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RESUMO

Reducao da expressdo de conexina 43 provoca arritmias atriais em ratos com hipotireoidismo
experimental, Emanuel Barbosa dos Santos, Sao Cristovao, Sergipe, 2025.

O hipotireoidismo ¢ um disturbio caracterizado pela diminui¢do da produgdo ou agdo dos
hormonios tireoidianos — triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) —, que participam de processos
metabolicos em diversos tecidos. Essa condi¢do pode ser fator de risco para algumas doengas
cardiovasculares, incluindo arritmias atriais. O objetivo deste estudo foi investigar alteracdes
eletrofisiologicas e morfologicas em atrios direito e esquerdo de ratos com hipotireoidismo
experimental. Foram utilizados ratos machos Wistar (6-9 meses, 150-250g), divididos em
grupos controle e hipotireoide. O hipotireoidismo foi induzido com metimazol 0,02% na agua
de beber durante 28 dias. Apos a indugdo, realizaram-se medigdes de ECG in vivo em ambos
os grupos e os atrios foram removidos para andalise de suscetibilidade a arritmias e
caracterizagao contratil em cuba de 6rgao isolado, exame histologico e analise da expressao de
conexinas 43. O ECG in vivo mostrou redugdo da frequéncia cardiaca (307,98 + 21,06 vs.
263,71 + 29,38 bpm; p = 0,0043), prolongamento da duragdo da onda P (20,52 + 2,91 vs. 33,93
+ 9,44 ms; p = 0,0046) e do intervalo PR (50,82 + 4,01 vs. 56,89 + 6,15 ms; p = 0,0377) no
grupo hipotireoide. Em étrio direito isolado, utilizando o protocolo burst pacing, observou-se
maior predisposi¢cdo a arritmias e instabilidade elétrica, evidenciado por maior nimero de
episodios (0,5 + 0,55 vs. 2,83 + 2,14; p = 0,027) e duragao aumentada desses eventos (1,80 +
2,26 vs. 26,31 = 16,20 seg; p = 0,004). A avaliagdo funcional da contratilidade atrial revelou
prolongamento da duracao sistolica (0,175 + 0,036 vs. 0,314 £ 0,107 s; p = 0,023) no grupo
hipotireoide, sem alteragdes significativas na amplitude contratil (0,373 + 0,045 vs. 0,318 +
0,096 N). Nio houve diferenga no overshoot de Ca** induzido por cafeina (0,031 £ 0,010 vs.
0,036 £ 0,020 gf), nem no efeito inotropico induzido por isoproterenol (198,4 £+ 74,8% vs. 220,7
+ 64,9%), sugerindo que a lentificacdo da sistole e a instabilidade elétrica poderiam estar
associadas a alteracdes morfoldgicas. A histologia do tecido atrial revelou remodelamento
estrutural no grupo experimental, com aumento do espagamento da matriz extracelular, o que
pode contribuir para a lentificagdo da condugao elétrica. O hipotireoidismo também reduziu a
expressao de conexina 43 (0,348 + 0,047 vs. 0,850 = 0,119 a.u.; p < 0,0001) nos atrios desses
animais. A combinagdo entre as alteragdes histologicas observadas e a redugao da expressao de
conexina 43 pode criar um substrato altamente vulnerdvel ao desenvolvimento de fibrilagdo
atrial, uma das arritmias mais prevalentes em disfuncdes tireoidianas. Assim sendo, o
hipotireoidismo afeta significativamente a estabilidade elétrica e a fungdo dromotrdpica do
tecido atrial, aumentando a suscetibilidade a arritmias, particularmente a fibrilagdo atrial.
Observou-se remodelamento estrutural, desacoplamento celular e redugdo da expressdo de
conexinas, sugerindo que a interagdo entre os mecanismos elétricos e estruturais desempenha
um papel central na predisposi¢do as arritmias atriais. Dessa forma, destaca-se a necessidade
de intervengdes precoces para prevenir complicagdes cardiovasculares em pacientes com
hipotireoidismo.

Descritores: Hipotireoidismo; Fibrilagcao Atrial; Conexina 43; Eletrofisiologia Cardiaca.



ABSTRACT

Reduction of connexin 43 expression induces atrial arrhythmias in rats with experimental
hypothyroidism, Emanuel Barbosa dos Santos, Sao Cristovao, Sergipe, 2025.

Hypothyroidism is a disorder characterized by decreased production or action of thyroid
hormones — triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) — which participate in metabolic processes
in various tissues. This condition may be a risk factor for some cardiovascular diseases,
including atrial arrhythmias. The objective of this study was to investigate electrophysiological
and morphological changes in the right and left atria of rats with experimental hypothyroidism.
Male Wistar rats (6-9 months, 150-250 g) were used, divided into control and hypothyroid
groups. Hypothyroidism was induced with 0.02% methimazole in drinking water for 28 days.
After induction, in vivo ECG measurements were performed in both groups, and the atria were
removed for analysis of arrhythmia susceptibility and contractile characterization in isolated
organ baths, histological examination, and assessment of connexin 43 expression. /n vivo ECG
showed a reduction in heart rate (307.98 + 21.06 vs. 263.71 £ 29.38 bpm; p = 0.0043),
prolongation of P wave duration (20.52 +£2.91 vs. 33.93 £ 9.44 ms; p = 0.0046), and PR interval
(50.82+4.01 vs. 56.89 = 6.15 ms; p=0.0377) in the hypothyroid group. In isolated right atrium,
using the burst pacing protocol, a greater predisposition to arrhythmias and electrical instability
was observed, evidenced by a higher number of episodes (0.5 + 0.55 vs. 2.83 £2.14; p =0.027)
and increased duration of these events (1.80 £ 2.26 vs. 26.31 + 16.20 s; p = 0.004). Atrial
contractility functional assessment revealed prolonged systolic duration (0.175 £ 0.036 vs.
0.314 £ 0.107 s; p = 0.023) in the hypothyroid group, with no significant changes in contractile
amplitude (0.373 £ 0.045 vs. 0.318 + 0.096 N). There was no difference in caffeine-induced
Ca2+ overshoot (0.031 + 0.010 vs. 0.036 = 0.020 gf) nor in the inotropic effect induced by
isoproterenol (198.4 + 74.8% vs. 220.7 + 64.9%), suggesting that the slowing of systole and
electrical instability could be associated with morphological changes. Histological analysis of
atrial tissue revealed structural remodeling in the experimental group, with increased
extracellular matrix spacing, which may contribute to the slowing of electrical conduction.
Hypothyroidism also reduced connexin 43 expression (0.348 = 0.047 vs. 0.850 £0.119 a.u.; p
< 0.0001) in the atria of these animals. The combination of observed histological alterations
and reduced connexin 43 expression may create a highly vulnerable substrate for the
development of atrial fibrillation, one of the most prevalent arrhythmias in thyroid
dysfunctions. Thus, hypothyroidism significantly affects the electrical stability and dromotropic
function of atrial tissue, increasing susceptibility to arrhythmias, particularly atrial fibrillation.
Structural remodeling, cellular uncoupling, and reduced connexin expression were observed,
suggesting that the interaction between electrical and structural mechanisms plays a central role
in the predisposition to atrial arrhythmias. Therefore, early interventions are needed to prevent
cardiovascular complications in patients with hypothyroidism.

Keywords: Hypothyroidism; Atrial Fibrillation; Connexin 43; Cardiac Electrophysiology.



RESUMO VOLTADO PARA A SOCIEDADE

Reducao da expressdo de conexina 43 provoca arritmias atriais em ratos com hipotireoidismo
experimental, Emanuel Barbosa dos Santos, Sao Cristovao, Sergipe, 2025.

O hipotireoidismo ¢ uma condicdo onde a producdo dos hormoénios da tireoide diminui,
afetando o funcionamento de varios 6rgaos, inclusive o coragdo. Nosso estudo investigou como
essa disfungdo pode aumentar o risco de arritmias, especialmente a fibrilagdo atrial, que ¢ a
alteragcdo nos batimentos cardiacos mais comum na populagdo mundial. Para isso, realizamos
alguns experimentos em ratos para que eles desenvolvessem hipotireoidismo. Observamos que,
nesses animais, o coragdo batia mais devagar e apresentava sinais de instabilidade elétrica.
Além disso, o tecido do coragdo estava estruturalmente alterado e apresentava menor
quantidade de uma proteina chamada conexina 43. Essa proteina ¢ muito importante para a
comunicagdo das células cardiacas. Se ela diminui, pode favorecer o surgimento de arritmias.
Os resultados deste estudo reforcam a importancia do diagnostico e tratamento precoce do
hipotireoidismo para evitar problemas no cora¢do, como a fibrilagao atrial.

Palavras-Chave: Hipotireoidismo; Arritmias Cardiacas; Fibrilagao Atrial.
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1 INTRODUCAO

O hipotireoidismo ¢ um disturbio comum caracterizado pela diminui¢do da producao ou
da acdo dos hormonios tireoidianos (HT), a triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4). Esses
hormdnios desempenham papel essencial na regulacdo de diversos processos fisiologicos,
contribuindo para fungdes vitais, como o crescimento, o desenvolvimento e o metabolismo
energético (Mendoza & Hollenberg, 2017).

A deficiéncia de T3 e T4 pode ocorrer em até 1% a 2% da populacao adulta em algum
momento de suas vidas, com uma taxa de prevaléncia maior em mulheres, principalmente apos
o climatério, quando as alteragdes hormonais sao mais recorrentes (Boron & Boulpaep, 2015).
Niveis baixos de HT prejudicam a expressao génica em diversos tecidos corporais e interferem
em processos fisioldgicos importantes, como o atraso do crescimento em criangas, por exemplo.
Os sinais classicos incluem depressdo, fadiga, intolerancia ao frio, constipacdo intestinal e
aumento de peso (Babi¢ et al., 2021).

O diagnostico ¢ dado a partir da avaliacdo da concentracdo sérica de TSH, T3 total e
T4 livre. Sendo necessario realizar o tratamento imediatamente, pois o hipotireoidismo pode
levar a redugdo da performance fisica e mental, colesterol elevado e maior risco de
complicagdes cardiacas, ocasionadas, principalmente, pela reducdo do metabolismo, da
expressao de receptores e da atividade das mitocondrias (Van-Uytfanghe et al., 2023). Além
das manifesta¢des clinicas diretas, o hipotireoidismo ¢ um fator de risco para uma série de
doencas cardiovasculares com implicagdes significativas na mortalidade em geral (Jonklaas et
al.,2014).

Estudos em modelos animais de hipotireoidismo indicam que essa condi¢ao pode levar
a diminui¢do da pressdo ventricular esquerda, ao aumento do escore total de arritmias e a uma
maior incidéncia de arritmias graves, como fibrilagdo atrial (FA), flutter atrial, taquicardia e
fibrilagao ventricular (FV) (Baumgartner ef al., 2017; Yu et al., 2022). Nos distirbios cardiacos
associados ao hipotireoidismo sdo frequentemente observadas alteracdes eletrofisiologicas,
como onda P prolongada, ectopia nas veias pulmonares e alteragdes na automaticidade do nd
sinoatrial (SA). A reducdo da expressdo e atividade dos canais de calcio tipo L (Ca?"), canais
de s6dio (Na*) e canais de potassio (K*) podem contribuir para a lentificagdo da condugao atrial
e instabilidade elétrica (Takawale et al., 2022).

A FA ¢ a arritmia cardiaca mais prevalente em humanos e estd associada a um risco
aumentado de morte, acidente vascular encefalico e embolismos periféricos. De acordo com o

Global Burden of Disease, a prevaléncia estimada da populagdo afetada pela FA ¢ de



aproximadamente 33,5 milhdes de pessoas em todo o mundo (2,5% - 3,5%) e a incidéncia
aumenta com a idade (Morin ef al., 2016). No Brasil, apesar dos dados epidemiolédgicos sobre
a FA serem limitados, estima-se que cerca de 1,5 milhdo de pessoas sejam afetadas (Lopes et
al.,2023).

Esse distirbio eletrofisioldégico gera impulsos de forma desorganizada, geralmente
decorrentes de alteragdes estruturais nas conexdes celulares do coragdo que levam a uma
conducao elétrica ndo coordenada, ocasionando um ritmo atrial irregular e rapido (300-500
bpm). As causas mais comuns incluem ondas eletrofisioldgicas iniciadas por potenciais de agao
(PA) ectopicos, frequentemente nas veias pulmonares do atrio esquerdo, ou por atividade
reentrante relacionada a condugao heterogénea devido a fibrose intersticial (Joglar ez al., 2023).

A fibrose desempenha um papel central na FA, contribuindo para sua persisténcia,
recorréncia, resisténcia ao tratamento e complicagdes. Além disso, ¢ considerada um substrato
fisiopatologico comum por alterar a estrutura e a condugao elétrica do tecido cardiaco, criando
um ambiente que favorece o desenvolvimento e a manutenc¢do da arritmia, independente da
causa subjacente. Geralmente, ¢ associada a expressao desregulada de conexina 43 (Cx43), a
principal proteina nos canais de jun¢do de GAP do musculo cardiaco em mamiferos. Essa
alteracdo resulta no desacoplamento miocardico e na reducdo na velocidade de conducio,
promovendo areas fibroticas e 0 mecanismo arritmogénico de reentrada (Lillo ez al., 2023).

A FA precisa ser melhor explorada por meio de estudos histologicos e eletrofisioldgicos,
proporcionando uma nova base de conhecimento para abordagens terapéuticas. A ligacdo entre
o hipotireoidismo e a FA ainda ndo esta clara, embora o hipotireoidismo seja sugerido como um
fator de risco para FA. Compreender os fundamentos mecanicistas que relacionam essas
doencas ¢ essencial para identificar pacientes afetados e projetar futuras estratégias de
prevengao.

Dessa forma, na tentativa de contribuir para o estado de conhecimento e embasar futuros
estudos preventivos e terapéuticos, o presente estudo buscou caracterizar alteracdes
eletrofisiologicas e morfologicas no tecido atrial em um modelo de hipotireoidismo em ratos,
partindo da hipotese de que o hipotireoidismo esta associado a alteragdo na expressao da Cx43
e ao aumento da fibrose atrial, provocando uma disfun¢do célula a célula que favorece a

ocorréncia de FA.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hormonios tireoidianos

A tireoide ¢ uma glandula enddcrina localizada na parte inferior, anterior ao pescogo e
¢ responsavel por produzir os hormonios T3 e T4, necessarios para o crescimento,
desenvolvimento e metabolismo de diversos sistemas do corpo humano (Armstrong, Asuka &
Fingeret, 2023). Disturbios da tireoide, como o hipertireoidismo e o hipotireoidismo, sao
comuns e afetam mais de 10% da populacao adulta mundial (Paschou et al., 2022).

Histologicamente, a tireoide é composta por inimeros foliculos, preenchidos com
coloide e revestidos por células foliculares. E no interior destes foliculos que os HT sdo
produzidos. As células foliculares capturam o iodo da corrente sanguinea e secretam para dentro
do limen do foliculo. Ao penetrar o coloide, o iodo ¢ oxidado por uma enzima, chamada
tireoperoxidase, que também ¢ responsavel pela reagdo que incorpora o iodo oxidado a residuos
de tirosina especificos da tireoglobulina. Dessa jun¢ao, formam-se as monoiodotirosinas (MIT)
e as diiodotirosinas (DIT) (Boron & Boulpaep, 2015).

A funcdo enddcrina da tireoide é regulada por um esquema de funcionamento conhecido
como eixo hipotadlamo-hipofise-tireoide (Fig. 1), onde o hipotdlamo secreta o hormonio
estimulador de tireotrofina (TRH), que estimula a hipofise a liberar o hormonio estimulador da
tireoide (TSH). Este, por sua vez, impulsiona a tireoide a produzir os hormonios T3 e T4, ao
estimular a ligacdo de MIT e DIT. Ao formar os HT no coloide, eles sdao desacoplados da
tireoglobulina no interior das células foliculares e secretados na corrente sanguinea, onde serdo
destinados as células-alvo (Boron & Boulpaep, 2015; Aires, 2018).

O T3 ¢ o hormdnio biologicamente mais ativo, e sua presenga elevada inibe tanto a
producao de TRH pelo hipotdlamo quanto de TSH pela hipofise, estabelecendo um mecanismo
de feedback negativo (Fig. 1). A tireoide produz o hormonio T4 em maior quantidade, numa
proporcao de cerca de 90% dos HT presentes na corrente sanguinea. Entretanto, nas células-
alvo, o T4 sofre uma reagdo enzimatica pelas desiodades, que removem um iodo do hormdnio,
convertendo-o em T3. Logo, a propor¢ao de T3 no interior das células-alvo € proporcionalmente

maior, dada a sua relevancia para os processos metabolicos (Aires, 2018).
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Fig. 1 - Esquema de funcionamento do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide. O hipotdlamo secreta o TRH, que
estimula a hipofise a liberar o TSH. Este, por sua vez, impulsiona a tireoide a produzir os hormoénios T3 e T4. Os
niveis elevados de HT na corrente sanguinea inibem tanto a producdo de TRH pelo hipotdlamo quanto de TSH
pela hipofise, estabelecendo um mecanismo de feedback negativo. Fonte: Aires, 2018.

Com o tempo, a secre¢ao de todos os hormonios envolvidos mantém-se equilibrada. Se
algum desses hormodnios estiver fora do padrao esperado, isso pode indicar disfungdes em um
dos pontos dessa cadeia de controle. Por exemplo, geralmente, se houver uma falha primaria na
tireoide que resulte na producdo insuficiente de T3 e T4 (hipotireoidismo), os niveis de TSH
aumentardo, ja que a hipofise pode tentar compensar essa baixa. Porém, se o T3 e o TSH
estiverem abaixo dos niveis normais, o problema pode estar na hipéfise ou no hipotalamo, e
nao na tireoide (Aires, 2018; Jonklaas ef al., 2014).

O T3 exerce sua agdo ao se ligar aos receptores nucleares (TR), que influenciam a
expressdo génica relacionada a sintese proteica em varias células do corpo, como hepatdcitos,

células musculares cardiacas e esqueléticas, células renais, células endoteliais pulmonares e



neurdnios. Essa regulacdo pode ser tanto positiva quanto negativa, dependendo do gene e do
tecido envolvidos (Jonklaas ef al., 2014).

A acdo dos HT nos tecidos ¢ modulada por um sistema complexo que envolve a
secrecdo, o transporte plasmatico, o transporte transmembrana, a ativagao ou inativagao dos
hormdnios, bem como a interagcdo com diferentes isoformas de TR e seus co-reguladores. A
medi¢do direta de T3 e T4 no sangue fornece a quantidade total de hormdnios circulantes,
incluindo tanto as formas livres quanto aquelas ligadas a proteinas como a globulina ligadora
de tiroxina (TBG), transtirretina (TTR) e albumina. No entanto, esses testes ndo permitem
distinguir entre as formas livres e ligadas dos hormoénios (Bianco ef al., 2002).

A sensibilidade do TSH a variagdes nos niveis de T3 e T4 torna-se uma ferramenta
extremamente util para avaliar o estado funcional dos HT, porque reflete diretamente uma
integracdo do feedback negativo entre o eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide e os niveis
hormonais nos tecidos-alvo (Feng et al., 2000). Dessa forma, sdo detectadas disfun¢des como
o hipertireoidismo, caracterizado pelo excesso de HT, e o hipotireoidismo, pela sua deficiéncia.
Nesse estudo, optou-se por investigar o hipotireoidismo, devido ao seu impacto na estrutura e
fisiologia cardiovascular e a pouca compreensao da literatura acerca da ligagdo entre esses dois

sistemas.

2.1.1 Hipotireoidismo

O hipotireoidismo ¢ uma condi¢do caracterizada pela produgao insuficiente de HT pela
glandula tireoide ou pela falta de estimulo adequado da glandula, seja pelo hipotdlamo ou pela
hipofise (Wilson, Stem & Bruehlman, 2021). O diagnostico mais comum € o de hipotireoidismo
primario, quando os niveis de HT estdo baixos, o que resulta em um aumento nos niveis de
TSH. O hipotireoidismo secundario ¢ diagnosticado quando além dos niveis de HT, os niveis
do TSH também estdo baixos. J& o hipotireoidismo subclinico ¢ diagnosticado quando o TSH
esta elevado, mas os niveis de HT permanecem dentro da faixa normal (Udovcic ef al., 2017).

Entre as principais causas do hipotireoidismo, destaca-se a deficiéncia de iodo, que pode
ser total ou parcial, especialmente em condi¢des especificas, como a gravidez. No inicio do
século XX, pesquisadores observaram que o iodo se acumulava em grandes concentragdes na
tireoide e que a sua deficiéncia estava relacionada ao desenvolvimento de bocio. Em resposta a
falta de iodo, a hipofise aumenta a produgdo de TSH, estimulando a tireoide a capturar mais
iodo e produzir mais horménio. Quando essa deficiéncia persiste, o aumento cronico do TSH

pode resultar no aumento da glandula, causando o bocio (Dai, Levy & Carrasco, 1996).



Um estudo populacional realizado na Dinamarca identificou que a forma mais comum
de hipotireoidismo (Chiovato, Magri & Carlé, 2019), presente em 84,4% dos casos, ¢ o
hipotireoidismo espontaneo, provavelmente de origem autoimune. Outras causas incluem o
hipotireoidismo pos-parto (4,7%) e o induzido por amiodarona (4,0%). Menos comuns, mas
também relevantes, sdo a tireoidite subaguda, o hipotireoidismo associado a radiagdo ou
cirurgia prévia na tireoide, o hipotireoidismo congénito e o relacionado ao uso de litio (1,6%
cada). Recentemente, as causas iatrogénicas, especialmente devido a imunoterapias, t€ém se
tornado mais frequentes. Outras causas raras incluem resisténcia ao HT, superdosagem de
medicamentos antitireoidianos, efeitos de outros farmacos e exposi¢do a radiacao terapéutica
ou ambiental (Chiovato, Magri & Carlé, 2019). Caso a produgdo de HT continue insuficiente,
os sintomas do hipotireoidismo comeg¢am a se manifestar (Feldt-Rasmussen et al., 2024).

Os sintomas variam, podendo ser leves ou graves, com casos extremos levando ao coma
mixedematoso, uma condigao rara e potencialmente fatal. Entre os sintomas mais comuns, estao
intolerancia ao frio, cansaco excessivo, ganho de peso, pele seca, constipagdo intestinal e
alteragdes na voz (Boron & Boulpaep, 2015). Como esses sinais nao sao exclusivos e podem
ser confundidos com outras condi¢des, o diagndstico de hipotireoidismo deve ser confirmado
por meio da medicdo dos niveis de TSH, T3 total e T4 livre. O diagndstico precoce é
fundamental para o inicio do tratamento adequado (Wilson, Stem & Bruehlman, 2021).

O tratamento padrdo para o hipotireoidismo consiste na reposi¢do hormonal com
levotiroxina (LT4), uma vez que essa substincia ¢ convertida perifericamente em T3, a forma
biologicamente ativa do hormonio. Essa conversdo ¢ realizada pelas desiodases tipo 1 (D1) e
tipo 2 (D2), enquanto a desiodase tipo 3 (D3) ¢ responsavel pela inativacdo de T4 e T3 no
sangue. A dose inicial recomendada de LT4 ¢ geralmente de 1,5 a 1,8 mcg por kg por dia
(Wilson, Stem & Bruehlman, 2021). Para pacientes que ndo respondem adequadamente a
monoterapia com LT4, a combinagdo de LT4 com liotironina (LT3) tem se mostrado uma
alternativa eficaz. Muitos pacientes relatam melhorias significativas na qualidade de vida e na
fun¢do cognitiva ao utilizar essa combinacao, quando comparados ao uso exclusivo de LT4
(Bianco, 2024). O objetivo do tratamento ¢ alcangar niveis hormonais dentro da faixa normal,
ajustados pela idade, especialmente em pacientes mais velhos, a fim de evitar complicagdes
decorrentes de um tratamento excessivo (Ross, 2021).

Vale ressaltar que a LT4 pode nao reproduzir exatamente a fisiologia normal do
organismo de pacientes hipotireoidianos. Além de impactos no bem-estar psicoldgico (Walsh
et al., 2006), estudos mostraram que pacientes tratados com LT4 tém um indice de massa

corporal (IMC) ligeiramente mais alto do que aqueles com fungdo tireoidiana normal (29,8 +



6,7 vs. 28,2 + 6,2), além de um maior uso de medicamentos como B-bloqueadores (37% vs.
24%), estatinas (24% vs. 15%) e antidepressivos (22% vs. 15%), todos com p < 0,01 (Peterson,
McAninch & Bianco, 2016; Jonklaas et al., 2021).

No entanto, o subtratamento do hipotireoidismo pode ter consequéncias devastadoras
para o paciente, tanto no ambito pessoal quanto socioecondmico. De acordo com Feldt-
Rasmussen et al. (2024), as principais consequéncias do ndo tratamento ou tratamento
inadequado do hipotireoidismo em criangas incluem falhas no desenvolvimento geral e
neuropsicologico, o que compromete o desempenho escolar e a capacidade de alcancar uma
educacdo adequada, resultando em dificuldades para alcangar a independéncia na vida adulta.

Em adultos, o subtratamento do hipotireoidismo pode levar a diversos problemas, como
déficits na fungdo mental, transtornos como o TDAH (Transtorno de Déficit de Atengdo com
Hiperatividade), redu¢ao do débito cardiaco e comprometimento da capacidade fisica, devido
a combinagdo de baixo débito cardiaco, fraqueza muscular e fun¢do pulmonar reduzida. Além
disso, a necessidade de reduzir as doses de diversos medicamentos devido ao metabolismo mais
lento pode aumentar o risco de acimulo e toxicidade. Esses efeitos resultam em uma qualidade
de vida prejudicada e dificuldades no desempenho profissional (Feldt-Rasmussen et al., 2024).

Um fator de risco importante para o subtratamento ¢ a absor¢do inadequada de LT4,
especialmente em pacientes com comorbidades gastrointestinais. Disturbios no pH gastrico
podem afetar a absor¢do desse hormodnio, como € o caso em pacientes com infec¢ao por
Helicobacter pylori, gastrite atréfica cronica, gastroparesia ou uso de medicamentos que
interferem na producdo de acido gastrico. Essas condi¢des afetam de 20 a 50% da populagao
mundial ao longo da vida (Feldt-Rasmussen ef al., 2024).

Em idosos, o hipotireoidismo, seja ele manifesto ou subclinico, quando nao tratado
adequadamente, esta associado a um aumento do risco de mortalidade precoce. Niveis elevados
de TSH estdo relacionados ao maior risco de mortalidade cardiovascular, especialmente em
pacientes mais velhos. Embora diferentes estudos utilizem critérios distintos para classificar o
subtratamento, esses resultados ressaltam a necessidade de pesquisas adicionais para determinar
a meta ideal de TSH em pacientes mais velhos com hipotireoidismo (Feldt-Rasmussen et al.,
2024).

A relagdo do hipotireoidismo com a fungdo cardiaca também deve ser cuidadosamente
monitorada, especialmente em pacientes com insufici€éncia cardiaca preexistente. Um estudo de
coorte com mais de 150.000 pacientes com hipotireoidismo mostrou que altos niveis de TSH
estdo associados ao aumento do risco de insuficiéncia cardiaca em individuos com menos de

65 anos, embora a relagdo com a doenga cardiaca isquémica tenha sido mais significativa



apenas entre os mais jovens (Thayakaran et al., 2019). Essas descobertas, somadas a associagao
entre altos niveis de TSH e mortalidade cardiovascular, reforcam a necessidade de um

tratamento adequado para os pacientes com hipotireoidismo.

2.2 Fisiologia cardiaca

O coragao ¢ geralmente descrito como uma bomba dupla que impulsiona o sangue em
série pela circulagdo pulmonar (lado direito) e pela circulagdo sistémica (lado esquerdo). Para
garantir essa fungdo, o coragdo possui um sistema elétrico que ¢ responsavel pela geracdo e
condugdo de estimulos, os quais se propagam pelos musculos atriais e ventriculares, ativando
0s mecanismos que controlam a contragao e o relaxamento do musculo cardiaco. Assim, pode-
se dizer que os eventos elétricos sempre precedem os eventos mecanicos do coragdo (Aires,
2018; Boron & Boulpaep, 2015).

Como um 6rgao oco, o coragdo possui quatro camaras: dois atrios e dois ventriculos. A
espessura da parede de cada cdmara estd relacionada a sua funcdo e a capacidade de gerar
gradientes de pressdo. Os atrios tém paredes relativamente finas e desenvolvem baixas pressoes,
enquanto os ventriculos, que precisam gerar pressdes mais elevadas, apresentam paredes
consideravelmente espessas — especialmente o ventriculo esquerdo, que requer alta pressdo para
vencer a resisténcia vascular sistémica (Boron & Boulpaep, 2015).

A separagdo anatomica entre essas camaras € realizada pelas valvas cardiacas, que, além
de desempenharem essa func¢do, sdo essenciais para o funcionamento adequado do coracao,
uma vez que suas aberturas e fechamentos definem o ciclo cardiaco (Fig. 2). Existem quatro
valvas: mitral e tricuspide, denominadas valvas atrioventriculares e localizadas entre os atrios
e os ventriculos; e adrtica e pulmonar, conhecidas como valvas semilunares, situadas nas vias
de saida dos ventriculos (Barrett et al., 2014).

O ciclo cardiaco ¢ definido como a sequéncia de eventos mecanicos e elétricos que se
repetem a cada batimento do corag¢do (Boron & Boulpaep, 2015). Esse ciclo ¢ fundamental para
a coordenacdo das atividades cardiacas e pode ser dividido em, no minimo, quatro fases (Fig.
2): 1. Fase de influxo (enchimento ventricular), 2. Contragdo isovolumétrica, 3. Fase de efluxo
(ejecao ventricular) e 4. Relaxamento isovolumétrico. Na fase de influxo, a valva de entrada
esta aberta enquanto a de saida permanece fechada. Durante a contragdo isovolumétrica, ambas
as valvas estdo fechadas, sem fluxo sanguineo. Na fase de efluxo, a valva de saida abre e a valva

de entrada se fecha. Por ultimo, no relaxamento isovolumétrico, ambas as valvas permanecem



fechadas, sem fluxo de sangue. A sistole abrange as fases 2 e 3, quando os ventriculos estao

contraindo, enquanto a diastole inclui as fases 4 e 1, quando os ventriculos estdo relaxando.
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Fig. 2 - Ciclo cardiaco. O ciclo cardiaco ¢ dividido em quatro fases: 1. Fase de influxo (enchimento ventricular),
2. Contragdo isovolumétrica, 3. Fase de efluxo (ejecdo ventricular) e 4. Relaxamento isovolumétrico. A sistole
abrange as fases 2 e 3, quando os ventriculos estdo contraindo, enquanto a diastole inclui as fases 4 e 1, quando os
ventriculos estdo relaxando. Fonte: Boron & Boulpaep, 2015.

Em condicdes fisioldgicas, as células cardiacas do n6 SA, no atrioventricular (AV) e
fibras de Purkinje sdo capazes de gerar um PA elétrico espontaneamente, sem necessidade de
estimulo externo. Essa capacidade ¢ conhecida como automatismo (Garcia, 2015).

De acordo com Rahm et al. (2018), os PA sdo divididos em cinco fases (Fig. 3A): a fase
0 ¢ a despolarizag¢do da célula, mediada pelos canais de sodio dependentes de voltagem, que
permitem a entrada dos ions Na'; a fase 1 corresponde a uma repolarizagdo precoce ou
incompleta, devido a inativagdo dos canais de Na e a abertura transitoria dos canais de K*; a
fase 2, chamada de plato, refere-se ao periodo em que a cé€lula permanece despolarizada com
um potencial quase constante, por conta da entrada sustentada de ions Ca’**; a fase 3 ¢ a
repolarizagio, quando os canais de Ca** se fecham e os canais de K" retificadores de atraso

permanecem abertos, fazendo a célula retornar gradativamente ao seu potencial de repouso; ¢ a



10

fase 4 representa a repolarizagdo completa, onde o potencial de repouso é mantido pela Na/K*
ATPase e canais de K', correspondendo a diastole elétrica. Essa descri¢do refere-se ao PA

rapido, encontrado no miocardio de trabalho dos atrios e ventriculos, no feixe de His e nas fibras

de Purkinje.
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Fig. 3 - Curso temporal dos potenciais de acdo cardiacos rapido (A) e lento (B) e das principais correntes de
influxo e efluxo. (A) Potencial de ac¢do rapido, encontrado no miocardio dos atrios e ventriculos, no feixe de His
e nas fibras de Purkinje, dividido em cinco fases: fase 0 — despolarizagdo; fase 1 — repolarizagdo precoce ou
incompleta; fase 2 — platd; fase 3 — repolarizag@o e; fase 4 — repolariza¢do completa; (B) Potencial de acdo lento,
encontrado nas células nodais (ndé SA e ndé AV), ndo apresentam fase 1 e 2 bem definidas: fase 0 — despolarizagdo
lenta; fase 3 — repolarizagdo continua e; fase 4 — repolarizagdo gradual. Em ambos PA, diversos canais idnicos sdo
ativados, gerando correntes de influxo (deflexdo negativa) e de efluxo (deflexdo positiva). Fonte: Aires, 2018.

Em contraste, os potenciais nas células nodais (n6 SA e n6 AV) possuem caracteristicas
distintas, sendo chamados de PA lentos (Fig. 3B). Ao contrario dos cardiomidcitos atriais e
ventriculares, as células nodais ndo apresentam uma fase 1 nem uma fase 2 bem definidas. A
fase 0 ¢ mais lenta, resultante da abertura dos canais de Ca”* tipo L ao invés de canais de Na*,
como ocorre nos PA rapidos. Apds essa fase, ocorre uma repolarizacdo continua durante a fase
3, mediada por canais de K", inicialmente mais lenta e acelera progressivamente até o final. Ja

na fase 4, observa-se uma repolariza¢io gradual causada pela entrada de Na”, através dos canais
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funny (I) e de Ca®" pelos canais tipo T. A principal caracteristica dessa fase é a auséncia de um
periodo de repouso estavel, como nos cardiomidcitos, o que permite que as células nodais se
depolarizem de maneira continua e espontanea, gerando o ritmo cardiaco (De Paes et al., 1976,
apud Garcia, 2015).

Entre os tecidos nodais, as células do n6 SA, localizadas na parede do atrio direito,
proximo a entrada da veia cava superior, exibem uma fase 4 mais inclinada, o que resulta em
uma tendéncia de despolarizacao diastolica mais rapida. Isso se traduz em uma maior frequéncia
de disparos, conferindo ao n6 SA a fun¢do de marcapasso cardiaco, responsavel por regular a
frequéncia cardiaca (Aires, 2018).

Os impulsos elétricos gerados no n6 SA sdo propagados para o nd AV e, em seguida,
transmitidos aos ventriculos através de vias de condugdo especializadas. A comunicagao elétrica
entre as células do coragdo ocorre por meio de jungdes comunicantes, que sdo poros de
membrana ndo seletivos, permitindo a passagem de moléculas menores que 1.000 Da e
garantindo a continuidade elétrica entre as células. Essas jun¢des comunicantes, denominadas
conexons, sao formadas por seis moléculas de conexina, organizadas em hemicanais que se
conectam em discos intercalados (Fig. 4). Esses discos podem agrupar centenas a milhares de
conexons, formando estruturas densas que funcionam como condutos continuos, possibilitando
a livre circulacao de ions e outras pequenas moléculas entre os cardiomidcitos (Sugita & Fujiu,
2019).

As conexinas recebem nomes baseados em seu peso molecular, e suas variagdes
estruturais estdo localizadas no loop citoplasmatico e na regido carboxil-terminal. Cada
subunidade de conexina possui quatro dominios transmembrana hidrofobicos, compostos por
dois loops extracelulares, um /oop citoplasmatico e um terminal N-citoplasmatico, além de uma
regido C-terminal (Fig. 4). At¢ o momento, mais de vinte isoformas de conexina foram
identificadas, das quais quatro estdo associadas ao coracdo: Cx43, Cx40, Cx45 e Cx30.2 (Sugita
& Fujiu, 2019).

A Cx43, a isoforma mais abundante, € encontrada em quase todas as partes do coragao,
exceto nas células do n6 SA. Notavelmente, a Cx43 tem uma meia-vida curta, variando de 1 a
5 horas, e menos de 2 horas na membrana plasmatica, o que indica que a sintese e a degradacao
das juncdes comunicantes sdo processos dindmicos, com a regulacdo da estabilidade das

proteinas desempenhando um papel crucial na remodelagdo dessas juncoes (Liu et al., 2022).
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Fig. 4 - Representacio molecular das juncdes comunicantes. Os conexons sdo formados por seis moléculas de
conexina, organizadas em hemicanais que se conectam em discos intercalados. A proteina conexina ¢ organizada
em quatro dominios que abrangem a membrana (TM1-4), dois loops extracelulares (EL1 e EL2), um loop
citoplasmatico (CL), um terminal N-citoplasmatico (NT) e uma regido C-terminal (CT). Fonte: Adaptado de
Decrock et al., 2009.

A funcdo adequada das jungdes comunicantes ¢ essencial para a sincronizagdo dos PA
nos cardiomiocitos, resultando em uma contragdo cardiaca coordenada. No entanto, alteracdes
no acoplamento dessas jungdes podem ocorrer em diversas doencas cardiacas, levando a
defeitos na excitagdo elétrica que podem causar arritmias graves e morte subita cardiaca (Wang
etal.,2022).

Uma das formas de observar tais fenomenos ¢ estudar o eletrocardiograma (ECG). O
ECG nada mais € que um registro grafico da atividade elétrica do coracdo (Fig. 5), que permite
a analise do ritmo cardiaco, a detec¢do de arritmias e a identificagdo de anormalidades na
conducdo elétrica, bem como sinais de isquemia ou sobrecarga cardiaca. Sua interpretacao
baseia-se na andlise das ondas, intervalos e segmentos que compdem o tracado (Andalaft,

2022).
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Fig. 5 - Representacio grafica das ondas, intervalos e segmentos de um eletrocardiograma. Onda P representa
a despolarizagdo atrial; complexo QRS reflete a despolarizacdo ventricular; onda T representa a repolarizacdo
ventricular; onda U pode estar associada a repolarizacao tardia dos musculos papilares ou das fibras de Purkinje;
intervalo PR reflete o tempo de condugdo do impulso através dos atrios e do nd AV; o intervalo QT mede o tempo
total de despolarizagdo e repolarizagdo ventricular; intervalo QRS representa o tempo necessario para
despolarizacdo dos ventriculos; intervalo ST reflete o tempo em que os ventriculos permanecem despolarizados;
segmento PR corresponde ao tempo de condug@o do impulso elétrico dos atrios para os ventriculos; e segmento
ST representacdo do intervalo em que os ventriculos estdo despolarizados. Fonte: Hernandez-Padilla et al., 2016.

A onda P representa a despolarizacdo atrial, indicando a ativagdo elétrica dos atrios
iniciada pelo ndé SA. O complexo QRS reflete a despolariza¢do ventricular, sendo composto
pela onda Q, que corresponde a primeira deflexdo negativa antes da onda R, que ¢ a primeira
deflexdo positiva, e pela onda S, que corresponde a uma deflexao negativa que segue a onda R.
A onda T representa a repolarizacao ventricular, enquanto a onda U, nem sempre visivel, pode
estar associada a repolarizacdo tardia dos musculos papilares ou das fibras de Purkinje
(Samesima et al., 2022).

Os intervalos e segmentos do ECG fornecem informacdes adicionais sobre a condugdo
elétrica do coracdao. O intervalo PR corresponde ao tempo necessario para que o impulso
elétrico se propague dos atrios para os ventriculos, atravessando o n6 AV. O segmento ST
representa o periodo entre a despolarizagdo e a repolarizagdo ventricular, sendo fundamental na
identificacdo de alteracdes isquémicas ou lesdes miocardicas. O intervalo QT mede o tempo
total da despolarizacdo e repolarizacao ventricular, sendo um marcador importante na avaliacdo
do risco de arritmias ventriculares. O intervalo RR, por sua vez, corresponde ao tempo entre

dois complexos QRS consecutivos e ¢ utilizado para calcular a frequéncia cardiaca (Samesima
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et al., 2022) Portanto, o ECG ¢ uma ferramenta essencial na cardiologia e seu entendimento ¢

fundamental para a detec¢@o de doengas cardiacas e vasculares, como as arritmias.

2.3 Arritmias cardiacas

Alteragdes na geracdo e condugdo do PA podem causar desvios no ritmo cardiaco
normal, conhecidos como arritmias. Milhdes de pessoas ao redor do mundo enfrentam arritmias
cardiacas em algum momento de suas vidas, e essas condi¢des estdo entre as principais causas
de mortalidade (GBD, 2020). A prevaléncia de arritmias na populagdo geral ¢ estimada entre
1,5% a 5%, sendo a FA a mais comum. Essas condi¢des geralmente resultam de alteragdes nas
propriedades eletrofisioldgicas das células do coracdo e em seus mecanismos i0nicos
subjacentes (Varro ef al., 2020).

A FA, por exemplo, pode comprometer a eficacia das contragdes cardiacas, aumentando
o risco de acidentes vasculares encefalicos tromboembolicos de origem atrial e, em casos
extremos, de morte subita (Saglietto et al., 2020). Embora menos frequentes, as arritmias
ventriculares, como a taquicardia ventricular e a FV, representam um risco significativo e
também podem resultar em morte subita (Fishman et al., 2010).

A American Heart Association classifica as arritmias com base em diferentes critérios.
Quanto a localizagdo, elas sdo divididas em arritmias ventriculares, supraventriculares e de
conducdo; quanto a frequéncia, em taquiarritmias e bradiarritmias; e quanto ao mecanismo, em
reentrada e atividade desencadeada. Essa classificacdo ¢ util para compreender as arritmias e
escolher o tratamento adequado (Tisdale ef al., 2020).

Bradiarritmia ¢ definida como uma frequéncia cardiaca abaixo de 60 batimentos por
minuto (bpm) e compreende varios disturbios do ritmo, incluindo bloqueios atrioventriculares
(BAV) e disturbios do n6 SA. Por outro lado, taquiarritmia € caracterizada por um ritmo anormal
com frequéncia cardiaca de 100 bpm ou mais. A origem de uma arritmia ventricular esta abaixo
do n6 AV, enquanto uma arritmia supraventricular se origina acima do no AV, seja na regiao
atrial ou na juncdo AV (Desai & Hajouli, 2023).

As arritmias podem ou ndo causar sintomas € podem ser paroxisticas, o que dificulta a
estimativa de sua prevaléncia real. Para pacientes com suspeita de arritmias, 0 ECG € o primeiro
passo e geralmente fornece o diagnostico. No entanto, em alguns casos, o paciente pode
apresentar arritmia paroxistica, o que pode representar um dilema diagnéstico. A apresentagao

dos sintomas pode variar, mesmo para a mesma arritmia, exigindo abordagens de tratamento
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diferentes com base na condicao clinica e nas caracteristicas individuais do paciente (Desai &

Hajouli, 2023; Tisdale et al., 2020).

2.3.1 Arritmias supraventriculares

O grupo de arritmias que afetam o tecido cardiaco a nivel do Feixe de His ou acima ¢
classificado como arritmias supraventriculares (Kotadia, Williams & O’Neill, 2020). Quando
sintomaticos e diagnosticados, o manejo envolve procedimentos eletrofisiologicos e tratamento
medicamentoso (Brugada et al., 2020). A prevaléncia ¢ de 2,25 a cada 1000 pessoas, sendo a
FA a arritmia cardiaca sustentada mais comum na popula¢do em geral (Kotadia, Williams &
O’Neill, 2020).

De acordo com Brugada et al. (2020), a arritmia pode ser desencadeada a partir de um
impulso anormal de um midcito individual ou um aglomerado de midcitos. Como esse tipo
celular ndo é considerado uma célula marca-passo, sua automaticidade é considerada um
mecanismo anormal. Outra possibilidade, sdo arritmias iniciadas por um impulso anormal
através de oscilagdes do PA (Fig. 6). As pos-despolarizagdes precoces (EAD) ocorrem durante
as fases de repolarizagdo do PA (fases 2 e 3) e as pos-despolarizagoes tardias (DAD), durante a
diastole (fase 4 do PA).

As EAD sdo geralmente associadas ao aumento das correntes de Na* tardio (INaL) e
Ca?* do tipo L (Ica,L). Quando as EAD atingem o limiar para se propagar fora desta regio,
podem servir como gatilhos para induzir a reentrada. Enquanto as DAD sdo associadas a
sobrecarga de Ca®" intracelular, que ativa o trocador de sddio-calcio (NCX), expulsando Ca*"
da célula em troca de trés ions de Na* e gerando uma corrente de Na* para dentro. Essa corrente
de Na' pode gerar uma atividade desencadeada manifestando-se como contragdes prematuras

que induzem a reentrada (Song ef al., 2015).
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Fig. 6 - Potenciais de acdo desencadeados por pos-despolarizacées precoces (EAD) e tardias (DAD). As EAD
ocorrem geralmente durante as fases 2 (platd) e 3 (repolarizag@o) e estdo associadas ao aumento das correntes de
Na' tardio e de Ca?" tipo L, enquanto as DAD ocorrem na fase 4 (diastole) e estiio relacionadas com a ativagio do
NCX pela sobrecarga de Ca?" intracelular. Fonte: Adaptado de Huang et al., 2017.

Esse mecanismo de reentrada, diferente do mecanismo de automaticidade aumentada
ou de atividade desencadeada — que sdo considerados mecanismos ‘“‘nao-reentrantes” —,
acontece quando regides miocardicas ativadas posteriormente reexcitam regides que ja
recuperaram a excitabilidade. Isso resulta em uma propaga¢do anormal da frente de onda de
excitagdo, gerando arritmias. E geralmente associado a um remodelamento elétrico e estrutural
do tecido, que reduz a velocidade de conducao e encurta o periodo refratario, alimentando ainda
mais sua ocorréncia. O remodelamento elétrico estd associado a mudangas na expressao e
funcdo dos canais i0nicos, enquanto o remodelamento estrutural envolve alteracdes nos
componentes intra e extracelulares do coracdo, como o desenvolvimento de fibrose atrial
(Filgueiras-Rama, Ramos-Prada & Cluitmans, 2023).

A fibrose ¢ um importante contribuinte fisiopatoldgico para a FA e pode perpetuar os
mecanismos de arritmia focal e de reentrada no tecido afetado. Geralmente estd associado a
uma expressdo alterada de conexina, que causa o desacoplamento entre os midcitos,
favorecendo o desenvolvimento de tecido fibrotico. O coldgeno patologicamente desencadeado
¢ diferente do colageno de coragdes saudaveis, devido a propor¢cdes modificadas de seus
subtipos. Os fibroblastos cardiacos normais sdo células ndo-excitaveis, porém, sdo capazes de
transferir correntes para os cardiomidcitos via conexinas. Na fibrose atrial, essa condugdo ¢
comprometida e lentificada, fornecendo um substrato de arritmia (Sohns & Marrouche, 2020).

Esses mecanismos no tecido atrial geralmente estdo relacionados ao surgimento da FA.
O manejo e a intervengdo, nesses casos, serdo instituidos de acordo com a classificagdo da
American Heart Association. A FA ¢ classificada, de acordo com seu padrao temporal, em trés

tipos: paroxistica, persistente ou permanente. Quando os episddios terminam espontaneamente
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dentro de sete dias, sem intervencdo farmacoldgica, sdo classificados como paroxisticos. Se
persistir, exigindo cardioversdo elétrica ou farmacoldgica para o término, a FA ¢ classificada
como persistente. Porém, se a cardioversdo nao obtiver sucesso ou se a FA de longa duragao
(maior que um ano) nao tiver indicacao de cardioversdo, ela ¢ classificada como permanente
(Cintra & Figueiredo, 2021).

Em suma, ¢ importante ressaltar que todos esses mecanismos arritmogénicos estao
interligados e se retroalimentam. Por conta disso, uma das caracteristicas da FA ¢ ser uma
arritmia sustentada, dado o ciclo vicioso de ativacao de gatilhos e remodelamento do substrato
cardiaco. Essas caracteristicas tornam o manejo e controle dessas arritmias desafiadores,
necessitando cada vez mais de novos estudos para complementar e direcionar para um
tratamento mais resolutivo. Esse desafio pode ser ainda maior quando a FA esta associada a

outras condi¢des, especialmente disfungdes hormonais, como ocorre nas doencas tireoidianas.

2.4 Doengas da tireoide e fibrilacio atrial

Os HT influenciam diretamente a frequéncia cardiaca, a contratilidade do miocéardio, a
resisténcia vascular periférica e o ritmo cardiaco, agindo no aumento da expressdo de canais
idnicos (como sodio e potdssio) e proteinas relacionadas ao manejo do Ca**, que sio cruciais
para os PA cardiacos (Marrakchi et al, 2015). Tanto o hipertireoidismo quanto o
hipotireoidismo podem alterar a eletrofisiologia cardiaca, predispondo ao desenvolvimento de
FA (Grais & Sowers, 2014).

A deficiéncia de HT resulta em uma série de alteragdes moleculares no tecido cardiaco,
afetando o sistema cardiovascular de varias formas. Além de bradicardia e prolongamento do
intervalo QT, a falta de HT impacta negativamente o tonus vascular e o volume sanguineo,
fatores que podem levar a um quadro clinico semelhante a insuficiéncia cardiaca (Elnakish et
al., 2015). Em humanos e modelos experimentais, o hipotireoidismo pode causar atrofia dos
cardiomiocitos e remodelamento da camara ventricular esquerda a longo prazo. Essas alteracdes
sistémicas tornam-se evidentes algumas semanas apos a reducdo dos niveis de HT,
especialmente T3, impactando diretamente a contratilidade do miocérdio e a fungdo sistélica
(Montalvo et al., 2018).

Além das condi¢des predisponentes, como sindromes genéticas, que favorecem o
desenvolvimento de arritmias cardiacas, as alteragdes estruturais ¢ metabdlicas, incluindo as
causadas por distarbios tireoidianos, tém sido associadas a um aumento da frequéncia de

arritmias com risco de morte (Deo & Albert, 2012). O estudo de Zhang et al. (2013) indicou
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que a regulacdo anormal da glandula tireoide pode amplificar a indugdo de FA, particularmente
em individuos idosos, nos quais niveis baixos de TSH estdo frequentemente associados a uma
maior ocorréncia de FA. Além disso, niveis reduzidos de TSH ou niveis elevados de T3 e T4
circulantes tém sido correlacionados a recorréncia de FA apds procedimentos como ablacao por
cateter.

No hipertireoidismo, os niveis elevados de T3 e T4 aumentam a sensibilidade e a
densidade dos receptores -adrenérgicos no coracao, o que leva a uma hiperatividade simpatica,
aumentando a frequéncia cardiaca e a excitabilidade do tecido atrial. Esse processo favorece a
sobrecarga de Ca" intracelular e o encurtamento do periodo refratario, condi¢des que facilitam
os mecanismos de reentrada e atividade ectopica, predispondo a FA. A FA ¢ uma das
complicacdes mais comuns do hipertireoidismo, afetando de 10 a 25% dos pacientes ndo
tratados, especialmente aqueles em faixas etarias mais avangadas ou com doencas
cardiovasculares preexistentes (Fernandez-Ruocco ef al., 2019).

Por outro lado, o hipotireoidismo ¢ mais comumente associado a bradicardia e alteragdes
no intervalo QT. No entanto, em casos graves, pode estar relacionado a FA devido a fibrose
atrial, resultante do remodelamento estrutural do miocardio. Esse remodelamento compromete
o metabolismo energético e altera a condugdo elétrica, criando condi¢des propicias para o
desenvolvimento de arritmias (Souza ef al., 2022). Embora o risco de FA no hipotireoidismo
seja menor do que no hipertireoidismo, ele ainda ¢ relevante, especialmente em pacientes com
insuficiéncia cardiaca concomitante.

Essa relagdo esta intimamente ligada a disfun¢do de comunicagdo célula a célula, que
ocorre quando a comunicagdo elétrica entre os cardiomidcitos € prejudicada. A reducdo na
expressao de conexinas, como a Cx43, compromete as jungdes comunicantes responsaveis pela
propagacdo dos impulsos elétricos de forma coordenada. Além disso, o aumento da fibrose
celular, caracterizado pelo acimulo de matriz extracelular e coldgeno, contribui para o
1solamento elétrico das células e a formagao de zonas de conducgdo heterogénea. Esses fatores
combinados criam um substrato eletrofisioldgico vulneravel, favorecendo o surgimento de
circuitos de reentrada e atividade elétrica desorganizada, principais mecanismos das arritmias
supraventriculares (Lillo et al., 2023).

Portanto, o presente estudo buscou entender os mecanismos subjacentes ao
desenvolvimento das arritmias atriais em condigdes de hipotireoidismo, partindo da hipdtese de
que a disfuncdo célula a célula, decorrente da redugdo na expressao de Cx43 e do aumento da
fibrose celular, pode promover um incremento significativo na ocorréncia de arritmias

supraventriculares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar alteracdes eletrofisiologicas e morfoldgicas em atrios direito e esquerdo de

ratos com hipotireoidismo experimental.

3.2 Objetivos especificos

Comparando animais saudaveis e animais com hipotireoidismo:

a. Identificar alteragdes eletrocardiograficas;

b. Analisar a contratilidade do atrio esquerdo;

c. Examinar a liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico do atrio esquerdo;
d. Caracterizar arritmias induzidas por protocolo de estimulagdo no atrio direito;
e. Investigar alteragdes morfologicas e infiltrado inflamatorio no tecido atrial;

f. Mensurar a expressao da conexina 43.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade entre 6 a 9 semanas e massa corporal
aproximada de 150 a 250g, reproduzidos, criados e mantidos pelo Biotério setorial da
Universidade Federal de Sergipe e alojados no Biotério do Laboratorio de Biofisica do Coragao.
Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, a temperatura ambiente (20 - 25
°C), e tiveram acesso a agua e ragdo livremente. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe (Anexo A) e
executado sob a normativa do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). Apds a morte, os animais foram descartados segundo as recomendagdes do

Departamento de Fisiologia/CCBS/UFS.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos: o grupo controle, que
recebeu dgua filtrada, e o grupo Hipo, que foi tratado com metimazol (MMI) 0,02% na agua de
beber durante 28 dias (Alves et al., 2013; Herwig et al., 2014). O hipotireoidismo foi induzido
em 40 animais e o grupo controle foi pareado com o grupo Hipo em relacdo a idade e massa
corporal. Foram agrupados 4 animais por gaiola, entretanto, cada animal individualmente foi
considerado como unidade experimental dentro dos estudos.

O MMI pertence ao grupo das tioaminas e atua inibindo a enzima tireoperoxidase,
responsavel pelas reagdes de oxidacdo do iodo no interior dos foliculos tireoidianos e pelo
acoplamento do iodo oxidado a tirosina, essenciais para a sintese dos HT. Dessa forma, o MMI
reduz seletivamente a producao de T3 e T4. Outras formas alternativas de induzir o modelo
animal de hipotireoidismo € pelo tratamento com propiltiouracil (PTU) ou pela realizagcao de
uma tireoidectomia total ou parcial. O tratamento com MMI, em comparagdo com o PTU,
possui algumas vantagens: 0 MMI ndo inibe a conversdo de T4 em T3, enquanto o PTU exerce
essa funcao; o MMI apresenta menor risco de hepatotoxicidade; e a poténcia do MMI € maior,
sendo necessarias doses menores que o PTU para indugcdo do modelo (Tan et al., 2021;
Homsanit et al., 2001).

No 29° dia de tratamento, foram coletadas amostras de sangue de trés animais de cada

grupo para determinagdo das concentracdes séricas de T3 total e T4 livre, a fim de avaliar o
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estado da tireoide. A coleta foi realizada apds a eutandsia dos animais por decapitagdo em
guilhotina, sem anestesia prévia, conforme as diretrizes do Guia Brasileiro de Boas Praticas
para a Eutanasia Animal (Brasil, 2013). O sangue foi centrifugado a 10.000 g, a 10°C, por 10
minutos, para separacao do soro e armazenado a -80°C até o momento da analise. Os testes
foram realizados segundo as orientagdes do fabricante (Labtest Diagnostica S.A Vista Alegre,

Lagoa Santa - MG).

Ratos machos Wistar (n = 80)

v A 4
Controle (n =40) Hipotireoide (n = 40)
Examelab. T3 ECGin Examelab. T3 ECGin
eT4(n=3) vive (n = 8) eT4(n=3) vivo (n = 8)
v v y v v y
: C1~1be.x palrad Histologia Western ; c?be,l pz;rz Histologia Western
orgdo isolado _ _s orgdo isolado o _&
(0 =28) =4 blot(n=135) (0 =28) =4 blot(n=175)
| Excluidos | Excluidos |
nh=4 nh=4
A 4 A4
Atrio esquerdo Atrio direito Atrio esquerdo Atrio direito
(n=18) n=26) (n=18) (n=6)
Protocolo Protocolo
burst pacing / burst pacing /
Suscetibilidade Suscetibilidade
as arritmias as arritmias
(n=26) (n=26)
Anidlise Tratamento Anadlise Tratamento
S0 Tratamento LR Tratamento
contratil s/ ; com contratil s/ ; com
com cafeina ; com cafeina .
tratamento @=6) isoproterenol tratamento @=6) isoproterenol
(n=26) (n=26) (n=6) (n=06)

Fig. 7 - Fluxograma do protocolo experimental e distribuicio dos animais utilizados no estudo. O grupo
controle (n= 40) foi pareado com o grupo hipotireoide (n= 40) por idade ¢ massa corporal. Apos exame de
concentragdo de T3 e T4 (n= 3/grupo) e confirmagdo do modelo, foi realizado o ECG in vivo (n= 8/grupo). Em
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seguida, os animais sobreviventes (n=37/grupo) foram eutanasiados para sec¢do dos atrios, distribuidos para:
experimentos na cuba de 6rgdo isolado (n= 28), histologia (n= 4) e analise da expressdo de conexinas (western
blof) (n=15). Durante os experimentos na cuba, 4 animais de cada grupo foram perdidos devido a falhas na execugéo
técnica ou na digitalizag@o dos dados.

O tamanho da amostra para cada experimento foi calculado para garantir que fosse
utilizado um nimero minimo de animais, suficiente para obter resultados estatisticamente
validos. Para a realizagao do ECG in vivo, foram utilizados 8 animais de cada grupo, escolhidos
aleatoriamente. Apds os experimentos de ECG, os animais foram novamente utilizados nos
demais experimentos. Assim, 37 animais de cada grupo foram distribuidos da seguinte forma:
28 para experimentos na cuba para 6rgao isolado, 4 para histologia e 5 para andlise de expressao
de conexinas. Durante os experimentos na cuba, 4 animais do grupo Hipo foram perdidos
devido a falhas na execugdo técnica ou na digitalizacdo dos dados. Dessa forma, 4 animais do
grupo controle também foram excluidos do estudo para manter o pareamento, restando 24
animais de cada grupo. Estes foram distribuidos em: 6 para andlise contratil, 6 para tratamento
com cafeina, 6 para tratamento com isoproterenol e 6 para analise de suscetibilidade as
arritmias. O protocolo experimental e a distribuicdo dos animais em cada experimento estdo

representados na Figura 7.

4.3 Medic¢oes de ECG in vivo

Os animais (n= 8/grupo) foram anestesiados com quetamina (80mg/kg, i.p.) e xilazina
(10mg/kg, 1.p), em seguida, as medidas de ECG de superficie foram conduzidas usando
eletrodos subdérmicos colocados no arranjo de derivacdes DII, conectado a um cardioscopio e
todos os sinais foram amplificados e digitalizados a 25kHz (PowerLab 4/35 ADInstruments,
EUA). As leituras foram feitas a 50 mm/s ¢ os dados foram analisados no LabChart 8
(ADInstruments, EUA). Para andlise dos intervalos o LabChart 8 utiliza a medigdo nos
seguintes momentos: o intervalo PR, foi medido do inicio da onda P até o inicio do QRS; o
complexo QRS foi medido do inicio da onda Q ao final da onda S; o intervalo QT, foi medido
desde o inicio do complexo QRS até o final da onda T; e o intervalo QT corrigido, considera a

duracgdo do intervalo QT ajustado a frequéncia cardiaca (Samesima et al., 2022).

4.4 Contratilidade do miocardio em atrio isolado
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Ap6s decapitacdo por guilhotina, os atrios direito e esquerdo foram retirados e montados
em cuba para 6rgdo isolado (6 mL, 29 + 0,1 °C), onde permaneceram em solugdo oxigenada de
Tyrode (mM: 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,8 CaCly; 0,33 NaH2POy4; 25 HEPES; 22 glicose; 0,5 MgCly;
pH 7.4 ajustada com NaOH). A for¢a de contragdo foi determinada em atrio esquerdo isolado
de ratos (n= 6/grupo). Os atrios foram estirados a uma tensdo de repouso de 5 mN (0,5 gf) e
submetidos a uma estimulac¢ao de campo de 1 Hz, 100 V ¢ 0,5 ms (STIMULATOR SD9 GRASS
da Astro-Med, Inc). Apos um periodo de estabilizagdo de 30 minutos, foram gravados o tempo
de 30 minutos para realizacdo dos experimentos. Foram avaliadas, em ambos os grupos:
duragdo da sistole, duragdo da diastole, duragdo total do ciclo de contragdo, derivada maxima
da contracdo (+dT/dt) e do relaxamento (-dT/dt). A forca foi registrada isometricamente
(transdutor GRASS FT03), e os sinais do transdutor, enviados a um amplificador (GRASS
P11T), sendo, em seguida, digitalizados (DATAQ DI710, WINDAQ PRO) e armazenados em

computador para processamento "off-line".

4.5 Carga de calcio do reticulo sarcoplasmatico

No atrio esquerdo (n= 6/grupo), foram observadas as contragdes de nivel estavel e pos-
repouso apds uma pausa de 10 segundos na estimulagdo, durante o tratamento com cafeina de
10 mM (0,01 mol/L). As medicdes foram feitas na ultima contracdo antes da pausa e na primeira
contragdo ap6s o intervalo de descanso, com o objetivo de avaliar, a partir da diferenga entre
esses dois picos, a amplitude do overshoot nos grupos controle e hipotireoide. Esse parametro
é indicativo da carga de Ca** do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Barbosa et al., 2020).

A cafeina aumenta a sensibilidade dos canais de rianodina (RyR2) devido a
hiperfosforilagdo, o que eleva a probabilidade de abertura desses canais para liberagdo de Ca®"
no citosol (Trafford et al., 2000). Experimentos recentes correlacionam os efeitos da cafeina
com a homeostase do Ca**, avaliando se ha disfungdo contratil associada a alguma patologia
(Balasubramaniam et al., 2005). A diferenga na amplitude do overshoot entre os grupos controle
e hipotireiode, registrada neste estudo, pode indicar se ha algum comprometimento no manejo
do Ca?" intracelular em condigdo de hipotireoidismo. A diferenca na amplitude do overshoot
foi registrada isometricamente (transdutor GRASS FT03), e os sinais do transdutor, enviados a
um amplificador (GRASS P11T), sendo, em seguida, digitalizados (DATAQ DI710, WINDAQ

PRO) e armazenados em computador para processamento "off-line".

4.6 Avaliacao da resposta inotropica atrial ao isoproterenol



24

Foi adicionado isoproterenol na concentragdo de 1 x 107¢ mol/L (1 uM) sobre o atrio
esquerdo (n= 6/grupo) de ambos os grupos. Apos um periodo de estabilizagdo pos-farmaco,
foram gravados 10 minutos para andlise dos efeitos. Os dados obtidos foram registrados
isometricamente utilizando o transdutor GRASS FTO03. Os sinais gerados pelo transdutor foram
enviados a um amplificador (GRASS P11T), digitalizados (DATAQ DI710, WINDAQ PRO) e
armazenados em computador para processamento "off-line".

O isoproterenol ¢ um agonista sintético dos receptores B-adrenérgicos e, quando
admistrado para fins de estudos cardiovasculares, induz aumento da frequéncia cardiaca (efeito
cronotropico positivo), aumento da velocidade de conducdo dos impulsos elétricos (efeito
dromotrdpico positivo) e aumento da for¢a de contracao (efeito inotrdpico positivo) (Pan et al.,
2022). Neste estudo, o isoproterenol foi utilizado para avaliar o efeito inotropico em ambos os

grupos e observar se havia diferencas na resposta entre eles.

4.7 Protocolo burst pacing para inducio de arritmias

A suscetibilidade as arritmias foi verificada em atrio direito isolado dos ratos (n=
6/grupo). Para induzir arritmias, cada atrio foi submetido ao protocolo burst pacing, um
programa de estimulagdo elétrica programada (30 Hz por 5 s) no limiar de estimulagao por trés
vezes com intervalos de trés minutos entre os estimulos (Skibsbye et al, 2018). A
susceptibilidade as arritmias foi definida de acordo com a incidéncia de eventos atriais e sua
respectiva duracao (Curtis & Walker, 1988). Quando uma arritmia iniciava, o protocolo de
estimulagdo era interrompido até que a arritmia se revertesse espontaneamente. Os episodios
individuais de arritmia atrial foram classificados de acordo com os estudos de Ghebleh Zadeh

et al. (2019) e Samesima et al. (2022).

4.8 Exame histoldgico

Para as andlises histopatoldgicas, os coragdes (n= 4/grupo) foram removidos e
canulados em um sistema de perfusdo adrtica para serem limpos em uma solu¢do contendo
cloreto de potassio (3 M). Esta técnica preserva a estrutura tecidual de forma mais eficaz, uma
vez que simula o funcionamento do sistema circulatorio ao levar solu¢des quimicas, através dos
vasos sanguineos, que perfundem o tecido. O processo facilita a obtencdo do material e resulta

em boas preparagdes histoldgicas (Santos et al, 2021). Apds essa etapa, os atrios foram
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retirados, fixados em paraformaldeido a 4% por 16 horas, seguidos de desidratagdo em etanol,
diafanizacdo em xileno e inclusdo em parafina. Os tecidos foram entdo seccionados com uma
espessura de 5 um, fixados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina (H&E).

As andlises foram conduzidas usando uma grade pré-definida com 1.000 pontos de
interse¢do por rato, a partir de 20 quadros, e empregando uma ferramenta de contagem de
células para realizar as medigdes. Para as alteragdes estruturais de acoplamento celular e areas
de degeneragdo tecidual, as analises foram feitas com objetiva de 20x. Ao total, foram
analisadas 3 laminas por animal, totalizando 12 fatias de tecido por grupo. As analises foram
realizadas utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA).

A diferenciagdo das células mononucleares e os nucleos dos miocitos foi realizada na
objetiva de 40x e atendeu aos seguintes critérios: tamanho do nucleo (maior nos miocitos € mais
achatado e oval nas células mononucleares); densidade da coloragdo (a cromatina no nucleo
dos miocitos ¢ menos pigmentada que as células mononucleares); posicdo do ntucleo
(centralizado nos midcitos e mais periférico nas células mononucleares) e distribui¢ao no tecido
(os midcitos estdo organizados em fibras musculares, enquanto as células mononucleares se

distribuem mais dispersos, geralmente entre as fibras) (Pinto ef al., 2012).

4.9 Expressao das proteinas

A expressdo das proteinas relacionada as jungdes comunicantes dos cardiomiodcitos
atriais (Cx43) foi analisada quanto a densidade de expressdo. Para isso, os tecidos (n= 5/grupo)
foram homogeneizados em tampao de lise gelado (em mM: 100 NaCl, 50 trisbase, 5 EDTA.2
H>0 e 1 MgCl,, pH 8,0) sendo 0,3% de triton X100, 1% de nonidet P40, 0,5% de desoxicolato
de sodio, 20 mM NaF com protease (# P8340, Sigma-Aldrich) com coquetéis inibidores de
fosfatases (# P0044, Sigma-Aldrich), com quantificacdo posterior de proteinas pelo método
Lowry (Lowry et al., 1951).

Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF
(Thermofisher®, USA), bloqueadas (BSA a 4%) e incubadas com anticorpos primarios em
ambiente de 4 a 8°C, (anti-conexina-43 1:1000, #CS-3512 RB, Cell signaling; anti-alfa-tubulina
1:1000, #CS-2144 RB, Cell signaling). Apds a incubagdo com os anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas com TBS-T (Tris-buffered saline Tween 20) e incubadas por 2 horas
com anticorpo secundario (1:2000, #CS-7074, Anti-rabbit IgG, HRP-linkedt, Cell signaling)
diluidos em TBS-T. O complexo imune foi detectado utilizando o equipamento iBright Imaging

Systems (ThermoFisher SCIENTIFIC, EUA). A analise densitométrica foi realizada e os
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resultados foram obtidos pela razdo entre as densidades Opticas das proteinas-alvo e dos

controles de carga.

4.10 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como médias + desvio padrio. As comparagdes
estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, EUA). A
normalidade e igualdade de varidncia foram testadas pelo teste de Shapiro-Wilk e teste de
Levene, respectivamente, ¢ os resultados indicaram que os pressupostos para a realizagao de
testes paramétricos foram atendidos. A significdncia estatistica entre dois grupos foi
determinada utilizando um teste t de Student ndo pareado. Diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracoes séricas de T3 total e T4 livre

A concentra¢do hormonal de T4 livre (1,37 = 0,06 ng/dL vs. 0,47 £ 0,06 ng/dL; p =
0,0001) e T3 total (41,67 = 2,89 ng/dL vs. 29.67 = 1.53 ng/dL; p = 0.0076) foram menores no
grupo hipotireoide em comparagao com o grupo controle (Fig. 8). Os resultados dessa avaliagao
indicam que a inducdo do modelo experimental por MMI 0,02% durante 28 dias foi eficaz e
suprimiu a fung¢do tireoidiana, permitindo, entdo, que a investigagcdo dos efeitos da redugdo dos

HT nos atrios desses animais pudesse ser realizada.

A B

50 1.5=-
g 45— . g
Fe, = 1.0
404 o £
[ o *
2 357 * 3 05
. 30 =3
— 30- {_ —

25 1 I 0.0 ] ]

Controle Hipo Controle Hipo

Fig. 8 - Concentracoes reduzidas de T3 total e T4 livre no grupo hipotireoide confirmam a eficacia do modelo
experimental. (A) Concentragdo de T3 total (ng/dL); (B) Concentragdo de T4 livre (ng/dL). Os dados sdo
representados como médias = DP. «p < 0,05. n= 3 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

5.2 Registro e analise do ECG in vivo

O hipotireoidismo causou alteracdes considerdveis na frequéncia cardiaca e na
conducdo elétrica atrial. Observou-se uma diminuic¢do na frequéncia cardiaca (Fig. 9A, 9B) no
grupo hipotireoide (263,71 + 29,38 bpm) em comparagdo ao grupo controle (307,98 + 21,06
bpm; p = 0,0043). Além disso, as Figuras 9C e D mostram que os ratos com hipotireoidismo

tiveram um aumento na duragao da onda P (20,52 £ 2,91 vs. 33,93 £+ 9,44 ms; p = 0,0046) e do
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intervalo PR (50,82 £ 4,01 vs. 56,89 + 6,15 ms; p=0,0377) em relacdo aos ratos controle. Esses

resultados indicam a presenga de um BAV no grupo hipotireoide.
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Fig. 9 - Alteracées eletrofisiolégicas atriais causadas pelo hipotireoidismo sugerem impacto na conducio
entre atrios e ventriculos. (A) Eletrocardiografia; (B) Frequéncia cardiaca; (C) Duragdo da onda P; (D) Duragéo
do intervalo PR. Os dados sdo representados como médias + DP. «p < 0,05. n= 8 animais/grupo. Teste t de Student
(ndo pareado).

Além das alteragdes atriais, foi observado que o hipotireoidismo também causou
eventos ventriculares, embora esses achados sejam suplementares ao objetivo principal deste
estudo. A duragdo do complexo QRS (Fig. 10A) foi a tnica varidvel sem diferenga entre os
grupos (p = 0,3294). O intervalo QT (Fig. 10B) foi aumentado no grupo hipotireoide (125,70 +
32,73 ms) em relagdo ao controle (59,94 + 7,36 ms; p = 0,0006), mesmo quando corrigido pela
frequéncia cardiaca (Fig. 10C; 59,78 = 7,24 ms vs. 118,66 = 31,58; p = 0,0010). A duragdo da
onda T (Fig. 10D) também foi prolongada nos ratos hipotireoides (48,52 + 2,81 vs. 78,61 +
25,56 ms; p = 0,0125).
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Fig. 10 - Hipotireoidismo causou alteracgoes eletrofisiologicas ventriculares. (A) Duragdo do complexo QRS;
(B) Duragao do intervalo QT; (C) Duragdo do intervalo QT corrigido; (D) Duragido da onda T. Os dados sdo
representados como médias = DP. xp < 0,05. n= 8 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

5.3 Avaliacao funcional da contratilidade atrial

A forga de contragdo foi avaliada em atrio esquerdo dos ratos controle e hipotireoide,
com a técnica de cuba para 6rgao isolado. A Figura 11A apresenta os tragcados representativos,
nos quais nao foram observadas diferencas significativas na amplitude de pico entre os grupos
(p = 0,239). No entanto, ¢ perceptivel um prolongamento na duragcdo do evento contratil nos

atrios dos animais com hipotireoidismo (0,175 + 0,036 vs. 0,314 + 0,107 s; p = 0,023).
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Fig. 11 - Analise da forca contratil dos atrios isolados indicou prolongamento da duracfo sistélica em
animais com hipotireoidismo. (A) Tragados representativos da forga de contra¢do ao longo do tempo nos grupos
controle (linha preta) e hipotireoide (linha vermelha); (B) Amplitude do pico da contraggo; (C) Duraggo sistolica;
(D) Duragao diastolica; (E) Maximo dT/dt (+dT/dt); (F) Minimo dT/dt (-dT/dt). Os dados so representados como
médias £ DP. «p < 0,05. n= 6 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

A anadlise da amplitude de pico (Fig. 11B) ndo mostrou diferenca entre os grupos (0,373
+ 0,045 vs. 0,318 + 0,096 N; p = 0,239). Em contrapartida, a duragao sistolica (Fig. 11C) foi
maior nos ratos do grupo hipotireoide (0,314 £ 0,107 s) em relagdo ao controle (0,175 £ 0,036
s), refletindo um prolongamento da contracdo atrial (p = 0,023). J4 a dura¢do diastolica (Fig.
11D) apresentou valores médios de 0,776 + 0,071 s no grupo controle e 0,686 = 0,089 s no
grupo hipotireoide, ndo havendo diferenca estatistica (p = 0,082).

Os valores méaximos de dT/dt, indicativos da forca contratil maxima (Fig. 11E), foram
de 1,134 £ 0,274 gf/s no grupo controle e 1,438 + 0,287 gf/s no grupo hipotireoide (p = 0,091).
Por sua vez, o minimo dT/dt, que reflete a velocidade de relaxamento contratil (Fig. 11F), teve
valores médios de -0,821 + 0,252 gf/s no grupo controle e -1,085 + 0,529 gf/s no grupo
hipotireoide (p =0,306). Esses achados mostram que, no estado hipotireoide, a duragao sistdlica

¢ prolongada, enquanto os demais parametros mecanicos ndo apresentam alteracdes.

5.4 Inducao de arritmias atriais pelo protocolo burst pacing
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A Figura 12A mostra os tragados representativos atriais utilizando o protocolo de burst
pacing para indugdo de arritmias nos atrios de ratos dos grupos controle e hipotireoide. No
grupo controle, ap6s o pulso inicial, observou-se um episdédio de fibrilagdo sustentada e
relativamente regular, mas com um tempo de duragdo consideravelmente curto. Em contraste,
no grupo hipotireoide, o mesmo protocolo resultou inicialmente em fibrilagdo por um tempo
muito maior em comparagao ao controle e evoluiu para batimentos irregulares, indicando uma

alteragdo na estabilidade elétrica dos atrios sob a condig@o de hipotireoidismo.
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Fig. 12 - Respostas ao protocolo burst pacing em atrios isolados de ratos indicam que o hipotireoidismo esta
associado a maior suscetibilidade a arritmias e instabilidade elétrica. (A) Tracados representativos das
respostas ao protocolo em ambos os grupos; (B) Numero de episddios por minuto apos o pulso; (C) Duragao das
arritmias. Os dados sdo representados como médias = DP. «p < 0,05. n= 6 animais/grupo. Teste t de Student (ndo
pareado).
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O numero de episdédios por minuto apds o pulso (Fig. 12B) foi maior no grupo
hipotireoide (2,83 + 2,14) em comparacdo ao controle (0,5 = 0,55; p = 0,027). De forma
semelhante, a duragdo das arritmias (Fig. 12C) também foi consideravelmente superior no
grupo hipotireoide (26,31 £ 16,20 seg) em relacdo ao grupo controle (1,80 + 2,26 seg; p =
0,004). Esses achados complementam os dados obtidos no ECG in vivo, que observam o
aumento da suscetibilidade as arritmias e a instabilidade elétrica atrial induzidas pelo

hipotireoidismo.

5.5 Efeitos do tratamento com cafeina e isoproterenol na contracgio atrial

A fim de investigar indiretamente se 0 Ca®" armazenado no RS e sua liberagio no citosol,
especialmente pelos canais de RyR2, estdo alterados e podem ter contribuido para os episodios
de arritmia e/ou para o aumento da duragdo sistolica atrial, foi administrada cafeina (10 mM)
em atrios isolados de ratos. Apos estabilizacdo, foi realizada uma pausa de 10 segundos nos
estimulos, onde foi observada a diferenca entre a Giltima contragdo antes da pausa ¢ a primeira
contracdo apos intervalo (Fig. 13A). A andlise dos dados quantitativos (Fig. 13B) nao revelou
diferenga entre os grupos, que apresentou médias do overshoot de 0,031 = 0,010 gf no grupo

controle e 0,036 = 0,020 gf no grupo hipotireoide (p = 0,652).
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Fig. 13 - Comparacio do overshoot em resposta a cafeina (10 mM) nio demonstrou diferenca na carga de
Ca2+ entre grupos controle e hipotireoide. (A) Tracados representativos do overshoot em ambos os grupos; (B)
Comparacdo quantitativa das médias de overshoot entre os grupos. Os dados s@o representados como médias +
DP. n= 6 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

A investigacdo prosseguiu com a administracdo de isoproterenol (1 puM), agonista
adrenérgico que aumenta a for¢a de contragdo cardiaca. Os dados da Figura 14A indicam que o

tratamento com isoproterenol promoveu um aumento expressivo na amplitude de pico (% de
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aumento) em ambos os grupos. No grupo controle, a média da amplitude de pico (Fig. 13B)
aumentou para 198,4 £ 74,8%, enquanto no grupo com hipotireoidismo foi de 220,7 + 64,9%,

nao havendo diferenca de resposta entre os grupos (p = 0,090).
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Fig. 14 - A administracio de isoproterenol aumentou significativamente a amplitude de pico em ambos os
grupos. (A) Tragados representativos mostrando a estabilizag@o inicial e o aumento do pico ap6s o tratamento com
isoproterenol nos grupos; (B) Comparacdo quantitativa da amplitude de pico antes ¢ depois do isoproterenol. Os
dados sdo representados como médias = DP. n= 6 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

5.6 Analise histologica e infiltrado inflamatorio em atrios
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Fig. 15 - Hipotireoidismo nfo altera infiltrado inflamatério em atrios. (A) Imagens histologicas representativas
com hematoxilina-eosina (H&E) (barra da escala 31,25uM, objetiva 40x) e diferenciagdo entre os nucleos do
midcito (N) e as células mononucleares (CM); (B) Contagem do niimero de células inflamatérias (mm?) nos grupos
controle e hipotireoide (Hipo). Os dados s@o representados como médias + DP. Cada ponto indica fatias de tecidos
com um n= 4 animais/grupo. Teste t de Student (ndo pareado).

A Figura 15A mostra o exame microscopico das se¢des coradas por H&E na objetiva de
40x, onde ¢ possivel identificar células mononucleares no tecido atrial. A andlise estatistica
(Fig. 15B) ndo mostrou diferenga quantitativa no infiltrado de células inflamatorias entre o
grupo controle (105,58 + 18,41 mm?) e o grupo hipotireoide (107,33 = 30,43 mm?). No total,
foram investigadas 3 fatias de tecido por animal (n=4/grupo) e cada ponto no grafico representa
uma fatia.

Ao avaliar o tecido com a objetiva de 20x, observa-se que os tecidos atriais dos animais
com hipotireoidismo apresentaram danos focais e difusos na estrutura miocardica. Como
mostrado na Figura 16 (a direita), os atrios com hipotireoidismo exibiram lesdes na estrutura
miocardica atrial, tanto de forma focal quanto difusa. As fibras musculares cardiacas afetadas

apresentaram descontinuidade, degeneragdo, espacamento amplo e vacuolizagdo no miocardio.

Controle

Fig. 16 - Alteragoes histologicas do miocardio induzidas pelo hipotireoidismo em atrios. Imagens histologicas
representativas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) (barra de escala 78,13 um, objetiva 20x) do grupo
controle (esquerda), exibindo fibras musculares cardiacas estriadas dispostas longitudinalmente e conectadas por
ntcleos vesiculares ovoides centrais, visiveis no endomisio fino entre as fibras. A direita, no grupo hipotireoide
(Hipo), observa-se descontinuidade, degeneracéo, espagamento alargado e vacuoliza¢@o no miocardio.

5.7 Expressao de conexina 43 no atrio de animais com hipotireoidismo

A analise da expressdao da Cx43 nos atrios (Fig. 17) revelou uma reducao significativa
nos animais com hipotireoidismo (0,850 £ 0,119 vs. 0,348 = 0,047 a.u.; p < 0,0001). A Cx43 ¢

a principal proteina formadora de jungdes gap no tecido cardiaco, sendo essencial para a
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conducao elétrica e a sincronizagdo da atividade contratil. A diminui¢do da Cx43 nos animais
hipotireoides sugere um potencial comprometimento da comunicagado celular, o que pode estar
associado a alteragdes na propagacao do impulso elétrico e maior predisposi¢ao a distarbios do

ritmo cardiaco.
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Fig. 17 - Hipotireoidismo reduz a expressio de Cx43 nos atrios. (A) Imagens representativas de Western Blot
para Cx43 nos atrios dos grupos controle e hipotireoidismo; (B) Quantificagdo da expressio de Cx43
(densitometria) nos grupos analisados. Os dados sdo representados como médias = DP. n= 5 animais/grupo. Teste
t de Student (ndo pareado).
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6 DISCUSSAO

Este estudo revelou que o hipotireoidismo experimental em ratos induz alteragdes
eletrofisiologicas e morfoldgicas significativas nos atrios, com destaque a redugdo da expressao
de Cx43. Essa alteracdo contribuiu para remodelamento estrutural do tecido atrial, lentificagao
da conducdo elétrica e maior predisposicao a arritmias. Os dados do ECG evidenciaram
bradicardia, prolongamento da onda P e do intervalo PR, refletindo atraso na despolarizagao
atrial e na conducgdo atrioventricular. O protocolo burst pacing confirmou a maior
vulnerabilidade dos atrios hipotireoides as arritmias, sugerindo instabilidade elétrica e presenga
de substratos alterados.

A relevancia dos HT para a eletrofisiologia cardiaca ¢ amplamente reconhecida na
literatura. Eles regulam a expressdo de canais i0nicos e proteinas estruturais, modulando a
excitabilidade elétrica e a contratilidade cardiaca (Jonklaas et al., 2014; Li et al., 2019). No
hipotireoidismo, observa-se reducdo nas correntes de K* e Ca*" ventriculares, aumentando a
heterogeneidade da repolarizacdo e a dispersdo refrataria, o que favorece a ocorréncia de
arritmias (Grais & Sowers, 2014). Estudos recentes indicam que o hipotireoidismo pode
modular genes relacionados 2 homeostase de Ca** e sinalizacio celular, exacerbando alteragdes
cardiacas (Yamakawa et al., 2021).

No presente estudo, além da bradicardia, o prolongamento da onda P e do intervalo PR
sugere lentificagdo da despolarizagdo atrial e da conducdo atrioventricular. Essas alteragdes
podem estar relacionadas ao prolongamento do PA e a reducdo das correntes repolarizantes,
mecanismos associados ao aumento do periodo refratario cardiaco (Lillo et al., 2023). Esses
achados corroboram estudos clinicos que relatam maior incidéncia de bradicardia,
prolongamento da onda P e intervalo PR em pacientes com hipotireoidismo manifesto e/ou
subclinico, favorecendo a ocorréncia de BAV em diferentes graus (Tayal et al., 2019).

Além disso, o intervalo QT e a duragao da onda T aumentados, no nosso estudo, refletem
alteragdes na repolarizagdo ventricular, possivelmente relacionadas a modulacdo inadequada
dos canais de K e Ca*" (Grais & Sowers, 2014). Embora as alteragdes ventriculares observadas
no ECG sejam secundarias no presente estudo, esses dados reforcam o impacto sistémico do
hipotireoidismo no coragao, destacando a complexidade das interagdes entre os HT e a funcao
cardiaca.

O protocolo burst pacing, utilizado neste estudo para induzir arritmias no atrio direito,
revelou maior predisposicdo as arritmias atriais nos ratos hipotireoides, evidenciando

instabilidade elétrica no tecido. O aumento da frequéncia e a duracdo dos episodios
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arritmogénicos indicam alteragcdes nos substratos eletrofisioldgicos, como zonas de condugao
heterogénea e maior fibrose atrial (Souza et al., 2022). Em modelo clinico, Vasipoulou et al.
(2024) associaram o hipotireoidismo a um maior risco de mortalidade em pacientes com FA,
refor¢ando a relevancia dessas alteragdes. Zhang ef al. (2013) demonstraram que a duracao da
FA induzida ¢ prolongada em ratos hipotireoides, quando comparada com a FA induzida em

ratos hipertireoides, sugerindo diferentes mecanismos subjacentes para o aumento da

o~

vulnerabilidade arritmogénica. A associagdo direta do hipotireoidismo com a FA ainda

O~

debatida na literatura. Enquanto a relagdo dessas arritmias com o hipertireoidismo
amplamente reconhecida, devido aos efeitos dos altos niveis de HT no aumento da resisténcia
vascular, da contratilidade cardiaca e da frequéncia cardiaca. Este estudo buscou ampliar a
compreensao sobre os mecanismos que contribuem para essas alteracdes no hipotireoidismo.

A anélise contratil do atrio esquerdo isolado indicou prolongamento da duragao sistolica
nos ratos hipotireoides, sem alteracdes significativas na amplitude contratil, sugerindo
desacoplamento eletromecanico. Esses resultados levantaram duas hipodteses principais: o
prolongamento da sistole pode estar relacionado ao manejo inadequado do calcio intracelular
ou a alteragdes estruturais no tecido (Barbosa et al., 2020).

A analise do overshoot de Ca?" induzido por cafeina e a resposta ao isoproterenol foram
as estratégias experimentais utilizadas para avaliar a homeostase do Ca®" intracelular neste
estudo. E provéavel que o prolongamento da sistole pode estar mais relacionado a alteragdes
estruturais no tecido do que a disfun¢io do manejo de Ca®’, ja que ndo foram observadas
diferencas no overshoot de Ca*" induzido por cafeina nem na resposta ao isoproterenol entre os
grupos. Ou seja, os mecanismos classicos de liberacio e recaptura do Ca®" pelo RS, bem como
a resposta a estimulagdo contratil beta-adrenérgica pelo isoproterenol, parecem estar
preservados. Logo, a hipdtese mais plausivel para justificar a lentificagdo da sistole e a
instabilidade elétrica observadas pode ser atribuida a alteragdes morfologicas, envolvendo a
redugdo da expressao de proteinas relacionadas as jungdes comunicantes, o desacoplamento
celular, o remodelamento estrutural do tecido atrial e a alterag¢do do infiltrado inflamatorio.

A investigacdo sobre a influéncia dos macrofagos residentes na instabilidade elétrica
considerou sua expressao e distribuicdo no tecido atrial. Esses macrofagos, que compdem um
infiltrado inflamatorio em diversos tecidos, assumem fungdes especificas de acordo com o
contexto tecidual. No coracdo, assume um papel de facilitador da condugao elétrica através do
n6 AV (Hulsman et al., 2017). Algumas condig¢des clinicas reduzem a expressao dessas células,

o que pode facilitar a ocorréncia de arritmias (Monnerat ef al., 2016). No entanto, neste estudo,
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ndo foram observadas diferencas entre os grupos, indicando que a instabilidade elétrica
observada nao esta associada a redu¢ao do infiltrado inflamatorio.

Vale ressaltar que Monnerat et al. (2016) sugerem que em condigdes especificas, como
inflamacgdes causadas pelo diabetes mellitus tipo I, os macrofagos residentes podem secretar
interleucina 1P (IL-1PB), aumentando o estresse oxidativo e favorecendo a instabilidade elétrica,
com a consequente inducdo de arritmias ventriculares graves. Embora o fenotipo desses
macrofagos nao tenha sido analisado no presente estudo, seria interessante investigar se, de
maneira similar ao diabetes, o hipotireoidismo também desencadeia um efeito inflamatério
sobre essas células.

A andlise morfoldgica evidenciou remodelamento estrutural do tecido atrial, com
aumento do espagamento da matriz extracelular, no grupo hipotireoide. Esses vactolos
observados podem sugerir a presenga de areas fibroticas, visto que geralmente sdo preenchidos
por tecido conjuntivo. Essa condi¢do contribui para a lentificacdo da condugao elétrica, uma
vez que a fibrose age como barreira a propagacdo do impulso elétrico (Sohns & Marrouche,
2020). A fibrose atrial ¢ um mecanismo-chave no remodelamento estrutural, caracterizado pelo
aumento da deposicdo de coladgeno e pela desorganizacao do tecido cardiaco (Ma, Chen & Ma,
2021). Apesar dessa hipotese, nosso estudo ndo confirma a presenga de areas fibroticas, pois
sd0 necessarias técnicas de coloracao adicionais para deteccdo de tecido conjuntivo, como a
técnica tricromica de Manson.

Por fim, observou-se uma expressdo reduzida de Cx43 neste estudo, sugerindo um
comprometimento nas jun¢des comunicantes, o que dificulta a sincronizacdo elétrica entre os
cardiomiocitos e aumenta a vulnerabilidade para reentrada elétrica. O desacoplamento celular,
caracterizado pela perda de conectividade funcional entre os cardiomiocitos, pode estar
associado a redugdo na expressdo ou funcionalidade das conexinas (Wang et al., 2022).

A conexina desempenha um papel fundamental na propagagdo dos PA, garantindo a
sincronizagdo da atividade elétrica e, consequentemente, da contracdo miocardica (Wang et al.,
2022). Por conta disso, a reducao na expressao de Cx43 pode justificar a conducao elétrica mais
lenta e menos coordenada e a prologacao da duragao sistdlica.

Os HT se ligam a TR e participam da transcri¢ao génica e sintese de proteinas no tecido
cardiaco (Bianco ef al., 2002). A redugao dos niveis de HT poderia comprometer a sintese de
diversas proteinas estruturais, como as conexinas, prejudicando o acoplamento celular e
favorecendo o surgimento de areas fibroticas. Embora a redugdo da expressdo de Cx43 seja
observada em nosso modelo de hipotireoidismo, estudos prévios relatam achados controversos.

Bacova et al. (2023) e Sykora et al. (2019) relataram diminuicao de Cx43 em ratos com
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hipertireoidismo e aumento em ratos com hipotireoidismo. Enquanto Zhang et al. (2013) nado
observaram alteragdes na expressdo da Cx43 nem em condi¢do de hipotireoidismo, nem em
hipertireoidismo. Essa contradicdo na literatura sugere que mecanismos distintos podem
modular a expressao de conexinas em condigdes tireoidianas diferentes.

Ainda no estudo de Zhang et al. (2013), foi observado que o aumento do coldgeno
intersticial ¢ mais pronunciado em modelos experimentais com animais hipotireoides, em
comparagdo com os hipertireoides, o que caracteriza as particularidades das arritmias atriais
induzidas pelo hipotireoidismo, incluindo a condugao mais lenta e heterogénea.

O desacoplamento celular associado a redugdo da expressao de Cx43 e a lentificagdo da
condugdo elétrica criam um substrato altamente vulneravel para o desenvolvimento de FA. A
presenca de multiplos focos de reentrada elétrica favorece a manutengdao de circuitos de
excitacdo aberrantes, o que, por sua vez, potencializa a incidéncia dessas arritmias nos animais,
tornando o atrio mais suscetivel a episddios sustentados de FA (Ma, Chen & Ma, 2021). Além
disso, a lentificagdo da contragdo observada pode ser consequéncia da desorganizagao estrutural
do tecido, afetando a transmissao de forgas entre as células e comprometendo a fungdo
adequada da contragao atrial (Bai et al., 2024).

Assim, observa-se que os achados deste estudo sdo consistentes com relatos prévios que
indicam que o hipotireoidismo pode aumentar a suscetibilidade a FA, apesar de sua relagao
clinica ainda ser menos reconhecida em comparagdo ao hipertireoidismo. Embora a analise
detalhada da fibrose e da co-localizacdo das conexinas ainda esteja em progresso, os resultados
sugerem que essas alteragdes na expressdo de Cx43 desempenham um papel crucial no
desenvolvimento das disfungdes observadas.

Este estudo refor¢a ainda a relevancia do hipotireoidismo como um fator de risco
cardiovascular significativo, destacando o papel da remodelagdo estrutural e do desacoplamento
celular, mediado pela redu¢do de Cx43. Esses achados ampliam a compreensdo sobre a
integragdo dos mecanismos eletrofisiologicos, morfologicos € mecanicos envolvidos, indicando
a necessidade de monitoramento rigoroso da funcao cardiaca em pacientes com disfuncdes
tireoidianas, com aten¢do especial ao risco aumentado de FA, especialmente naqueles com

sinais de bradicardia ou predisposi¢do a arritmias.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que o hipotireoidismo afeta significativamente a
estabilidade elétrica e a fungdo dromotrdpica do tecido atrial, aumentando a suscetibilidade a
arritmias, particularmente a FA. Entre as alteracdes observadas, destacam-se o remodelamento
estrutural acompanhado de desacoplamento celular e uma reducdo da expressdo da Cx43,
principal proteina envolvida na condugdo elétrica entre os cardiomiocitos. Essa alteracdo na
expressao de Cx43 indica um enfraquecimento das jungdes-gap, desorganizando a propagagao
do impulso elétrico, comprovado pela lentificacdo da frequéncia cardiaca e prolongamento da
onda P e do intervalo PR, além de uma maior duracio sistolica. Esses achados reforgam que a
interacdo entre mecanismos elétricos e estruturais desempenha um papel central na
predisposicao as arritmias. Dessa forma, destaca-se a necessidade de intervengdes precoces para

prevenir complicacdes cardiovasculares em pacientes com hipotireoidismo.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Explorar de forma mais aprofundada as alteragdes eletrofisiologicas e estruturais dos
atrios, considerando a distribuicao espacial das juncdes-gap e a detec¢ao de tecido conjuntivo
nas regides de vactolos. Além disso, investigar a dindmica dos PA celulares atriais e, se
necessario, medir a contribui¢do de diferentes correntes iOnicas para a suscetibilidade as
arritmias. Também ¢ relevante examinar se houve ativacdo inflamatoria dos macréfagos

residentes, contribuindo assim para as disfungdes elétricas observadas.
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INTRODUCAO

O hipotireoidismo é o 2°
disturbio endécrino mais
prevalente no mundo
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Ocorre quando ha diminuicao
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OBJETIVO

Investigar alteracoes eletrofisiolégicas e morfolégicas
em atrios direito e esquerdo de ratos com

hipotireoidismo experimental.

METODOS

Comparando animais saudaveis e animais com hipotireoidismo,

foi realizado:
v Eletrocardiograma
v Andlise contratil atrial
v Analise de suscetibilidade a arritmias
v' Exame histolégico

v Andlise de expressao da conexina 43
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RESULTADOS

Nosso estudo mostrou que o hipotireoidismo causa:

1 Mais chances de
arritmias atriais

Alteracdo na estrutura
2 do tecido cardiaco

Reducdo da proteina
3 conexina 43
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RESULTADOS

Controle

O tecido atrial dos animais com hipotireoidismo (a direita)
apresentou descontinuidade, degeneracao, espacamento
alargado e vacuolizagdo. Provavelmente, devido a reducao
da expressao das conexinas 43, proteinas responsaveis pelo
acoplamento e comunica¢do celular no coragdo. Essas
alteragdes estruturais afetam significativamente a estabilidade
elétrica, aumentando a suscetibilidade a arritmias.
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CONCLUSAO

Esses achados sugerem que a interacdo entre os mecanismos
elétricos e estruturais desempenha um papel central na
predisposicao as arritmias. Destacamos a necessidade de

intervencgdes precoces para prevenir complicacées
cardiovasculares em pacientes com hipotireoidismo.
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