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Resumo

A Sindrome do T3 baixo refere-se a alteracfes nos niveis séricos dos hormonios tireoidianos,
observado em pacientes criticamente doentes, na auséncia de disfuncdo primaria do eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide. Os individuos afetados apresentam baixos niveis de T3, elevacédo
do T3 reverso (rT3), T4 normal ou baixo e TSH inapropriadamente normal ou baixo. Os
mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos sdo pouco conhecidos. No entanto, diversas alteracoes
no metabolismo periférico dos hormdnios tireoidianos sdo observadas nesta sindrome. Essa
revisdo discute os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nas alteracbes dos horménios

tireoidianos na sindrome do T3 baixo e as alteracdes clinicas e progndsticas associadas.



Abstract

The Low T3 Syndrome refers to changes in serum levels of thyroid hormones observed in
critically ill patients in the absence of primary dysfunction of the hypothalamic-pituitary-thyroid.
Affected individuals have low levels of T3, rT3 elevated T4 and inappropriately normal TSH.
The pathophysiological mechanisms are poorly understood. However, several changes in
peripheral metabolism of thyroid hormones are seen in this syndrome. This review discusses the
pathophysiological mechanisms involved in the alterations of thyroid hormones in low T3

syndrome and its clinical alterations and prognosis.
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Sindrome do T3 baixo: aspectos fisiopatoldgicos e clinicos

1. Introducdo

Os hormonios da tireoide (HT) sdo essenciais para 0 metabolismo energético, o crescimento
e a diferenciagdo celular. A tireoide produz tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) sob o controle do
eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide (HHT). A hipdfise anterior secreta 0 horménio estimulante da
tireoide (TSH), em resposta ao hormodnio hipotaldémico liberador de tireotrofina (TRH),
produzido no nucleo paraventricular, enquanto que a regulacdo da producdo hormonal ocorre por
mecanismo de retroalimentacédo negativa pelos niveis circulantes de T3 (1,2). Embora o T4 seja o
principal produto da tireoide, o T3 é o horm6nio biologicamente ativo. A maior parte da
producdo e inativacdo do T3 (80-90 %) ocorre nos tecidos periféricos através da agdo das
iodotironinas desiodases tipos 1, 2 e 3 (D1, D2 e D3). Mais de 99% do T4 e T3 circulam ligados
a proteinas, sendo as mais importantes a globulina ligadora da tiroxina (TBG), a transtirretina e a
albumina. Os horménios da tiredide sdo transportados para o interior da célula por
transportadores especificos e se ligam aos receptores nucleares capazes de ativar ou inibir a
transcrigdo génica (3). A acdo ndo gendmica, por mecanismos diretos, dos horménios da tireoide
é também descrita (4).

A sindrome do T3 baixo, também conhecida como doenca néo tireoidiana ou sindrome do
eutiroideo doente, refere-se a alterac@es nos niveis séricos dos HT presentes em quase todas as
formas de doenca aguda e cronica (5). A fase aguda da doenga grave é caracterizada por niveis
baixos de T3 e T3 livre (T3L) e niveis elevados de T3 reverso (rT3). Os niveis séricos de T4
podem ser normais ou reduzidos. A reducdo dos niveis de T4 esta associada com a gravidade da
doenca, enquanto niveis baixos de T3L sdo um marcador de mau progndstico (6,7). Embora os
niveis de TSH permanecam dentro dos limites normais, o pico noturno de TSH observado no
estado fisioldgico normal € ausente (8). As alteragdes de fase aguda estdo relacionadas ao
metabolismo hormonal periférico, enquanto que a persisténcia da doenca leva a alteracbes na
regulacdo do eixo hipotdlamo-hipofisario, sugerindo um papel central adicional ao periférico nos
transtornos dos HT na doenca cronica (9). As alteracbes hormonais observadas na sindrome do
T3 baixo que ocorrem nas doencas aguda e cronica estdo descritas na figura 1.
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2. Fisiopatologia da Sindrome do T3 baixo

A fisiopatologia da sindrome do T3 baixo é complexa e pouco entendida. A figura 2

sumariza as alterages na economia dos HT descritas a seguir.

2.1. Diminuic&o da circulacdo de proteinas carreadoras dos HT

A concentracdo plasmatica total dos HTs é dependente das proteinas carreadoras, uma
vez que, em condigOes normais, menos de 0,05 % de T4 e 0,3 % de T3 circulam sob a forma
livre. As principais proteinas carreadoras sdo também proteinas de fase aguda, isto &, as suas
concentracbes caem acentuadamente em varias doengas, como consequéncia da sintese
deficiente, do aumento da degradacdo e do movimento para o espaco intersticial (10). Dessa
forma, as alteragdes nas concentracdes totais dos HT sdo, em parte, relacionadas a mudangas na
ligacdo a proteinas de fase aguda do plasma (11, 12, 13).

Simultaneamente a diminuicdo da disponibilidade de proteinas do plasma, ocorre
prejuizo a sua capacidade de ligacdo. Demonstrou-se que leucdcitos polimorfonucleados geram
um produto de clivagem da TBG, levando a mudancas de conformacéo, reducdo da funcéo e
afinidade de ligagdo da proteina (14). Em pacientes com doenca cronica, uma forma de TBG
dessializada é produzida no figado, resultando numa menor afinidade de ligagcdo (15). Apesar de
um inibidor especifico da proteina de ligacdo de T4 ndo ter sido identificado no soro de pacientes
com sindrome do T3 baixo (16), sabe-se que drogas de uso comum, como furosemida,
carbamazepina e salicilatos, competem pelo sitio de ligagdo dos HTs, mesmo em concentracfes

terapéuticas.
2.2. Alteragdes nos transportadores de membrana

O transporte dos HTs pela membrana celular ocorre de forma ativa, através de
transportadores dependentes de adenosina 5-trifosfato (ATP). Apenas trés transportadores com

elevada especificidade e afinidade foram identificados: o polipeptideo transportador de anions
orgénicos OATP 1C1, o transportador monocarboxilase MCT 8 e MCT10 ( 17).
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Apesar de estudos demonstrarem reducdo do transporte de HT para os tecidos na
sindrome do T3 baixo, a associacdo com a diminuicdo da expressdo de transportadores é
controversa (18,19). A regulacéo dos transportadores parece estar alterada tanto na doenca aguda
quanto na crbnica. Em um estudo realizado em modelo animal de doenca critica prolongada,
observou-se aumento dos niveis de expressao génica de MCT8 e MCT10 no figado e no masculo
esquelético em comparagdo com controles saudaveis (20). A expressdo do gene MCT8 mostrou-
se inversamente correlacionada com os niveis séricos de T4 e T3 neste modelo. No entanto, estes
resultados nao foram replicados em pacientes criticos com doenca prolongada, que apresentaram
elevacdo exclusiva da expressdo MCT8 no figado e no masculo esquelético, em comparagdo com
pacientes submetidos a estresse cirdrgico agudo (20). Estudo que avaliou pacientes com choque
séptico e doenca critica prolongada observou uma diminuic¢do na expressdo do MCT8 no tecido
adiposo subcutaneo, mas ndo no mausculo esquelético, quando comparados com individuos
saudaveis. Os autores concluem que as alteracBes observadas provavelmente sdo patologia e
tecido-especificas e ocorrem como consequéncia e ndo causa das alteracdes na concentracao
sérica dos HTs (21).

Outros mecanismos, como a deplecdo de ATP do figado e a presenca de substancias
plasmaética que dificultam ou impedem a absorcdo, também podem ser responsaveis pela reducao
dos niveis dos HT observada na sindrome do T3 baixo. A analise cinética dos horménios em
humanos saudaveis durante restricdo calérica mostrou uma inibicdo de 50 % do transporte
hepatico de T4, valor semelhante a queda de 40 % na producdo de T3 sérica (22). Observou-se
que, nesta situacdo, a conversdo de T4 para T3 no figado néo foi afetada, o que sugere um papel
limitante do transporte T4 hepético na producgdo de T3 sérica (22). Estudos em modelos animais
e em seres humanos demonstraram que a inibicdo do transporte de T4 esti associada com a
deplecdo de ATP, uma vez que a infusdo de frutose, que esgota 0 ATP, também provoca uma
reducéo no transporte hepatico de T4 (23). Adicionalmente, em um modelo de células incubadas
com o soro de pacientes criticamente doentes, o acimulo de &cidos graxos, bilirrubina, sulfato de
indoxil e outros metabolitos foi capaz de reduzir o transporte de TH por competicdo com o sitio
de ligagéo (24).

2.3. Alteracgdes na expressdo dos receptores nucleares
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O T3 exerce os seus efeitos de transcri¢do ligando-se aos receptores dos HT e receptor de
retindide X (RXR). Trés isoformas funcionais dos receptores foram identificados: TRal , TRp
TRP 1 e 2. O TRa é predominantemente envolvido nos efeitos metabodlicos dos HTs, enquanto o
TR é o regulador fundamental no equilibrio do eixo HHT e responsavel pelo estado eutiroideo.
Sabe-se que isoformas inativas do receptor podem atuar como antagonistas do efeito dos HT,
porém o seu papel fisiolégico ndo estd completamente definido (25, 26).

A proporcdo da expressdo de TRal/TRo2 parece aumentar com a idade e com a
gravidade da doenca, indicando um possivel mecanismo ainda desconhecido que pode aumentar
a sensibilidade ao T3 em pacientes mais idosos e com doenca critica (27). Estudos com pacientes
com choque septico e ndo-séptico identificaram uma redugdo no TRa, TRB1 ¢ RXR no musculo
esquelético, o que sugere que este padrdo pode ser comum a todas as formas de sindrome do T3
baixo (21, 28) .

2.4. Inibicdo do TRH e TSH

A auséncia paradoxal de elevacdo do TSH em resposta a reducdo do T3 tem sido
atribuida a alteracGes centrais do eixo. Uma das teorias propostas é que a reducdo do TRH e a
estimulacdo inadequada do TSH sejam influenciadas por alteracdes locais na atividade das
desiodases. Andlises ex vivo de tecidos hipofisarios e hipotalamicos de modelos animais e
também em humanos fornecem algumas evidéncias de alteracfes da expressdo da D1 e D2 nestes
tecidos (29, 30). Varios fatores, tais como niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias podem
alterar a desiodacdo no hipotalamo, levando a tireotoxicose local, a despeito da reducdo dos
niveis plasméticos de T3, evitando assim que o mecanismo de retroalimentacdo do TRH e TSH
seja efetivo (31).

A supressdo do TRH também pode ser responsavel pela reducdo na secrecdo dos HT.
Curiosamente, na analise post-mortem de tecidos de pacientes com doenca prolongada, a
transcricdo de mRNA do TRH no nucleo paraventricular mostrou uma correlagéo positiva com o
reducdo dos niveis séricos de T3 (32). A reducdo do TRH também pode ser observada em
pacientes com um balangco energético negativo e diminuicdo dos niveis de leptina (33). Em
estudos com roedores a leptina regula os niveis de TRH através do aumento da expressao de

genes pré- TRH em neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo, provavelmente através
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do sistema de melanocortina central (34, 35). A leptina estimula também a expressdo do pro-
hormdnios convertases 1 e 2, que clivam pro-TRH para produzir TRH (36). Seres humanos com
reducdo aguda dos niveis de leptina também tém anormalidades em seu eixo HHT. Estudo
conduzido em homens com deficiéncia de leptina induzida pela inanicdo demonstrou que a
reposicdo de leptina impediu as alteragfes induzidas pelo jejum na pulsatilidade do TSH e
provocou aumento dos niveis de T4L, mas ndo afetou a queda dos niveis de T3, sugerindo um
papel neuroendocrino de regulagdo, mas ndo no metabolismo periférico dos HTs (37). O balanco
energético negativo também pode levar a mudancas na atividade TSH por glicosilacdo alterada
(38). Fatores exdgenos, como corticoides e dopamina podem afetar a secrecdo de TRH e TSH
(39).

2.5. Expressao e atividade das desiodases.

A desiodagdo é um passo critico na regulacdo da disponibilidade periférica dos HTSs,
permitindo mudancas rapidas no perfil hormonal tireoidiano intracelular de um modo tecido-
especifico. As iodotironinas desiodases - D1, D2 e D3 - constituem uma familia de oxiredutases
que remove uma molécula de iodo do anel externo (tirosil) e / ou o interno (fendlico) dos HTs,
levando a ativacdo e inativacdo dos mesmos, respectivamente. Assim, é possivel controlar os
niveis de T3 intracelulares independentemente dos niveis plasmaticos de T3 (40).

Na sindrome do T3 baixo, as alteragbes observadas nos parametros dos horménios
circulantes sugerem que a diminuicdo da conversao de T4 para T3 e 0 aumento da inativacao de
T4 em rT3 pelas desiodases poderiam estar envolvidos no mecanismo da doenca. A analise de
tecidos obtidos de pacientes criticamente enfermos imediatamente apds a morte documentam que
as concentracGes da D1 hepatica estdo reduzidas em comparagdo com controles saudaveis,
enquanto sua atividade foi positivamente correlacionada com a relacdo T3/rT3 sérica (41). O
papel de D2, que converte T4 em T3, é ainda indefinido na sindrome do T3 baixo, uma vez que a
andlise da atividade da D2 em humanos tem mostrado resultados contraditorios. Enquanto alguns
estudos ndo encontraram diferenca na atividade da D2 no musculo esquelético de pacientes
graves comparados a controles saudaveis, outros estudos ndo identificaram atividade da D2 no
musculo ou figado na fase cronica da doenga critica (21, 41, 42). Outros autores, no entanto,

identificaram um aumento da expresséo e da atividade da D2 em bidpsias de muasculo esquelético
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de pacientes com doenga critica prolongada (43). Esta grande variacdo nos resultados pode ser
explicada por dificuldades na afericdo da atividade da enzima.

Sob condicdes patofisioldgicas associadas a doenca grave, a atividade da D3, responsavel
pela inativacdo de T4, é induzida. Analise post-mortem de tecidos adultos documentou a
reativacdo da D3 no figado e no mdsculo esquelético de pacientes criticamente enfermos.
Demonstrou-se que a atividade de D3 hepatica estd associada com os niveis séricos de rT3 e
negativamente correlacionada com a relacdo T3 /rT3 (41, 44)

Um dos possiveis mecanismos esta relacionado ao estresse oxidativo induzido por citocinas,
uma vez que as trés desiodases requerem um cofator ainda néo definido, provavelmente um tiol,
que atua como um agente redutor, liberando iodo do residuo da selenocisteina e regenerando a
atividade enzimética (45). Recentemente, os efeitos das citocinas em concentracdes
fisiopatoldgicas, como observadas na sindrome do T3 baixo, foram investigados em um sistema
de cultura de células humanas que simula o ambiente fisiol6gico de substrato e cofator endégeno
das desiodases (46). Observou-se que a IL-6 inibe a producdo de T3 pela D1 e D2, enquanto
provoca um aumento do mRNA das trés desiodases, sugerindo que a diminuicdo das reacdes
enzimaticas estaria associada a alguma alteracdo do meio. A adicdo de N-acetilcisteina, um
antioxidante que aumenta os niveis de glutationa (GSH) intracelular, impediu o efeito inibidor da
IL6 sobre a conversdo de T4 para T3 mediada pela D1 e D2, indicando que a IL-6 inibe a funcéo
de D1 e D2 através do aumento das espécies reativa de oxigénio, o que reduz o GSH ou co-
fatores enddgenos dependentes de GSH. Em contraste, a IL-6 estimula a inativacdo do T3
mediada pela D3 enddgena, o que provavelmente estd relacionada a localizacdo da D3 na

membrana plasmatica, que permite que esta enzima tenha acesso ao GSH extracelular.

3. Repercussdo da Sindrome do T3 baixo na evolucdo e prognéstico

3.1. Efeitos clinicos da sindrome do T3 baixo em pacientes com doenca cardiovascular

Cerca de 30-50 % dos pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) apresentam
niveis baixos de T3 (47, 48). Além disso, 0s baixos niveis de T3 tém valor prognostico. Em uma
coorte prospectiva de 86 pacientes pouco sintomaticos com disfuncdo ventricular idiopética, o
valor do T3 foi capaz de prever a classe do New York Heart Association (NYHA), um marcador

de gravidade da doenca, em que o paciente se enquadraria (49). Evidéncias experimentais
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indicam que alteragOes dos HTs, como as observadas na ICC, podem ter um impacto negativo
sobre o remodelamento cardiaco e disfuncao ventricular. Estudos em culturas de cardiomiécitos
humanos demonstraram que a privacdo prolongada de T3 altera a arquitetura tecidual e a gestdo
de calcio, podendo ser responsavel por uma reducédo de até 50 % da expressdo da enzima Ca2 +-
ATPase2a do reticulo sarcoplasmatico, que regula a atividade do célcio citosolico, e por
conseguinte, a fungdo sistolica e diastolica (50, 51 ).

Observacdes clinicas mostraram que a presenca da sindrome do T3 baixo esta associada a
um pior prognostico em pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM), ICC e pds- operatorio
de cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Um estudo que envolveu 100 pacientes com |AM
mostrou que baixas concentragBes plasmaticas de T3L foram relacionadas com a extensdo da
lesdo miocardica em parametros ecocardiograficos, como a area assinérgica e indice de
movimentacao das paredes ventriculares (52). No mesmo estudo, baixos niveis séricos de T3L
foram correlacionados com eventos clinicos, tais como a morte, reanimacdo apos episédios de
taquicardia/fibrilagdo ventricular e novo 1AM (52). Qutros estudos tém mostrado que as
mudancas nos niveis de HT em pacientes com doenca cardiaca foram associados com o aumento
de eventos cardiacos adversos em 1 ano e foram um preditor independente de mortalidade (53,
54). Em um modelo de estratificacdo de risco para predi¢do prognostica em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, os niveis séricos de T3 foram capazes de adicionar informagfes a
parametros cardiacos clinicos e funcionais convencionais, como idade, sexo, fracdo de ejecao e
diametro diastolico final do ventriculo esquerdo (53, 54). Esses achados foram confirmados em
um estudo de coorte que avaliou 3.121 pacientes consecutivos com doenca cardiaca clinicamente
estavel, rotineiramente internados para avaliacdo. O perfil hormonal da tireoide foi aferido em
todos os pacientes dentro de 2 a 5 dias de internacdo. As mortalidades cardiaca e geral foram
avaliadas de acordo com o estado hormonal tireoidiano. A frequéncia de mortes por causas
cardiacas e por todas as causas foi de 3,4% e 7,3% em eutireoideos e 6,5 % e 13,1% em
pacientes com sindrome do T3 baixo, respectivamente. O risco de morte foi particularmente
aumentado em pacientes com sindrome do T3 baixo e doenca isquémica cardiaca, quando
comparada com outras patologias cardiacas (55).

Os hormonios tireoidianos tém um papel fundamental na regulacdo da funcéo cardiaca e
hemodindmica, com efeito sobre o metabolismo cardiaco, funcdo contratil e elétrica, resisténcia

vascular sistémica e resposta ao estresse (56). Alteracdes na biodisponibilidade dos HTs séo
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frequentes em pacientes com doencga cardiovascular. A doenca cardiaca estd associada a
mudanc¢as no metabolismo dos HTs por alteracbes da expressdo das desiodases e de receptores
nucleares dos HTs, o que pode resultar em um estado de hipotiroidismo tecidual (57). Em
modelos animais, o0 hipotireoidismo induziu um aumento acentuado na atividade da D2 (58, 59).
Da mesma forma, a atividade da D3, indetectavel no coracdo saudavel, estd induzida em varios
modelos de insuficiéncia cardiaca (IC) e infarto agudo do miocéardio (IAM) (60,61). A expressao
da D3 também foi associada com a progressao da doenca em um modelo animal de hipertrofia
ventricular direita induzida por sobrecarga de pressdo (62). J& em humanos, um padrdo anormal
de expressao de receptores foi relatado na bidpsia do miocérdio de pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica (63). Neste estudo, a expressdo do THR-al estava reduzida, enquanto a
expressdo de THR-a2, uma variante que inibe a resposta do receptor de HT, estava aumentada.
Estes resultados foram correlacionados com uma diminuicdo na expressdo do gene da cadeia
pesada da a-miosina, contribuindo para a diminuicdo da funcdo contratil do miocardio

ventricular.

3.2. Progndstico de pacientes com sindrome da doenca ndo tireoidiana em outros cenarios

clinicos

Mudancas nos niveis circulantes de horménios tireoidianos também estéo associadas com
a gravidade da doenca e pior progndstico em outras situacdes clinicas (64). Os niveis séricos de
recuperacdo do TSH em pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI) foram
capazes de diferenciar sobreviventes e ndo sobreviventes, e um escore de disfungdo endocrina
compreendendo T4, TSH e cortisol mostrou-se como preditor independente de mortalidade, com
uma acuracia de 84% (65). A elevacao do rT3, bem como a queda na proporcao T3/rT3 foram
capazes de identificar ndo-sobreviventes em uma coorte de pacientes criticamente enfermos (66).
Demonstrou-se que a elevacdo de TSH no quinto dia de interna¢do € um marcador precoce de
recuperacdo, seguido por um aumento nos niveis de T4 e T3 em sobreviventes, 0 que sugere que
a recuperacdo central precede a periférica e que a afericdo seriada de TSH pode ter valor
prognostico (66).

Curiosamente, um estudo com 480 pacientes de uma UTI clinica que avaliou o valor

progndstico dos HTs, demonstrou que apenas o nivel sérico de T3L foi preditor independente de
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mortalidade (7). Sua adi¢do ao APACHE 11 melhorou significativamente a capacidade de prever
os resultados preliminares. Em uma populacdo similar, a diminuicdo dos niveis de T4 livre foi
observada entre os pacientes ndo sobreviventes a sepse e sindrome da resposta inflamatoria
sistémica, sendo também consistente com a idéia de que os HTs podem ser classificados como
marcadores de gravidade da doenca ou de desfecho (67).

O valor prognéstico da sindrome do T3 baixo em pacientes internados em UTI por
insuficiéncia respiratoria foi investigada em um estudo prospectivo. Observou-se que 0s niveis
plasmaticos de T3L nas primeiras 24 horas apds a admissdo estavam correlacionados com o
estado clinico e disfuncdo das trocas gasosas, avaliada pelo escore Acute physiologic and chronic
health evaluation (APACHE I1) e a relagdo PO2 / FiO2 , respectivamente (68). A associacdo da
sindrome do T3 baixo com ventilacdo mecéanica prolongada em pacientes criticamente enfermos
também foi examinada retrospectivamente (69). Neste estudo, os pacientes foram avaliados por
um periodo de 72 meses, mas realizaram dosagem hormonal somente se suspeita clinica de
disfuncdo tireoidiana. Dos 264 pacientes analisados, 78% apresentavam baixos niveis séricos de
T3L, compativeis com a sindrome do T3 baixo. Este grupo mostrou uma maior duracdo do
tempo de ventilagdo mecanica e de internacdo na UTI e mortalidade mais elevada em
comparagdo com aqueles com niveis hormonais normais. Como limitacdo, destaca-se o fato de
que apenas 0s pacientes com suspeita clinica de disfuncdo tireoidiana foram avaliados, o que
corresponde a menos de 5% dos pacientes internados durante este periodo. Infelizmente, nenhum
dos estudos foi capaz de determinar se a sindrome do T3 baixo contribui para o desenvolvimento
e manutenc¢do da insuficiéncia respiratoria.

A tabela 1 resume os resultados de estudos observacionais sobre a relagéo entre os niveis

alterados de hormdnios tireoidianos e a evolucdo dos pacientes criticamente enfermos.

5. Tratamento na sindrome do T3 baixo

Considerando-se a observada piora clinica e prognoéstica associada a sindrome do T3
baixo, varias intervencles terapéuticas com o objetivo de corrigir essas anomalias, acelerar a
recuperacdo e melhorar a sobrevida tém sido investigadas (Tabela 2).

O tratamento de pacientes criticamente enfermos com T4 foi associado a normalizacéo

dos niveis de T4, reducdo das concentracGes de TSH e recuperacdo tardia dos niveis séricos de
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T3. Ndo houve diferencas na mortalidade entre os grupos, com a possibilidade de atraso na
recuperacdo da funcdo da tireoide no grupo tratado (75). Considerando a possibilidade de que a
administracdo de T3 e T4 desregula o eixo HHT e atrasa a recuperacdo da funcao hipotalamica,
estudou-se a resposta a administracdo de hormonios liberadores hipotaldmicos (TRH e GHRH)
em pacientes criticamente enfermos em fase crénica da doenca (85). Neste estudo, os pacientes
ndo tratados apresentaram uma redugdo na secrecdo pulsatil da TSH, prolactina e GH e baixos
niveis sericos de T3, T4 e insulin-like growth factor 1 (IGF -1). A infusdo isolada de TRH
aumentou os niveis basais de TSH, T3 e T4. A infusdo combinada de TRH e GHRH, além de
otimizar a secre¢do pulsatil de TSH, impediu o aumento da rT3. Além da normalizacdo da
funcdo hormonal, houve uma melhoria dos pardmetros metabdlicos (85). No entanto, ndo
existem estudos que avaliem desfechos duros como mortalidade ou tempo de internagdo em
pacientes criticos.

Em estudos experimentais, a administracdo de HTs ou de seus analogos melhorou a
contratilidade cardiaca e o remodelamento dos midcitos, estimulou o pré-condicionamento
isquémico, aumentou o fluxo coronario e estimulou a angiogénese. No entanto, as evidéncias em
humanos sdo ainda derivadas de estudos pequenos, com resultados modestos e contraditérios
(86, 87, 88, 89). O efeito da reposicdo de T4 foi avaliado em 20 pacientes com ICC e NYHA
classe Il e 111 sem instabilidade clinica, que foram hospitalizados por pelo menos 2 semanas. A
administracdo de levotiroxina por uma semana melhorou a tolerancia ao exercicio, reduziu a
resisténcia vascular periférica e aumentou o débito cardiaco (77). A reposicdo de T3 também foi
avaliada em um ensaio clinico randomizado com 20 pacientes com cardiomiopatia dilatada, sem
instabilidade clinica. Neste estudo, os pacientes que receberam T3 durante trés dias apresentaram
aumento do volume diastolico final e indice de volume de ejecdo ventricular esquerda, sem
efeitos adversos relacionados ao uso de medicamentos (79). Em pacientes submetidos a terapia
de reperfusdo do miocardio, a utilizacdo de HT condicionou o miocardio e aumentou a tolerancia
a danos de isquemia- reperfusdao, com reduzida necessidade de inotrépicos e melhoria do indice
cardiaco (90). Contrariamente a estes resultados, um ensaio clinico randomizado multicéntrico
de fase Il, que incluiu 87 pacientes com ICC e utilizou um analogo de HT (acido 3,5-
Diiodotiropropionico) foi interrompido precocemente devido a intolerancia a medicacdo. Embora
tenha havido uma melhora em alguns parametros hemodindmicos e metabolicos, houve uma

piora na avaliacdo global do paciente e nos sintomas clinicos (80).
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6. Consideracdes Finais

Os mecanismos da sindrome do T3 baixo sdo complexos e compreendem todas as fases
de produgdo e metabolismo hormonal. Estudos clinicos tém demonstrado que as alteragdes
hormonais descritas na sindrome sdo comuns a diferentes tipos de doenca e associadas a um pior
prognostico. As mudancas no metabolismo dos hormdnios tireoidianos que ocorrem na fase
aguda da doenca critica ja foram consideradas como adaptativas, pois poderiam reduzir o gasto
energético e o consumo de proteinas. No entanto, 0 aumento da morbidade e mortalidade
associadas a sindrome do T3 baixo e a persisténcia de alterages na fase cronica da doenca, em
que o catabolismo é deletério, tem colocado em duvida o carater adaptativo das alteracbes e
estimulado estudos e o desenvolvimento de novos tratamentos. Se essas mudancas sé@o apenas
um marcador de gravidade de doenca ou parte do ciclo fisiopatolgico que mantém os danos
sisttmicos, levando assim a um aumento da morbidade e mortalidade, ainda é uma questdo de
debate. Dada a evidéncia disponivel, e devido a lapsos na compreensdo dos mecanismos
patofisiologicos da sindrome do T3 baixo, nao existe evidéncia de tratamento para este conjunto

de disturbios dos hormodnios da tireoide.
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Tabela 1. Estudos demosntrando associagdo entre funcdo tireoidiana e desfecho em pacientes de

UTI
Desenho Populagéo Grupos Medidas Desfecho Resultados ref
comparados  hormonais
Coorte 480 pacientes Sobreviventes T3, T4, Mortalidade T3L prediz 7
prospectiva de UTI VS. ndo- T3L, TAL, mortalidade e
sobreviventes TSH  and melhorou a
T3/rT3 habilidade preditiva
do escore APACHE
I
Coorte 264 pacientes T3L baixo vs T3L, T4L, Tempo de ST3B é um fator de 36
prospectiva criticos em perfil TSH VM risco para VM
VM hormonal prolongada
normal
Coorte 103 pacientes Sobreviventes T3 e T4L Mortalidade T3 e T4L na 70
prospectiva sépticos e Vs. ndo- admissdo nao
ndo-sépticos  sobreviventes predizem
em UTI prognostico. A
reducdo do T4L no
seguimento indica
pior prognostico.
Coorte 206 pacientes Sobreviventes T3L, T4L, Mortalidade T3L baixo prediz 71
prospectiva com SARA VS. ndo- TSH mortalidade, com
sobreviventes poder
discriminatério
adicional aos
escores APACHE I
e SOFA
Coorte 32 pacientes - T3L, T4L, Funcdo T3L baixo associado 72
prospectiva com TSH tireoidiana a pior PO2/FiO2
insuficiéncia
respiratdria
Retrospectivo 247 pacientes  Euthyroid, T3L, T4L Mortalidade, Redugdo dos niveis 73
de UTIl low FT3, low and TSH tempo de de T4L aumentou
clinica FT3 and FT4 internacdo e mortalidade
VM
Retrospectivo 314 pacientes Sobreviventes FT3, FT4 Mortalidade Niveis baixos de 74
gueimados VS. ndo- and TSH T3L estdo
sobreviventes associados a pior
prognastico
APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il score. SARA:

Sindrome da angustia respiratoria aguda. VM: ventilacdo mecanica. PO2/FiO2: razdo da
pressdo aprcial de oxigénio no sangue arterial e da fracdo inspirada de oxigénio. SOFA:
sequential Organ Failure Assessment

31



Tabela 2: Estudos com tratamento hormonal na ST3B

Desenho Populacéo Intervencdo Desfecho Resultados Efeitos  Ref
adversos
randomizado, 23 pacientes em 1.5ug/kg/d de T4 Mortalidade Niveis séricos de T4 e TAL  Inibigdo da 75
controlado por  UTI clinica com EV por 2 aumentaram no terceiro dia  secrecdo de
placebo niveis séricos de  semanas e normalizaram no quinto TSH
T4 <5 pg/dL dia
randomizado, 142  pacientes Bolus de 0.8 Performance Aumento do IC 6 hs apés Nao 76
controlado por de alto risco pg/kg de T3 EV  cardiovascular  cirurgia
placebo submetidos a + infusdo
CRM continua de 0.113
ug/kh/h por 6hs
randomizado, 20 pacientes T4 100 pg/d por Efeitos a curto Melhora na performance Néo 7
controlado por com ICC cronica 1semana prazo cardiaca e tolerancia a
placebo (NYHA 11-1V) exercicio
randomizado, 20 pacientes T4 100 pg/d por Efeitos a médio Melhora do DC em repouso Nao 78
controlado por com ICC crbnica 3 meses prazo e durante exercicio e na
placebo (NYHA 1I-IV) capacidade funcional.
Redug¢do da RVS e DDVE
randomizado, 20 pacientes T3 20 pg/m? de Status clinico, Melhora do perfil Néo 79
controlado por  estaveis com area cormporal funcdodoVEe neuroenddcrino e
placebo ICC isquémica e EV por3d perfil performance ventricular
ndo-isquémica neuroendécrino
randomizado, 86 pacientes DITPA 2x ao dia, Seguranca e Melhora do IC (em 18%), Piora dos 80
controlado por com ICC em incrementos eficiéncia RVS (em 11%) e sintomas
placebo (NYHA 11-1V) de 90 mg a cada pardmetros metabélicos clinicos
2 semanas, até
360 mg
randomizado, 50 pacientes de T3 20 ug a cada Concentragao Redugdo no uso de N&o 81
controlado por alto risco 12 h por 24 hs hormonal e vasopressores no primeiro
placebo submetidos & desfecho dia de p6s-operatorio
cirurgia valvar clinico
randomizado, 59 pacientes T4 150 g a Mortalidade Sem efeito no curso da IRA Supressédo 82
controlado por  criticos com IRA  cada 12 hs por 2d dos niveis de
placebo TSH e maior
mortalidade
Prospectivo 23 pacientes T3 0.15-2.7 Seguranca e Aumento do DC e reducédo Nao 83
com ICC grave pg/kg Bolus + efeito da RVS
(FEVE  média infusdo continua hemodinamico
0.22) (6-12 h)
Prospectivo 10 pacientes T4 20 pg/h EV  Perfil Melhora do IC, POAP e Néo 84
com choque por 36 hs hemodindmico  PAM em 24 e 36 hs
cardiogénico
sem resposta
aotratamento

convencional

CRM: cirurgia de revascularizagdo miocardica. DC: débito cardiaco. DDVE: dimensdo diastolica do
ventriculo esquerdo. IC: indice cardiaco. ICC: Insuficiéncia cardiaca congestiva. IRA: injdria renal aguda.
EV: endovenoso PAM: pressao arterial média. POAP: pressdo de oclusdo da artéria pulmonar.RSV:
resisténcia vascular sistémica. FEVE: fracdo de ejecdo do Ventriculo esquerdo. VE: ventriculo esquerdo

32



.-.-.-lllllIllIlllllllllllllllllllll.lll.lll rT3

PLLA
anet®
= s *
-“‘ ----~
% -~ —
-~ -

>
-

Niveis normais de horménios tireoidianos

Saudavel Doenca Aguda Doenca crénica
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ABSTRACT

Background: Nonthyroidal illness syndrome (NTIS) is marked by low 3,53’
triiodothyronine (T3) and high serum reverse T3 (rT3) and affects up to 75% of critically ill
patients. NTIS is an independent marker of poor prognosis during acute myocardial infarction.
Oxidative stress has been implicated as one of the causative factors in the disturbed peripheral
thyroid hormone levels in a culture cell model. Here, we investigate whether N-acetylcysteine
(NAC), a potent intracellular antioxidant, can prevent the NTIS in patients with acute myocardial
infarction. Methods and Results: This was a randomized, multicenter clinical trial. Sixty-seven
patients were eligible and randomized to receive NAC or placebo during 48 hours. Baseline
characteristics and blood samples for thyroid hormones and oxidative parameters were collected.
Primary outcome was the variation of serum T3 and rT3 levels. Baseline characteristics were
similar between groups (all p>0.05). T3 levels decreased in the placebo group at 12h of follow
up (p=0.0018) but not in NAC-treated patients (p=0.1). Baseline rT3 levels were elevated in both
groups and decreases in the NAC-treated patients (p=0.003) but were stable in the control group
(p=0.75) in the time course. FT4 and TSH levels were virtually identical between the groups
through the study period (p>0.05). Measurement of total antioxidant status (TAS) and total
carbonyl content demonstrated that oxidative balance was deranged in acute myocardial
infarction patients and that NAC administration was able to correct these alterations.
Conclusions: NAC administration corrects the derangement in thyroid hormone levels in the
acute phase of myocardial infarction and supports the statement that oxidative stress is directly

involved in the pathophysiology of NTIS.
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Introduction

Nonthyroidal illness syndrome (NTIS) refers to characteristic changes in thyroid
hormone levels that occur during acute and chronic severe illnesses. The acute phase of critical
illness is characterized by low triiodothyronine (T3) and free T3 (FT3) as well as high reverse T3
(rT3) levels. Serum thyroxine (T4) may be normal or reduced (1, 2). Although TSH values
remains in the normal range, the nocturnal surge of TSH observed in the normal physiological
state is absent (3). In the initial phase of illness, the alterations occur primarily in the peripheral
metabolism of thyroid hormones, whereas neuroendocrine abnormalities predominate in
prolonged illness (4, 5). NTIS occurs in 30 to 90% of patients with myocardial infarction (AMI)
(6, 7, 8). Low T3 levels are an independent marker of myocardial damage and poor prognosis
during this clinical situation, being associated with increased morbidity and mortality in the
short, medium and long term (6, 9, 10).

The pathophysiology of NTIS is complex and poorly understood. One of the putative
mechanisms of changes in the thyroid hormone levels refers to derangements in iodothyronine
deiodinases function (D1, D2 and D3) (11, 12). These enzymes are a group of oxireductases that
catalyze peripheral thyroid hormone metabolism. D1 and D2 convert T4 to the active hormone
T3 being responsible for up to 80% of the biologically active thyroid hormone (13, 14). D3
inactivates both T4 and T3. All 3 deiodinases require an as-yet undefined cofactor, probably a
thiol, which acts as a reducing agent releasing iodine from the selenocysteine residue and
regenerating the active enzyme. We have recently shown that changes in the intracellular redox
state can impair the thyroid hormone economy through direct altering the peripheral T3/T4
activation/inactivation process (15). These alterations were prevented by the addition of N-
acetylcysteine (NAC), an antioxidant that increases intracellular cysteine and glutathione (GSH)
levels, thus restoring the redox equilibrium. NAC re-established the activity of the deiodinases
protein by restoring intracellular cysteine levels and/or replenishing the enzyme thiol cofactor,
perhaps GSH (15, 16).

Several studies have proposed an essential role of reactive oxygen species (ROS)
generation in the pathogenesis of ischemia—reperfusion injury in acute myocardial infarction (17,
18). Recently, some small clinical studies have shown that NAC could be of benefit in acute

myocardial infarction by decreasing the infarct size and preserving left ventricular function (19).
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Here we aim to investigate whether NAC administration would prevent the changes in thyroid

hormone levels observed in patients with myocardial infarction.

Subjects and Methods

Eligibility and study Design

This was a randomized, prospective, multicenter study (Clinical Trials NCT01501110) to
evaluate whether NAC can prevent the thyroid hormone variations as seen in NTIS.
Consecutively patients admitted to the emergency and intensive care units of two tertiary
hospitals in the south of Brazil were recruited. Patients with a diagnosis of acute myocardial
infarction within 12 hours of evolution who underwent primary percutaneous coronary
intervention (PCI) were eligible. Myocardial infarction was defined by persistent
electrocardiographic (ECG) ST elevation in >2 leads with or without Q-wave formation and
subsequent release of biomarkers of myocardial necrosis. Patients who met the following criteria
were excluded: (a) age younger than 18 or older than 80 yr old; (b) history of primary thyroid
disease; (c) chronic use of corticosteroids; (d) chronic renal failure requiring hemodialysis; (e)
severe hepatic insufficiency, defined as class C category in Child-Pugh score or a score > 15 in
the Model for End-Stage Liver Disease; (e) severe immunosuppression, defined as marrow or
solid organ transplantation, severe leukopenia (white blood cell count <1000/mm3), hematologic
malignancy and immunodeficiency syndromes; (f) pregnant women or women undergoing estro-
progestinic therapy. Ten healthy subjects were included for baseline comparison of oxidative
stress measurements.

The study was approved by the Ethics Committee. A written informed consent before

randomization was obtained from each patient.

Study protocol

Study participants were randomly assigned to the use of NAC or placebo on the basis of a
random number generator. Patients selected for the intervention group received five doses of
1200 mg of NAC by intravenous route, the first dose being administered prior to cardiac
catheterization and every 12 hours for 48 hours after the procedure (total dose 6000 mg). This

protocol was similar to studies that evaluated the use of NAC for the prevention of contrast-
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induced nephropathy in patients with AMI, with no significant adverse effects (20, 21). Patients
randomized to the control group received the same amount (12 mL) of normal saline
intravenous, every 12 hours, for 48 hours. All other aspects of patient care were carried out at the

discretion of the treating clinicians.

Laboratory Measurements

Venous blood samples were obtained at admission, in the 6th, 12th, 48th hours and on
the 5th day or before hospital discharge, if this occurs before the 5th day, for thyroid hormones,
oxidative stress and inflammatory markers evaluation. Measurements of T3, T4, FT4 and TSH
were performed by electrochemiluminescent immunoassay (ADVIA Centaur XP — Siemmens).
Measurement of rT3 was performed by radioimmunoassay. Carbonyl content and total
antioxidant capacity (TAS) were measured in serum for assessment of oxidative stress and
response to treatment with NAC. For carbonyl measurement, duplicate aliquots of plasma
(containing approximately 0.3 mg of protein) of each sample were incubated with 500 mL of 10
Mm 2.4-dinitrophenylhydrazine or 1.0 mL of 2 M HCI (blank tube). After 30 min, 250 mL of
50% trichloroacetic acid was added. The samples were centrifuged at 8,000 g for 30 min to
obtain the protein pellets, which were immediately washed with ethanol-ethyl acetate 1:1 (v/v).
The final protein pellets were diluted in 500 uL of 8 M urea buffer and incubated at 50°C for 90
min. The difference between the DNPH-treated and HClI-treated samples (blank) was used to
calculate the carbonyl content determined at 370nm [30]. Carbonyl (CO) content was calculated
using the millimolar absorption coefficient of hydrazone (€370 nm = 21,000000 M21 cm21), and
the results were expressed in nmol of carbonyl /mg protein which was evaluated by the Bradford
method. The quantitative determination of the total antioxidant status in serum was performed
using the RANDOX (County Antrim, UK) kit at 600 nm. Briefly, 2,2'-azino diethyl-
benzothiazoline sulfonic acid is incubated with a peroxidase and H202 to generate the cation
2,2'-azino diethyl-benzothiazoline sulfonic acid +, a relatively stable blue compound. The
antioxidants present in the sample inhibit this reaction, producing a decrease in the color

intensity, which is proportional to the total antioxidant concentration.

Outcome measures
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The primary outcome measure was the variation in plasma thyroid hormones. Secondary

outcome measure was reduction in markers of oxidative stress.

Statistical Analysis

The study was originally designed to enroll 68 patients. On the basis of previous data,
sample size was calculated to provide a statistical power of 90% to detect an absolute difference
between the two groups of 20% in T3 levels, assuming a two-sided alpha level of less than 0.05.
Categorical data are presented as frequencies and their differences were analyzed using the 2 or
Fisher's exact test. Quantitative data with normal distribution are presented as mean + SD, and
their differences were analyzed using the Student's t test. Nonparametric variables are presented
as median % interquartile range (P25-P75) and analyzed by Mann-Whitney's U test or repeated-
measures ANOVA. Outcomes were analyzed according to the intention-to-treat principle. Within
each group, changes (A) in oxidative markers were calculated by subtracting the baseline values
from the values measured after the intervention. Between-group differences were calculated by
subtracting the change observed in the NAC group from the change observed in the placebo

group. A P < 0.05 was considered significant.

RESULTS
Patients

Participants were recruited during the period of July 2011 to September 2012. Eighty-
three patients were assessed for eligibility. Thirteen patients met exclusion criteria (4 patients
presented renal failure, 7 presented thyroid disease and 2, immunossupression) and 2 patients
were unwilling to provide consent. Thus, 68 patients were randomly assigned to one of the two
treatment groups: 34 to NAC treatment and 34 to placebo. One patient in the placebo group was
lost during initial evaluation. Therefore, study data comprehended 67 patients (Figure 1). The
baseline characteristics and thyroid hormone serum levels at admission did not differ between
the groups (Table 1). Mean age was 57.2 + 9 years and 78% of the patients were men. Clinical
parameters related to the acute myocardial infarction were similar between groups, with a mean
time from symptoms onset to diagnosis of 6.3 + 3 hours and a predominance of low risk patients
with a TIMI (Thrombolysis In Myocardial Infarction) risk score for ST-elevation < 3 in 53% of

patients.
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NAC prevents the decrease in serum T3 levels

When compared to baseline, the levels of serum T3 decreased in the placebo group at 6h
(98.6+21.8 vs. 88.6+21.7 mcg/dL p=0.001) and 12h (98.6+21.8 vs. 86.8+20.7 mcg/dL p=0.001)
of follow up, as expected for the NTIS. Interestingly, the T3 descendent curve was attenuated at
6h (100.4+16.6 vs. 94.18+18.8 mcg/dL p=0.08) and 12h (100.4+16.6 vs. 97+20.1 mcg/dL
p=0.396) in NAC-treated patients (Figure 1A). Similar serum T3 levels were observed in both
groups at 48hs and on the 5th day of randomization (Figure 1A). Serum FT4 levels were similar
at baseline (1.12+0.3 vs. 1.1+0.22 mcg/dL p=0.77). Interestingly, although not significant, the
levels of FT4 were slightly augmented in the NAC group at 6h (1.11+0.21 vs. 1.25+0.29 mcg/dL
p=0.06) and 12h (1.16£0.2 vs. 1.27+£0.24 mcg/dL p=0.056). No differences were observed in the
FT4 levels at 48h (1.12+0.21 vs. 1.13£0.20 mcg/dL p=0.8) (Figure 1B).

Serum levels of rT3 are diminished in NAC-treated patients

Levels of rT3 were elevated at baseline in both groups when compared to healthy
subjects. In the control group, rT3 levels were persistently elevated from baseline (55.22+18.1
vs. 57.5+18 vs. 58.4+25.8 vs. 48.5+25.8 ng/dL baseline, 6, 12 and 48h respectively, p=0.75,
Figure 1C). Interestingly, in the NAC group, the levels of rT3 diminished in a time dependent
fashion (52.67+16.1 vs. 43.8+23 vs. 33.7+11.8 vs. 29+7.4 ng/dL, baseline, 6, 12 and 48h
respectively, p=0.003; Figure 1C). When comparing both groups at 6, 12 and 48h, we observed
that the levels of serum rT3 in the NAC group were diminished in the follow-up at 6h (57.5+18
vs. 43.8£23.2 mcg/dL p=0.09 and highly reduced at 12h of follow up (58.4+25.9 vs. 33.7£11.8
mcg/dL p=0.003); (Figure 1C). Levels of rT3 remained diminished in the NAC group at 48h of
follow up (48.52+25.8 vs. 29.02+7.5 mcg/dL p=0.05).

NAC treatment does not interfere with the central feedback mechanism

Serum TSH levels shown an elevation at 48 hours when compared to baseline. Levels of
TSH increased from baseline in the control group (1.6£1.2 vs. 2.5+2 vs. 3.9£2.43 mcU/ml at
baseline, 48h and on the 5™ day, p>0.05) and also in the NAC group (1.6621.25 vs. 2.3+1.5 vs.
4+2.6 mcU/ml at baseline, 48h and on the 5" day, p>0.05). Interestingly, values were virtually

identical between the two groups (Figure 1D), further suggesting that the observed NTIS
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alterations in the acute phase of myocardial infarction occurred primarily in the peripheral

thyroid hormone metabolism.

NAC administration restores the oxidative parameters in acute myocardial infarction patients

Total antioxidant status (TAS) were lower in both control and NAC-treated groups
when compared with healthy subjects (1.8£0.29 vs 1.64+0.74 vs 2.9+0.04 mmol/mg.prot,
respectively, p=0.0002). After 6h, however, TAS was higher in the NAC group (2.08+0.07 vs
2.85+0.47 mmol/mg.prot p=0.008) as well as in 12h (1.78+0.32 vs 2.27+0.7 mmol/mg.prot
p=0.03).

We also measured total carbonyl content, a parameter of protein oxidation. Although
both groups were similar at baseline, carbonyl content were higher in both control and NAC
groups than in healthy subjects (1.32+0.5 vs 1.4+0.74 vs 0.49+£0.29 nmol/mg.prot, respectively,
p=0.01). However at 6h (1.34+0.7 vs 0.6£0.3 nmol/mg.prot, p=0.0002) and 12h (1.3+0.6 vs
0.78+£0.34 nmol/mg.prot, p=0.004), total carbonyl content was lower in the NAC group than in
controls. Interestingly, at 48h the NAC group remained with the lower levels of carbonyl
content (0.85+0.6 vs 0.48+0.3 nmol/mg.prot, p=0.03).

Discussion

The present study is the first clinical trial designed to investigate the effect of NAC on the
correction of acute NTIS. Here, we demonstrated that the administration of NAC can prevent the
characteristic thyroidal hormone alterations of NTIS, probably through the improvement of
oxidative stress parameters in patients with acute myocardium infarction.

NTIS encompasses a number of changes in thyroid hormone physiology, among them,
the most striking alterations are the low T3 and high rT3 levels observed in a variety of illness
situations. The decrease in circulating T3 levels reflects the severity of illness and inversely
correlates with mortality (22). Oxidative stress, due to augmented ROS or reactive nitrogen
species (RNS) generation is observed in many diseases that are associated with NTIS (23).
Patients usually have reduced plasma and intracellular levels of antioxidant scavenging
molecules, including GSH, as well as decreased activity of the antioxidant enzymatic system
involved in ROS detoxification (24).
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Despite the importance of thyroid hormones homeostasis for cardiac function and the
poor prognosis associated with NTIS in patients with ischemic heart disease, hormonal treatment
has never been tested on humans after acute myocardial infarction. The experience with hormone
replacement in other cardiac pathologies is controversial. Studies in patients undergoing cardiac
surgery and in patients with severe congestive heart failure have demonstrated hemodynamic
benefit, with reduced need for inotropic agents (25-30). Critics to the research methods and the
lack of benefit in the long-term outcomes associated with possible complications, such as
increased myocardial demand, arrhythmias and suppression of the hypothalamic-pituitary-
thyroid axis, make these treatments await further studies. In this context, a better understanding
of the physiopathological changes that occur in acute illness and the development of therapies
addressing causative factors would be advisable.

In NTIS patients, the serum T3 levels present a characteristic early decline after the
onset of a severe physical stress. Indeed, these alterations are observed from the first hours of the
disease and are among of the last to recover (31-33). In accordance with previous studies that
have described changes in circulating thyroid hormone levels in patients with acute myocardial
infarction (34-36), we showed that these patients presented a decrease in T3 circulating levels
already observed in the 6™ hour of onset of disease, which was attenuated in the NAC-treated
group. This observation has a potential clinical relevance, since low T3 levels are a marker of
poor outcome in acute and long term regarding cardiovascular events (6, 37). The preserved T3
levels could contribute to myocardial recovery. In fact, several studies with experimental rat
models using cardiac cells and isolated perfused hearts have shown that thyroid hormones
promoted cell growth, differentiation and increased cardiac myocites survival upon stress (38-
41). Other studies using human ventricular tissue from failling hearts also showed that normal
thyroid hormone levels in the ischemic myocardium were able to prevent the fetal-like pattern of
contractile proteins expression, normalize ventricular wall tension, and optimize cardiac chamber
geometry (42-44). Moreover, recent studies demonstrated that T3 also has the ability to predict
survival in critical ill patients (45-46). A prospective observational study involving 480
unselected intensive care unit (ICU) patients conducted to assess the prognostic value of the
thyroid hormonal panel demonstrated that FT3 was the most powerful and the only independent
predictor of ICU mortality (22).
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Here we have also observed that the rT3 levels were augmented from the first hours of
acute myocardial infarction. Interestingly, as observed with T3, the treatment with NAC was able
to reverse the hormonal alterations seen in patients with acute myocardial infarction, with an
observed decrease in rT3 levels in the NAC treated group from the 12" hour. Not only the fall on
T3 but also the rise on rT3 circulating levels that occurs uniformly in sick patients as a mark of
NTIS is attributed, at least in part, to changes in the peripheral metabolism of thyroid hormones,
more specifically, to the alterations on deiodinase function. Indeed, previous studies performed
with critically ill patients demonstrated a down-regulation of the hepatic D1 activity as well as an
induction in liver and skeletal muscle D3 activity. These alterations were correlated with the
diminished serum T3 and the augmented rT3 levels (47-49).

Since there is an important differentiation between a theoretical lack of T4 to be activated
into T3 and a derangement in the T4-to T3 activation process, another point of concern here was
the circulating FT4 levels. As we have demonstrated, FT4 serum levels were in the normal range
at baseline and in all measures with no difference found between the groups. These observations
corroborate the idea that the most probable mechanism responsible for acute NTIS is indeed the
impaired T3 peripheral conversion and not the reduction in T4 availability (50).

Previous studies performed in rat models have shown that the administration of the
endotoxin lipopolysaccharide (LPS), which has been used as a model for acute infection and
induction of NTIS, selectively upregulated D2 activity in the mediobasal hypothalamus, causing
local thyrotoxicosis (51). The local increased production of T3 could then lead to an inhibition of
TRH gene expression, thereby contributing to the phenomenon of central down-regulation of the
HPT axis associated with NTIS in animal models (51). Here we observed that the TSH levels
were within the normal range from baseline to the 5t day of disease evolution, corroborating the
concept that, at least in the first hours/days of acute myocardial infarction, the predominant
derangement found in NTIS is within the peripheral metabolism. Importantly, our results also
demonstrate that NAC did not interfered with central feedback, as TSH levels were similar in
both groups. Moreover, both groups of patients showed a rise in TSH in the 5t day, which is in
accordance with the idea that the regulation of neuroendocrine feedback control could be a
marker of recovery from acute illness (49,52).

We have recently shown that changes in the intracellular redox state, as observed in

critically ill patients, could derange the thyroid hormone economy through direct altering the

45



T3/T4 activation/inactivation mechanism (15, 53). In that culture cell model, the observed
alterations in thyroid hormone metabolism were prevented by NAC, an antioxidant that increases
intracellular glutathione levels and restores the redox equilibrium. Here we show that the
carbonyl content, a marker of protein oxidative stress, was elevated at baseline in all AMI
patients. However, those patients who received NAC had a reduction in the carbonyl content to
levels similar to those of healthy volunteers, suggesting a protection against protein oxidative
damage. Moreover, total antioxidant status (TAS) in the AMI patients of the NAC group was
similar to healthy subjects, whereas diminished levels were observed in patients who did not
received NAC. These results demonstrates that the oxidative stress alteration occurred early in
the course of AMI and were paralleled, in a timely fashion, with thyroid hormone alterations,
suggesting that, at least in the acute phase of myocardial infarction, oxidative stress plays a
pivotal role in NTIS pathophysiology.

In vitro studies have shown that both ROS and tissue hypothyroidism mediate
myocardial injury secondary to ischemia and reperfusion, since ROS can act both directly, by
damaging DNA, proteins and cell membranes, and indirectly, by induction of cellular apoptosis
and necrotic cardiomyocyte autophagy (54, 55). Additionally, oxidative stress activates
fibrogenic pathways that favor adverse ventricular remodeling and cardiac dysfunction (56, 57).
Although there is compelling evidence that ROS are implicated in cardiac injury and
development of heart failure, the use of antioxidant therapy for ischemic cardiovascular disease
have produced controversial results so far. In a small study including 30 patients with acute
myocardial infarction, the use of NAC as adjunctive therapy reduced oxidative stress markers
and improved left ventricular function (58). However, in a clinical trial that evaluated 251
patients undergoing PCI, the use of NAC consistently reduced oxidative stress markers, although
no clinical benefit was found with respect to myocardial reperfusion injury and contrast induced
nephropathy (21). Potential reasons to these results could be related to the fact that doses, timing
and duration of therapy are not yet established and that the treatment with a specific antioxidant
may not suppress oxidative stress due to the redundant sources of ROS production. Our study
was limited to the effect of NAC on the thyroid hormone economy and it was not designed to
evaluate the clinical response to the use of NAC, as our population had low risk for

complications and was followed for a short term.
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Taken together, our results suggest that thyroid hormone alterations observed on AMI

patients are mainly due to peripheral metabolism derangements and that NAC was able to

prevent these alterations, advocating an unambiguous role for oxidative stress in the NTIS

pathophysiology. Nevertheless, whether these findings are of clinical significance regarding

heart tissue recovery and patient survival remains to be elucidated.
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Table 1: Clinical Characteristics of Study Population

NAC (n=34) PLACEBO (n=33) p

Sex (Yomasculine) 80 75 0.56

Hypertension (%) 66 64 0.6

Heart Failure (%) 6.6 9 0.67

Time of presentation (hs) 5.7+2.9 6.5+2.9 0.29

TIMI 0-3 (%) 53 53% 0.99

T4 (mcg/dL) 7.4+1.9 7.4+1.4 0.21

TSH (mcU/mL) 1.621.2 1.5+1.1 0.82
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83 patients
recruited

13 patients were excluded
4 had renal failure
7 had thyroid disease
2 had imunossupression

70 were eligible

consent

2 patients declined study

68 were enrolled
and underwent
randomization

34 randomized to
NAC treatment

34 randomized to
placebo treatment

34 were included in
primary analysis

1 patient died less
than 6 hours after
randomization

33 were included in
primary analysis

Figure 1: CONSORT diagram depicting subject flow
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Figure 2: Thyroid hormone level profile in the study groups. NAC abolishes the T3 descend (A) while diminishes
rT3 levels (B). FT4 levels were slightly higher in the NAC group (C). TSH levels remained virtually unchanged in
both groups (D).
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Figure 3: Oxidative stress markers in the study groups. NAC restored TAS levels to values similar to healthy
individuals (A) and reduced protein carbonyl content from the sixth hour onwards
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