propranolol.

O Grafico 1 mostra que o tratamento com tiroxina
em ratos, nas doses de 25u/Kg por 4 dias, aumenta a
relacdo entre peso cardiaco imido e peso cardiaco seco
em 14%, quando comparado ao grupo controle. O hi-
pertireoidismo experimental € um mecanismo comu-
mente usado para produzir crescimento cardiaco e hi-
pertrofia cardiaca em animais experimentais. Basset et
al (2001) encontraram em exames ecocardiogréaficos
feitos em ratos hipertire6ideos, o peso do ventriculo
esquerdo aumentado.

Por outro lado, na administracdo de propranolol em
doses de 10, 30 e 60mg/Kg, observou-se que a relacao
entre o peso cardiaco umido e o peso cardiaco seco nao
muda significativamente em relacao ao grupo controle.

O Grafico 2 mostra que o tratamento com tiroxina
associada ao propranolol, em doses de 10,30 e 60mg/
Kg, nao produz diferenca significativa no que diz res-
peito a razdo entre o peso cardiaco umido e o peso
cardiaco seco, quando comparado ao grupo de animais
Uma outra etapa desse trabalho demonstra a determi-
nacédo da capacidade de ligagao especifica do I'**- T,
de ratos tratados com tiroxina, propranolol e ambos ti-
roxina associada ao propranolol.
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GRAF. 1 - Determinagéo da razédo entre o peso cardiaco imido e o peso cardiaco seco
em ratos, depois do tratamento com tiroxina (T) e propranolol isolado (P), em doses de
10mg/kg (P10), 30mg/kg (P30) e 60mg/kg (P60), por 4 dias. Os resultados sdo as médias
dos testes usando n=5-10 animais por grupo (p<0,05)
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GRAF. 2 - Determinagao da razéo entre o peso cardiaco Umido e o peso cardiaco seco
em ratos, depois do tratamento com tiroxina (T) e propranolol (P), em doses de10mg/
kg (T=P10), 30mg/kg (T=P30) e 60mg/kg (T=P60), por 4 dias. Os resultados sao as
médias dos testes usando n=5-10 animais por grupo (p<0,05)
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GRAF. 3 - Determinacao da capacidade de ligacgao (B) do = - T, (pM) em ratos, depois
do tratamento com tiroxina (T) e propranolol (P), em doses de 10mg/kg (P10), 30mg/
kg (P30) e 60mg/kg (P60), por 4 dias. Os resultados sao as médias dos testes usando
n=5-10 animais por grupo (p<0,05)

O Grafico 3 mostra que a tiroxina quando foi admi-
nistrada em ratos eutiredideos por 4 dias consecutivos,
teve uma reducao de 29% na capacidade de ligacao
especifica do I'*>- T, quando comparado ao grupo con-
trole. Entretanto, a administracao de propranolol em
doses de 10,30 e 60mg/Kg mostra uma reducao de 26%,
22% e 28%, respectivamente, no que diz respeito a ca-
pacidade de ligacgéao especifica de I'*- T, em relacdo ao
grupo controle.

No6s podemos ver no Grafico 4 que a capacidade de
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GRAF. 6 - Representagio do diagrama da Analise de Scatchard 125 — T, receptor em
homogenato celular cardiaco de ratos adultos machos por 4 dias. O resultado expressa
tante de afinidade Ka de 3,2 .. 109 Ml e a capacidade de ligagao especifica maxima

GRAF. 4 - Determinacao da capacidade de ligacao (B) do | '** - T, (pM) em ratos, depois
do tratamento com tiroxina (T) associada ao propranolol (P), em doses de 10mg/kg
(T=P10), 30mg/kg (T=P30) e 60mg/kg (T +P60), por 4 dias. Os resultados sao as médias
dos testes usando n=5-10 animais por grupo (p <0,05)
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GRAF. 5 - Diagrama representativo da Analise de Scatchard 1'® - T, receptor em
homogenato celular cardiaco de ratos machos adultos tratados com tiroxina por 4 dias
consecutivos. O resultado expressa a constante de afinidade Ka de 1,5. 109 Ml e uma
capacidade de ligacao especifica maxima de 3,40Pm (p <0,05)

ligacdo especifica do I'* aumenta de 42%, 46% e 46,6%
quando associado a tiroxina, 25ug/Kg, com o propra-
nolol em doses de 10,30 e 60mg/Kg respectivas e ana-
logamente ao grupo controle.

Esse trabalho lancou mao também da investigacao
do efeito da tiroxina sobre receptores T, totais em te-
cido cardiaco. A afinidade do I'*- T, e o numero de
receptores T, foram determinados 4 dias depois da ad-
ministracdo de tiroxina. Para Andlise de Scatchard os
resultados devem ser obtidos em condi¢des de equili-
brio. As determinacoes foram efetuadas dentro de 25
a 28°C na presenca do ['*°- T, com uma incubacéo de
60 minutos. Depois da tiroxina exposta em ratos adul-
tos por 4 dias consecutivos, Ka e Bmax do receptor T,
em tecido cardiaco foram determinados através da
saturacao da curva.

No6s podemos observar nos Graficos 5 e 6, testes com
animais tratados e controle, respectivamente, onde 4
dias depois da administracao de tiroxina, o tecido car-
diaco mostra uma capacidade numérica de ligagao es-
pecifica de 3,40+0,17pMol em funcéo da capacidade
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a
de 4,42 Pm (p<0,05)

de ligacao especifica do grupo controle de aproxima-
damente, 4,42+0,13pMol.

DISCUSSAO

Em nosso estudo a administracao significativa de
T, aumentou o peso total do coragao, conduzindo-nos
ao conceito da carga do trabalho cardiaco induzido
pelo hormonio tiredideo. Cooper (2004) observou que
houve inducédo do horménio da tire6ide, conduzindo
a uma hipertrofia ventricular esquerda, assim como
um aumento na contratilidade ventricular esquerda e
que tais sintomas foram prevenidos pelo uso conco-
mitante de propranolol, captopril, ou hidralazina. Si-
milarmente, nosso experimento mostra a habilidade
do propranolol com tiroxina juntos, em bloquear a hi-
pertrofia cardiaca conduzida por T,, parcialmente con-
traria a Anna (2003).

Noés temos demonstrado a atividade enziméatica
aumentada, responséavel pela conversdo de T, em Tj,
sugerindo um outro caminho para acdo dos hormoé-
nios da tireéide sobre as células cardiacas, aperfei-
coando a performance cardiaca. Nossos estudos mos-
tram que a exposicdo dos hormonios da tiredide pode
causar downregulation do niumero de receptores T,
sobre o tecido cardiaco, pela internalizacdo ou dimi-
nui¢do do numero de receptores T ,. Por conseguinte,
nossos relatos tém apontado uma nova revisdo da li-
teratura sobre como T, poderia aperfei¢oar a desem-
penho cardiaco, que ja vem sendo estudado desde o
ano 2000, quando cientistas japoneses obtiveram o
mesmo resultado (Shahrara, 2000), ndo por deiodi-
nacao de T4 em T3, mas pelos niveis aumentados do
mRNA de T,.

CONCLUSAO

O propranolol bloqueia a hipertrofia cardiaca indu-
zida por T, por meio da deiodinacdo de T, em Tj;; a
inducao do hipertireoidismo pode, por downregulation,
aperfeicoar a performance cardiaca, quando adminis-
trada junto com o propranolol, bem como, ter a capaci-
dade de ligacdo especifica do I'®-T, alterada pela pre-
senca de T, ao nivel do tecido cardiaco, apresentando
uma cte de afinidade da ordem de 10° M,
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