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RESUMO
O hipertireoidismo € uma patologia que exerce importante influéncia
sobre o0 sistema cardiovascular. Frente a concentracdes elevadas de
hormonios tiredideos, a taxa metabdlica basal é intensificada, juntamente com
0 consumo de oxigénio. Como resultado destas alteracdes, a producéo de
espécies reativas pode ser incrementada. Em conjunto, estas alteracdes

acarretam mudancas morfolégicas funcionais e bioquimicas no tecido cardiaco.

O tecido cardiaco pode ter sua massa muscular aumentada em resposta
a intensa sintese protéica e concomitante hiperestimulacdo do sistema nervoso
simpatico. Estes fatores podem ser 0os possiveis mecanismos que explicam a
associacdo entre o estado hipertireoideo e o desenvolvimento de hipertrofia

cardiaca.

Neste estudo, avaliamos a influéncia do aumento das concentracfes de
espécies reativas de oxigénio sobre o imunoconteddo das proteinas de manejo

do célcio no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.

Para isto, foram utilizados ratos Wistar machos, pesando cerca de 220g,
divididos em 4 grupos experimentais: Controle, Vitamina C(100mg/Kg/dia, 28
dias, via sonda intragastrica), T4 (0,8mg/rato/dia, 28 dias) e T4+Vitamina C.
Foram avaliados a massa cardiaca, a expressao protéica de SERCA e PLB, a
concentragdo total de espécies reativas, os metabdlitos de 6xido nitrico e o
perfil antioxidante(glutarredoxina, tiorredoxina redutase e glicose-6-fosfato-

desidrogenase) no tecido cardiaco.



A hipertrofia no ventriculo esquerdo e a concentracdo de espécies
reativas totais foram atenuados no grupo T4+Vitamina C. Os niveis de
tiorredoxina apresentaram elevagdo no grupo T4, quando comparados ao
grupo controle. A razdo calculada a partir da expresséo protéica de SERCA e
PLB esteve aumentava no grupo hipertireoideo, contudo nao apresentou

aumento significativo no grupo hipertireoideo que recebeu vitamina C.

Os resultados obtidos sugerem que o estado redox gera importante
impacto sobre a expressdo das proteinas de manejo do célcio e, por

conseguinte, a capacidade de contracéo e relaxamento cardiaco.

Palavras-chave: proteinas de manejo do calcio, tiorredoxina,
glutarredoxina, hipertrofia cardiaca, espécies ativas de oxigénio, hormonios da

tiredide.



ABSTRACT

Hyperthyroidism is a condition that has a major impact on the
cardiovascular system. When there are high concentrations of thyroid hormones
the basal metabolic rate is enhanced, together with oxygen consumption. As a
result of these changes, the production of reactive species can be increased.
Together, these alterations cause functional morphological and biochemical

changes in cardiac tissue.

The cardiac tissue may have its mass increased in response to intense
protein synthesis and concomitant hyper stimulation of the sympathetic nervous
system. These factors can be the possible mechanisms that explain the
association between hyperthyroid state and the development of cardiac

hypertrophy.

In this study, we evaluated the influence of increased concentrations of
reactive oxygen species on the immunocontent of calcium handling proteins in

the development of cardiac hypertrophy.

For this purpose, male Wistar rats were used , weighing about 220g were
divided into 4 groups: control , Vitamin C ( 100mg/kg/d 28 days , intragastric
probe ), T4 (0.8 mg/ rat / day , 28 days ) and T4 + Vitamin C. cardiac mass,
the protein expression of SERCA and PLB , the total concentration of reactive
species , nitric oxide metabolites and antioxidant profile ( glutaredoxin ,
thioredoxin reductase and glucose - 6 -phosphate dehydrogenase were

evaluated ) in cardiac tissue .



The hypertrophy of the left ventricle and the total concentration of
reactive species were attenuated in group T4 + Vitamin C. The levels of
thioredoxin significantly increased in the T4 group compared to the control
group . The ratio calculated from the protein expression of SERCA and PLB
was increased in hyperthyroid group, however no significant increase in the

hyperthyroid group receiving vitamin C.

The results suggest that the redox state creates significant impact on the
expression of proteins calcium handling and therefore the ability of cardiac

contraction and relaxation.

Keywords: calcium handling proteins , thioredoxin , glutaredoxin , cardiac
hypertrophy , reactive oxygen species , thyroid hormones



1. INTRODUCAO

1.1. Hormonios da Tiredide

A tiredide atua como uma das principais glandulas reguladoras do
organismo. Ela é responsavel pela producdo e liberacdo de 3 importantes
hormoénios:Triiodotironina(T3), Tiroxina(T4) e Calcitonina. Os dois primeiros
influenciam o crescimento tecidual e o metabolismo basal de praticamente
todos os sistemas, enquanto o Ultimo atua sob o metabolismo do célcio

(VIGUERIE; LANGIN, 2003).

T3 e T4 sdo produzidos nos foliculos da tiredide. Essas estruturas séo
compostas por tireogobulina, molécula glicoproteica extensa, que quando sofre
iodetacdo em seus residuos de tirosina forma a monoiodotirosina (MIT) e a
diiodotirosina (DIT). Os hormdnios T3 e T4 sédo formados como resultado do
acoplamento de MIT e DIT e dois DIT, respectivamente. Apos o acoplamento
dessas moléculas, ocorre a clivagem das porcdes acopladas da molécula de

tireoglobulina, para que entéo ocorra a secre¢cao (GUYTON e HALL, 2011).

A tiredide secreta 90% de T4 e 10% de T3. Sugere-se que essa relacado
na producao de T3 e T4 ocorra em virtude das diferencas no tempo de acéo e
potencia de cada hormdnio. A baixa proporcdo de T3 secretado estaria
relacionada ao seu tempo de acdo e a potencia de sua acdo, sendo
considerada trés vezes maior, quando comparada ao tempo de agao e potencia
apresentada pelo T4. Dessa forma, a manutencdo de menores concentracoes
de T3 é uma medida de controle de seus efeitos. Quando ha necessidade de

aumento da concentracdo deste hormonio, a disponibilizacao rapida do T3 se



da via conversdo do T4 em T3, pelas deiodinases, potencializando efeitos em

termos de impacto e tempo (Mc PHEARSON e PINCUS, 2011).

O controle da producdo e liberagdo dos horménios da tireoide (HT)
depende, inicialmente, de outro horménio produzido no hipotalamo chamado
hormonio liberador de tireotrofinas (TRH) que estimula adeno-hipofise a liberar
hormoénio estimulador da tireoide (TSH). O TSH tem por fungcédo estimular a
tireoide que, por fim, secreta T3 e T4. O controle da liberacdo e producéo
destes hormoénios ocorre por retroalimentagcédo negativa, com acao de T3 e T4,
sob o hipotalamo. Ao entrar na célula, T4 € convertido em T3, por acdo da

enzima deiodinase tipo 1, presente nos tecidos periféricos(YEN et al, 2001).

Dois mecanismos distintos sédo responsaveis pelos efeitos dos
horménios da tiredide: mecanismos gendnicos e nao-gendémicos. No primeiro, 0
receptor nuclear de horménios da tireoide (TR) liga-se ao T3 mediando suas
atividades bioldgicas, atuando como fator de transcricdo na regulacdo da
expressdo génica (SHEUE-YANN et al, 2010; KLEIN e DANSI, 2007). No
segundo, a formacdo do complexo horménio-receptor ocorre ha membrana
celular, podendo ativar cascatas de sinalizacao celular e influenciar a atividade

mitocondrial e de canais ibnicos (HIROI et al, 2006).

As acbes dos HT dividem-se em dois tipos: acdes de crescimento e
desenvolvimento e acdes metabdlicas. Os efeitos destes hormdnios
relacionados ao desenvolvimento e crescimento, seriam resultado da
modulagdo de fatores de crescimento, como somatomedinas, fator de
crescimento nervoso e fator de crescimento epidérmico, que estariam

associados aos efeitos dos hormoénios da tiredide sob a maturagéo do sistema



nervoso, e desenvolvimento epidérmico. E sabido que estes hormonios podem
ainda estimular, por vias gendmicas, a sintese de horménio do crescimento e
potencializar a estimulagdo de somatomedinas, bem como seus efeitos

anabdlicos (FISHER el at, 1982).

Além dos efeitos troficos, os hormonios da tiredide, atuam sob o
metabolismo de diferentes tecidos, regulando tanto consumo quanto sintese
energética. As concentracbes plasmaticas de horménios da tiredide
influenciam, fortemente, o metabolismo intermediario. Tal acdo é resultado da
influéncia sob o metabolismo dos macronutrientes. Os horménios da tiredide
podem estimular o transporte de glicose, por via dependente de insulina,
aumentando a gliconeogénese e glicogendlise. Do mesmo modo, T3 pode
gerar aumento da concentracdo plasmatica de &cidos graxos livres por
estimular a mobilizacdo de gorduras (CHAUHAN, 2008). Os hormonios
tireoideos podem modular ainda o consumo de ATP, situacdo bem ilustrada
pelo hipertireoidismo. Nesta doenca o aumento do consumo de oxigénio

promove um aumento na sintese e consumo de ATP (CHAUHAN, 2008).

No sistema cardiovascular, os horménios da tiredide atuam por
intermédio de multiplos mecanismos. A acdo gendmica de T3 via ligacdo
horménio-receptor nuclear resulta no controle de genes cardiacos. Contudo,
trabalhos recentes postulam que os hormoénios tirebideos também exerceriam
importante capacidade regulatéria através de vias extra nucleares de rapida
responsividade ao T4, alterando ndo apenas a expressao, mas também a
atividade de Proteinas de Manejo do Calcio (PORTMAN, 2008; DAVIS e

DAVIS, 2002).



1.2. Hipertireoidismo

O hipertireodismo € o resultado da secrecédo em demasia de T3 e T4. O
aumento da concentracdo desses horménios leva a elevacdo do consumo de
oxigénio e mudancas morfo-funcionais de diferentes 6rgdos. Este conjunto de
alteracbes geradas recebe o nome de hipertireoidismo. A perda de peso,
intolerancia ao calor e taquicardia compfe sintomatologia classica desta
disfuncdo (KLEIN e OJAMA, 2001). As principais causas associadas ao
estabelecimento desta disfuncdo relacionam — se a Doenca de Graves,
condicdo em que os receptores de TSH presentes na tireoide sdo atacados por
anticorpos, hiperestimulando a sintese e secrecdo de hormoénios tiredideos

(ROBBINS et al, 2005).

O sistema cardiovascular sofre grande influéncia dos horménios da
tiredide, ocasionando efeitos proeminentes, como taquicardia e reducdo da
resisténcia vascular periférica. Dentre os efeitos supracitados, os dois Ultimos
estdo associados a sobrecarga de pressdo e volume (OSMAN et al, 2007).A
sobrecarga caracteristica desta disfuncdo conduz a alteragcbes moleculares e
celulares, que culminam na alteracdo tanto do tamanho, quanto do forma
cardiaco. Tais eventos representam uma estratégia compensatéria, em que se
estabelece um aumento da massa muscular cardiaca, via aumento do niamero
de miofibrilas e mitocbéndrias, esta Ultima atuando como fator que intensifica o
aporte de ATP, de modo que o maior niumero de miofibrilas possuira energia,
conferindo assim maior capacidade contratil cardiaca. Dessa forma, o coracéo
€ capaz de desenvolver forca suficiente para sobrepor-se a carga intensificada

sob o ventriculo esquerdo, em razéo do hipertireoidismo (HU et al, 2005).



A hipertrofia cardiaca é uma caracteristica integrante do remodelamento,
podendo ser classificada em dois tipos, sendo esses diferenciados pelos
padrdes que exibem. A hipertrofia fisiolégica € o resultado de incremento
transitério de sobrecarga hemodindmica, presente em situages como o
periodo gestacional e as respostas resultantes da pratica regular de atividade
fisica. Em situacbes em que a sobrecarga hemodinadmica é mantida, como na
hipertenséo arterial, a hipertrofia é classificada como patolégica. A hipertrofia
patolégica € a evolugdo da resposta inicialmente adaptativa, que mantida
culmina na dilatacdo da camara cardiaca e culmina no prejuizo a funcéo

contrétil (CARRENO et al, 2006).

Acredita-se que o a hipertrofia cardiaca, caracteristica proeminente em
modelos experimentais hipertireoideos, possua origem multifatorial. Tal
consideracdo origina-se do conhecimento que a administracdo de tiroxina
altera a dinamica de diferentes sistemas (HU et al, 2005). Postula-se que
efeitos extranucleares também impactariam de modo importante no
estabelecimento da hipertrofia cardiaca em resposta ao hipertireoidismo, uma
vez que o desequilibrio redox, caracteristico desta condicdo, induz a ativacéo
de cascatas de sinalizacdo redox-sensiveis que conduzem a um quadro de

hipertrofia cardiaca descompensada (FERNANDES et al, 2011).

A literatura indica que concentracfes elevadas de T3 estariam
associadas a alteracdes nas proteinas de manejo do calcio em modelos
experimentais de hipertireoidismo (KETZER et al, 2009). A literatura sugere
que o aumento do metabolismo basal estaria associado as alteracdes na

expressdo de proteinas como Fosfolambam (PLB), Ca*ATPase do Reticulo



Sarcoplasmético (SERCA) e os Receptores de Rianodina (RyR) (CLAPHAM,

2007).

1.3. Proteinas de Manejo do Calcio

O célcio (Ca*®) desempenha importante papel no controle da atividade
cardiaca, uma vez que atua diretamente sobre a atividade contratil. A
homeostase do Ca*? confere equilibrio ao sistema de contracdo e relaxamento
muscular (SMITH et al, 2008). Para que as concentracdes ideais de Ca*? sejam
mantidas, a liberacéo e a retirada de Ca*? do citosol é controlada por proteinas
de membrana, dentre as quais podemos destacar a Ca* ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), a fosfolamban (PLB) e os receptores de rianodina

(RyR) (SMITH et al, 2008).

Estas proteinas atuam a partir do potencial de acdo, desencadeado no
inicio do acoplamento excitacdo — contracdo, que promove 0 aumento inicial da
concentracdo intracelular de Ca*? através da abertura de canais de Ca*? tipo —
L. Esta pequena elevacdo nas concentracdes de calcio intracelular atua como
um gatilho que intensifica a liberacdo de Ca*® do reticulo sarcoplasmatico
através da ativacdo dos receptores de rianodina. O RyR sdo canais ion
seletivos presentes na membrana do reticulo sarcoplasmatico que, quando
fosforilados, liberam Ca™ para o citosol, possibilitando a contracdo da
musculatura (SCOOTE; WILLIAMS, 2002). O relaxamento, por sua vez, €
resultado da recaptacdo de Ca*? para o reticulo sarcoplasmatico mediada pela
da SERCA. Essa recaptacao, contudo, depende do estado da fosfolambam,
uma vez que esta, em seu estado basal, reduz a afinidade de SERCA por Ca*.

Em seu estado fosforilado, a inibicdo exercida pela fosfolambam sobre a

10



SERCA é atenuada, favorecendo a recaptacdo de Ca™ para o RS

(PERIASAMY et al, 2008).

A literatura indica que estas proteinas sofrem alteracdo em suas funcdes
quando h& aumento na liberacao de horménios tireoideanos (CARR; KRANIAS,
2002). De acordo com Bahaa et al (2000), o hipertireoidismo, interfere em vias
de manutencdo da atividade cardiaca normal, gerando efeito inotrépico
positivo. O aumento da contratilidade frente a elevacdo dos niveis de T3 e T4
vem sendo associado a upregulation da SERCA concomitante a
downregulation da PLB (CARR; KRANIAS, 2002). Com isso, acredita-se que
variacdes de concentracdo de calcio, fator determinante na caracterizacao dos
pardmetros contrateis cardiacos, dependem de uma relacdo muito proxima
entre as concentracgdes proteicas de SERCA e PLB. Variag0es da relacéo entre
estas proteinas estariam fortemente associadas a alteracdes nas

concentracfes séricas de horménios tiredideos (PERISIAMY et al, 2007).

Adicionalmente a modulacdo das proteinas de manejo do calcio, os
horménios da tiredide podem estimular o sistema B—adrenérgico. A ativacao
simpatica parecer ser um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo (DASH et al, 2001). Estudos
indicam que o ambiente pro—oxidante, presente no hipertireoidismo, também
seria um dos fatores associados ao desenvolvimento da hipertrofia cardiaca,
dado sua capacidade de interferir na sinalizacao intracelular (SAWYER et al,
2002). A disfuncéo contratil presente na insuficiéncia cardiaca, estagio final da
hipertrofia cardiaca patologica, tem sido intimamente relacionada a modulacéo

redox.
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Além das vias classicas de ativacdo, postula-se que espécies ativas de
oxigénio podem modular diretamente moléculas como a Proteina cinase
A(PKA), Proteina cinase C(PKC) e a Proteina cinase Il dependente de
Célcio/Calmodulina(CaMKIl),  sabidamente  envolvidas em  diversos
mecanismos regulatérios das proteinas de manejo do célcio. Tal funcéo redox
poderia ser considerada um mecanismo de ativagao alternativa destas cinases.
Como consequéncia, a oxidagcao e ativacdo de CaMKIl, em resposta a
elevadas concentragcbes de espécies ativas de oxigénio, favorece o
prolongamento de potenciais de ac¢do, aumentando a entrada de calcio. A
elevacdo das concentracBes citosdlicas de calcio, associadas a disfungéo
induzida por espécies reativas presente no reticulo sarcoplasmético, conduzem
ao acumulo de calcio intracelular, prejudicando a contratilidade e gerando

arritmias (WAGNER et al, 2013).

Neste contexto, a ruptura do equilibrio redox seria responsavel pela
alteracdo das vias de sinalizacao intracelular e expressdo das proteinas de
manejo do célcio. Em resposta a esta condicao, a intensificacdo da sintese de
proteinas e o aumento do volume dos cardiomiécitos conduziria a hipertrofia da

musculatura cardiaca (KAHALY e DILLMAN, 2003).

1.4. Espécies reativas

A homeostase do corpo humano consiste em um equilibrio dinamico,
estabelecido pelas diversas reacdes quimicas que compde 0s organismos
vivos. Todas essas reagdes geram produtos que podem seguir duas rotas

diferentes: incorporagdo a outras reacdes metabdlicas, sendo reaproveitados;
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ou descarte, uma vez que seu acumulo pode causar prejuizo para as funcdes

celulares normais (SCHRODER, 2008).

Dentre as diversas reagfes que compde nosso metabolismo, a cadeia
respiratéria juntamente com a fosforilagdo oxidativa destacam-se por seu papel
essencial na geragcdo de energia para o organismo, na forma de ATP. As
reacbes que compde essa via metabdlica ocorrem na mitocondria,
particularmente em suas membranas. Além do ATP, outros metabdlitos,
derivados do oxigénio, sado produtos destas reacdes, como 0 Oxigénio

molecular (RIEGEL, 2012).

A estrutura birradicalar do oxigénio, a primeira vista pouco nociva, em
funcdo de sua baixa reatividade, torna-se potencialmente perigosa por sua
capacidade de formar derivados de alta capacidade oxidante, que podem
desestabilizar outras moléculas, por sua alta reatividade, como carboidratos,
lipideos, DNA entre outros. O potencial oxidante é resultado de sua tendéncia
ao recebimento de um elétron por vez, caracteristica que favorece a formacao
de diferentes compostos reativos, as espécies ativas de oxigénio (EAO)

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985).

A expressdo EAO se refere a compostos que derivam principalmente de
oxigénio e podem gerar diversos produtos resultantes da reducdo do oxigénio,
por meio de diferentes reacdes. Estas espécies incluem nédo s6 moléculas com
alto potencial reativo, mas também os radicais livres (RL), estruturas quimicas
gue possuem um ou mais elétrons desemparelhados em seu ultimo orbital

eletrébnico (HALLIWELL; GUTTERDGE, 1985). Dentre as principais EAO a
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serem citadas, podemos destacar o anion superéxido (0O,7), o perdxido de

hidrogénio (H>O-) e o radical hidroxil (OH).

O anion superoéxido (O2) é composto a partir de reagfes que adicionam
um elétron ao oxigénio molecular. Isso pode ocorrer por diferentes vias
(VALKO et al, 2007). A reacao entre o O," e a enzima superéxido dismutase

(SOD) gera, como produto, o H,O, (BRAND et al, 2004).

O H,0, é uma molécula cujo tempo de meia vida é relativamente longa.
Possui facilidade de atravessar membranas lipidicas, o0 que aumenta sua
capacidade de dispersdo e formacdo de metabolitos téxicos (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997). Frente a ions metalicos, como o ferroso ou cuprico, 0
H,O, integra a reacdo que da origem ao OH’, a reacdo de Fenton. Além desta
reacdo, o OH’ pode ser também produzido pela reacdo de Wabber-Weiss, onde

o H,0, interage diretamente com O, (HALLIWELL; GUTTERDGE, 1985).

O OH’ é conceituado como uma EAO secundaria. E freqgiientemente
descrito como a EAO de maior potencial deletério, uma vez que se trata de
uma espécie bastante agressiva ao organismo e nao possui um antioxidante
especifico. Apesar do curto tempo de vida, consegue reagir rapidamente com
moléculas bioldgicas préximas, sendo responsavel por uma vasta gama de
efeitos nocivos,como peroxidacao lipidica (DROGE, 2002). A lipoperoxidagéo,
por exemplo, € resultado da ac¢do do radical hidroxil sobre as membranas
lipidicas. As ligaghes insaturadas existentes nos acidos graxos sofrem
rearranjo molecular. Este arranjo determina uma maior suscetibilidade ao
ataque de espécies reativas, propagando lipoperoxidagdo em uma reacado em

cadeia (HALLIWELL; GUTTERDGE, 1985).
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Além das espécies ativas derivadas de oxigénio existem ainda aquelas
que derivam do nitrogénio. Estes compostos sdo conhecidos como espécies
reativas de nitrogénio (ERN). O éxido nitrico, é uma importante ERN, produzida
pela 6xido nitrico sintase (NOS), enzima responsavel pela conversao da L-
arginina em L-citrulina e NO. A regulacdo da atividade enzimética da NOS é
efetuada por cofatores, moléculas sinalizadoras e citocinas que integram a
produgcédo de NO em diferentes sistemas, como o cardiovascular, nervoso e o
imunologico (WANG et al, 2007). Na vasculatura, o NO atua como Fator
Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF) promovendo a vasodilatacdo e o
relaxamento do tdnus vascular. Sua producdo neste sistema pode ser
desencadeada pelo estresse de cisalhamento (shear stress) ou aumento do
fluxo de sangue, o que resulta no relaxamento do tonus do vaso. No sistema
imunoldgico, o NO é produzido e liberado por células como neutréfilos e
macréfagos ativados frente a diferentes patdgenos (BODGAN, 2001; NEUZIL
et al, 1997). Apesar de desempenhar funcdes benéficas, a capacidade do NO
de reagir facilmente com o O, produzindo peroxinitrito (ONOQO") faz com que
esta molécula integre um grupo de moléculas de potencial deletério (PACHER

et al, 2007).

1.5. Defesas Antioxidantes

Considerando que aproximadamente 5% do oxigénio consumido para
formacao de energia é transformado em EAO, e que elas podem interagir com
NO e seus derivados, foi preciso que 0s organismos aerobios desenvolvessem
um ambiente redutor intracelular na prevencdo de danos causados por tais
espécies. Essa capacidade redutora celular deve-se a acdo de compostos

antioxidantes, moléculas capazes de neutralizar a acdo das EAO levando a
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formacdo de produtos menos toxicos. Esses compostos podem ser
classificados em dois grupos: antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

(SIES, 1997).

Dentre os antioxidantes enzimaticos, podemos destacar a superéxido
dismutase (SOD), que atua como primeira linha de defesa antioxidante. Sua
funcdo é catalisar a reacdo entre dois radicais superéxido O2-" gerados na
primeira etapa da reducdo monovalente do oxigénio, formando H,O, (TSUTSUI
et al, 2001). A catalase (CAT), assim como a glutationa peroxidase (GPx),
catalisa a reducao de peréxido de hidrogénio, diminuindo a formacédo de OH". A
glutationa redutase (GR), por sua vez, € responsavel pela reciclagem do
dissulfeto de glutationa (GSSG) em sua forma reduzida (GSH) (TSUITSUI et al,

2001).

Existem ainda antioxidantes enziméticos que integram o0 grupo de
oxirredutases, encontradas em diversas porcdes das células. Esse grupo de
enzimas contém um sitio ativo com dois residuos de cisteina, que
desempenham importante papel na regulacdo redox. Sua agdo consiste na
reducdo de ligacdes dissulfeto, o que as torna oxidadas, formando um
dissulfeto em seu sitio ativo. Posteriormente, estas enzimas sao reduzidas por
suas respectivas redutases (HOLMGREN et al, 2008). Pode-se destacar as
integrantes da superfamilia tiorredoxina-tiorredoxina redutase (TRx) e
glutarredoxina (GLRXx). A literatura indica que a TRx possui importante papel no
controle da apoptose, regulagao do Fator Nuclear KB (NF-KB) e modulador da
sinalizacdo redox, estando esta ultima associada a upregulation de TRx frente

a altas concentracfes de substancias estressoras. A maior expressado desta
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enzima, nestas condicbes, pode ser considerada um mecanismo de

sobrevivéncia e regeneracao celular.

Associado ao sistema cardiovascular, o sistema TRx é entendido como
um possivel foco terapéutico no combate a hipertrofia cardiaca, uma vez que
animais transgénicos apresentando expressao diminuida da TRx apresentaram
maiores concentracdes de espécies reativas e estabelecimento de hipertrofia
cardiaca significativa, quando comparado ao grupo controle ndo transgénicos
(YAMAMOTO et al, 2003). Em animais jovens infartados, com expressao
pronunciada de TRX, a area de infarto foi menor do que aquela apresentada
pelos animais controle com expressao normal da mesma enzima (PEREZ et al,
2013). A super expressao de tiorredoxina em camundongos, apresentou efeitos
cardioprotetores em modelo experimental de hipertrofia cardiaca induzida por
angiotensina Il e hipertensdo e diminuiu lesdes ateroscleroticas

(HANSCHMANN et al, 2013).

A Glutarredoxina (GLRx), também conhecida como tioltransferase, é
uma pequena proteina oxirredutase de baixo peso molecular (12KDa), com
estrutura contendo dois residuos de cisteina no sitio ativo, assim como a TRX,
gue podem formar tanto um ditiol (quando reduzido) ou um dissulfeto (quando
oxidado) (HANSCHMANN et al, 2013). Sua capacidade de retornar ao estado
reduzido deve-se aos componentes do sistema GLRX, que incluem a GR, a
GSH e o NADPH. A GLRx utiliza a GSH no seu mecanismo enzimatico frente
as agressdes causadas pelo aumento da concentragdo de EAO, ndo sO
reduzindo o dano oxidativo, mas também modulando diferentes vias de
sinalizacdo redox. Murata et al (2003) sugerem que essas caracteristicas

justificariam sua acdo como agente anti-apoptético, uma vez que a GLRX
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estaria associada a ativacdo de Akt e, consequentemente, inducdo de vias de
sobrevivéncia a ela associadas. Postula-se que, em tecido cardiaco, a GLRx
tenha papel importante na prevencao da hipertrofia cardiaca, uma vez que
animais transgénicos com expressao diminuida de GLRx apresentaram indices
hipertréficos exacerbados em modelo de sobrecarga de pressdo (CHA et al,

2008).

A Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase (G6PD) € uma enzima chave na via
das pentoses, também considerada essencial ao controle do potencial redutor
intracelular. Sua influéncia sob o estado redox da célula origina-se da relacdo
entre a intensificacdo de sua expresséo e o incremento dos niveis de GSH em
células animais. Tal influéncia parte de sua capacidade de geracdo de NADPH,
uma vez que tanto os sistemas GSH quanto o sistema TRx sao recuperados
pelo NADPH, podendo assim continuar atuando sobre espécies reativas

(WANG et al, 2007).

Além dos antioxidantes enzimaticos, 0S organismos possuem
substancias organicas que, em baixas concentracdes, atuam em diferentes
processos metabdlicos sem, contudo, representar fonte de energia. Tratam-se
das vitaminas, dentre elas tais como a vitamina E (a-tocoferol) e C (acido
ascorbico). A vitamina E é composta por oito moléculas lipofilicas, sendo quatro
tocoterodis e quatro tocotrienos. O a-tocoferol é a forma de vitamina E presente
em maior quantidade no plasma, onde apresenta alta atividade biologica. Sua
atividade antioxidante esta relacionada a capacidade scavenger de radicais
peroxil, uma vez que vitamina E interage com este radical, blogueando

propagacédo da lipoperoxidagdo. Somado a isso, a vitamina E pode ser
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reciclada a sua forma inicial ndo oxidada, via agdo de outros antioxidantes,

como a vitamina C (VARDI, 2013).

A vitamina C, por sua vez, € uma molécula pertencente ao grupo das
lactonas, que ndo é sintetizada em humanos devido a auséncia de
gulonolactona oxidase, enzima essencial para formacao do acido ascorbico. A
vitamina C é considerada um antioxidante por sua capacidade de doar dois
elétrons a partir da liga dupla existente entre o segundo e o terceiro carbono da
molécula. Com isso, reduz outros compostos e torna-se oxidada, gerando o
acido semi-dehidroascorbico ou radical ascorbil. Este ultimo apresenta relativa
estabilidade e baixa reatividade, propriedade quimica que, quando comparada
a agentes oxidantes mais potentes, torna sua acao antioxidante conveniente
(RIEGEL, 2012). Somado a isso, 0 ascorbil e o acido dehidroascorbico sédo
moléculas passiveis de reducgéo, via diferentes sistemas enzimaticos, como a
glutationa e a glutarredoxina, por exemplo, (PADAYATTY e LEVINE, 2003). No
sistema cardiovascular, acredita-se que a vitamina C possa prover efeitos
citoprotetores diretos e indiretos. Sua acdo direta seria resultado de sua
influéncia sob a interacdo entre NO e EAO, resultando em vasodilatacdo e
melhora na reatividade vascular. Indiretamente, a vitamina C auxiliaria o
controle da lipoperoxidacdo, uma vez que desempenha importante papel na
reciclagem da vitamina E (PADYATTY e LEVINE, 2000). Em trabalho recente,
Hafez e Tousson (2014) observaram a interacdo da vitamina C na hipertrofia
cardiaca induzida pelo hipertireoidismo. Os animais pertencentes aos grupos
tratados com vitamina C durante a administracdo de T3, assim como 0S
animais que receberam vitamina C somente apds a conclusédo da inducdo do

hipertireoidismo apresentaram nao apenas reducdo significativa nos
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parametros hipertréficos, como também apresentaram reducéo significativa dos

niveis de hormonios tireoideos.

Em condigbes fisiologicas, as concentracdes de espécies reativas sdo
mantidas dentro de uma faixa de variacdo que ndo acarreta prejuizos. Essa
faixa de variagdo € controlada por acdo de agentes antioxidantes, que
neutralizam concentracdes suprafisiolégicas destas espécies. Contudo, se a
producdo de moléculas pré-oxidantes ocorrer de modo que as reservas
antioxidantes ndo consigam restabelecer as concentracdes destas espécies de
volta a faixa de variacdo normal, ocorre a ruptura do equilibrio redox. Este

desequilibrio é conceituado como estresse oxidativo (KOHEN, 2002).

1.6. Hipertireodismo, proteinas de manejo do calcio, hipertrofia
cardiaca, espécies reativas e antioxidantes
O crescimento do tecido cardiaco ap0s 0 nascimento € resultado do
aumento do tamanho de cardiomiocitos, conhecido como hipertrofia,
consequéncia da resposta a fatores mecanicos e hormonais. O
estabelecimento da hipertrofia cardiaca, contudo, também pode ocorrer em
resposta a variadas patologias, sendo acompanhado de deterioracao funcional,
bem como alteracdes morfologicas (SADOSHIMA e AGO, 2006). Alteracdes
morfolégicas como a fibrose e a apoptose, podem gerar o remodelamento
ventricular. Inicialmente, este remodelamento pode ser uma resposta
adaptativa a um evento fisiolégico, como a manutencdo da funcdo cardiaca.
Contudo, o remodelamento continuo inclui ndo somente alteragdes estruturais,
como também alteragbes no uso de combustiveis energéticos, caracterizado

com remodelamento metabdlico. Freqientemente, estas alteragbes conduzem
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a desfechos patolégicos, como a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (IKEUCHI

et al, 2004).

Concentragbes séricas elevadas de horménios associados ao
crescimento e desenvolvimento, como no hipertireoidismo, estariam associados
ao estabelecimento da hipertrofia cardiaca. Acredita-se que o incremento no
metabolismo basal, com consequente elevacdo do consumo de oxigénio altere
as vias de sinalizacdo celulares cardiacas, por intensificar a producdo de
espécies reativas de oxigénio. Apesar da presenca de concentracdes baixas de
EAO serem consideradas importantes na manutencdo da sinalizacdo das
funcBes fisioldgicas normais, altas concentracbes de EAO sdo consideradas
prejudiciais as fungbes celulares. Estudos apontam importante papel das EAO
tanto no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, quanto na transicdo da
hipertrofia cardiaca compensada para insuficiéncia cardiaca (SADOSHIMA e

AGO, 2006).

Entre as diferentes vias de sinalizacdo estudadas com o objetivo de
elucidar os mecanismos que conduzem ao aumento da massa cardiaca
presente no hipertireoidismo, podemos destacar aquelas associadas as
proteinas de manejo do calcio. Estas proteinas tém sido apontadas como
possiveis moléculas influenciadas pelas alteracdes redox instauradas em
resposta ao aumento da liberacdo de horménios tiredideos. (CARR; KRANIAS,

2002).

De acordo com Joulin et al (2009), a expressao reduzida de SERCA

estaria relacionada a alteracdes na relacdo forca/frequéncia cardiaca. Além
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disso, radicais hidroxil apresentaram capacidade de desnaturar SERCA, por

atacar diretamente o sitio de ligagcdo com ATP (XU et al, 1997).

Contudo, estudos indicam que tecidos com alta atividade metabdlica,
como o coragao, apresentam expresséo intensificada de oxirredutases, como a
tiorredoxina e a glutarredoxina, em resposta a elevacdo nas concentracdes de
EAO. Animais knockout para tiorredoxina redutase, portadores de
cardiomiopatia dilatada fatal morreram logo apds o nascimento, sugerindo que
a remocao de EAO por esta enzima é fator critico na manutencdo da

integridade celular (CONRAD et al, 2004).

Além da tiorredoxina, animais knockout para glutarredoxina apresentam
maiores areas de infarto, enquanto o grupo com super expressdo de
glutarredoxina apresentou inibicdo da hipertrofia cardiaca induzida por

tratamento com endotelina-1 e fenilefrina (CHA et al, 2008).

Além do componente enzimatico antioxidante, a vitamina C também
apresenta papel importante associado a melhora da hipertrofia cardiaca. Hafez
e Tousson (2014) demonstram que 0s grupos hipertireoideos que receberam
acido ascorbico durante ou ap6s o tratamento com T3 obtiveram reducéo

significativa de indicadores de hipertrofia cardiaca.

Considerando todos os fatores supracitados, é importante entender
como o estado redox, presente no hipertireoidismo, pode interferir na
expressdo das proteinas de manejo o célcio bem como estabelecimento da

hipertrofia cardiaca.
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2. HIPOTESE

O hipertireoidismo promove um aumento na producdo das espécies
ativas de oxigénio, que alteram o estado redox celular, modulando, deste
modo, a expressao de proteinas de manejo do calcio, tais como a SERCA e a

PLB.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o papel do estresse oxidativo cardiaco sobre as proteinas de
manejo do calcio em ratos com hipertrofia cardiaca, induzida por

hipertireoidismo croénico, tratados com um antioxidante classico (vitamina C).

Objetivos Especificos

o Determinar a concentracao sérica dos hormdnios tireoidianos nos
grupos experimentais;

. Estimar a hipertrofia cardiaca nos diferentes grupos experimentais

o Avaliar a expressao proteica de SERCA, PLB no tecido cardiaco
dos diferentes grupos experimentais;

. Analisar o papel das espécies ativas de oxigénio através da
medida da concentracédo total de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no
tecido cardiaco dos grupos experimentais;

. Analisar o estado redox através da atividade e expressao da
Glutarredoxina,

o Determinar a atividade de Tiorredoxina reductase e Glicose - 6 —

fosfato — desidrogenase no tecido cardiaco dos grupos experimentais.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso médio de 200 +
20gramas. Os animais foram provenientes do Centro de Reproducéo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Durante o
periodo de tratamento (28 dias), os animais foram alojados no Biotério Setorial
do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) no Departamento de
Farmacologia da UFRGS, sendo mantidos em caixas plasticas de270 x 260 x
310 mm, com quatro ratos cada, com o assoalho recoberto com maravalha.
Receberam alimentacdo e agua a vontade e foram mantidos sob periodos de

12 horas luz/ 12 horas escuro, sob temperatura de 22°C.

4.2. Considerac6es Eticas

O projeto foi encaminhado & Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo que os
experimentos foram iniciados somente apds sua aprovacdo. Todos 0s
procedimentos desse estudo estdo de acordo com a Lei 11.794 (08.10.2008),
que estabelece normas para a Pratica Didatica - Cientifica da Vivisseccdo de
animais; dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal, formulados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal; assim como aquelas contidas
nos Principios Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomédica
envolvendo Animais provenientes do Council for International Organizations of

Medical Science (CIOMS) (Goldim, 1997). Os experimentos referentes a este
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projeto caracterizam um grau moderado de severidade considerando os tipos
de tratamento aplicados aos componentes dos grupos experimentais. O projeto

foi aprovado pelo comité de ética sob o nimero 21616.

4.3. Grupos Experimentais

Foram utilizados quatro grupos experimentais (n = total de), sendo eles:

» Controle: animais que receberédo apenas o veiculo da tiroxina.

* Vitamina C: animais que receberdo vitamina C e veiculo da tiroxina

* Hipertireoideo: animais que serdo submetidos a ingestao de tiroxina.

* Hipertireoideo + Vitamina C: animais que serdo submetidos a ingestao

de tiroxina, concomitante ao tratamento com vitamina C.

4.4. Sequéncia Experimental

O desenvolvimento do protocolo experimental foi realizado através da
indugc&do ao hipertireoidismo, seguido concomitantemente do tratamento com
vitamina C. Ap0s o término do tratamento, os animais foram eutanasiados
através da decapitacdo por guilhotinamento. A partir disso, foi coletado o
sangue troncular e o tecido cardiaco para realizar as medidas propostas. A
sequéncia experimental estd descrita em detalhes a seguir:

O hipertireoidismo foi induzido através da administragdo de L-tiroxina
(T4) durante quatro semanas (ARAUJO et al.,2006). Os grupos vitamina C e
Hipertireoideo+vitamina C foram tratados com vitamina C, administrada por via

intragastrica (HEUSCH et al., 2010). O seguimento do protocolo experimental
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deu-se ao final dos 28 dias de tratamento, com a eutanasia dos animais pela
decapitacdo por guilhotinamento. Subsequentemente a este processo, 0
sangue troncular foi coletado (aproximadamente 1,5 mL) para analise dos
hormoénios tireoidianos, a fim de confirmar o estabelecimento do
hipertireoidismo. Foram retirados destes animais, 0os coracdes para as medidas
bioguimicas de estresse oxidativo e da expresséo da glutarredoxina, SERCA e

fosfolambam.

4.5. Inducédo ao Hipertireoidismo e Tratamento com Vitamina C

O hipertireoidismo crénico foi induzido mediante administracdo de L-
tiroxina(0,15uM) -12mg T4 dissolvido em aproximadamente 10 mL de Tris/Na
OH (0,1 M) para um volume final de um litro de &gua ad libitum durante quatro
semanas, na agua de beber oferecida aos ratos (LADENSON et al.,1986;
MIRANDA, 1997). O grupo hipertireoideo + Vitamina C foi tratado com vitamina
C administrada (100mg/Kg/dia em agua) por via intragastrica, concomitante ao

tratamento com L-tiroxina (HEUSCH et al., 2010).

4.6. Morte dos animais, coleta de sangue e retirada do tecido
cardiaco

Os animais foram mortos através da decapitacdo por guilhotinamento.
Em seguida, foi realizada a coleta de sangue do tronco dos animais
decapitados (volume de aproximadamente 1,5 mL) com heparina. O sangue
coletado foi centrifugado por 10 minutos a 1000 X g em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o plasma separado e congelado em freezer a -

80°C para dosagens de hormoénios tireoidianos.O coragdo foi retirado, os
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ventriculos separados e pesados imediatamente apds a coleta e congelados

em freezer a -80°C para analises bioquimicas e de expresséo de proteinas.

4.7. Dosagem Hormonal

Para dosar os horménios T3 e T4 foi utlizada a metodologia
dequimiluminescéncia por imunoensaio competitivo (FERREIRA; AVILA,

2001).0s resultados foram expressos em ng/dL.

4.8. Hipertrofia Cardiaca e Morfometria Cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca foi calculado pela razdo do peso em
grama de tecido cardiaco pelo peso corporal dos animais, ao final do

experimento, multiplicado por mil (HU et al., 2005).

4.9. Preparo do Homogeneizado de Tecido Cardiaco

Para as analises de atividade enzimatica e quantificacdo de proteinas
presentes em tecido cardiaco, uma fatia do coracédo foi adicionada a uma
solucdo contendo KCI 1,15%(5mL/g de tecido) e de fluoreto de fenil metil
sulfonil (PMSF), na concentracdo de 100mmol/L em isopropanol (10uL/mL de
KCI adicionado). O PMSF inibe a acdo de proteases, contendo assim a
degradacdo enzimatica. A solug¢do contendo tecido cardiaco, KCl e PMSF foi
homogeneizada por 40 segundos em Ultra-Turrax. Em seguida, o0
homogeneizado foi centrifugado por 20 minutos a 1000g em uma centrifuga
refrigerada (Sorvall RC5B — Rotor SM 24) e o sobrenadante foi aliquotado e
armazenado em freezer a -80°C, para analises posteriores (LLESUY et al,

1985).
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4.10. Quantificacao de Proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, em 1951, que utiliza como padrdao uma solugédo de albumina
bovina na concentracdo de 1 mg/mL. A medida foi efetuada em
espectrofotometro a 625 nm e os resultados expressos em mg/mL

(LOWRY,1951).

4.11. Detecgao de Radicais Livres Totais pelo 2’-7’-
dichlorofluorescein diacetate(DCFH-DA)

O contetdo de DCF foi medido no homogeneizado, ap6s incubacéo,
como um meio de estimar a concentracdo total de espécies reativas (Lebel,
1992). DCFH-DA é desacetilado a DCFH que, entdo, € oxidado por espécies
reativas intracelulares formando um composto de alta fluorescéncia, o DCF.
Para o célculo dos resultados é feita uma curva padrdo com DCF, estes

expressos em pmol/mg de proteina (LEBEL et al., 1992).

4.12. Avaliagéo da atividade de Glutarredoxina

Para avaliar a atividade de glutarredoxina foi utilizado o protocolo
estabelecido por Holmgren e Aslund (1995). A glutationa reduzida foi
adicionada o hidroximetildisulfito em 100 mM de tamp&o Tris/HCL (pH
7,8)contendo 1mM de EDTA, sendo incubada por 2 minutos. Apds este
procedimento, uma pequena aliquota da amostra foi adicionada reagindo coma
mistura pelo préximo minuto. A quantidade de GSSG produzida sera medida
partir da adicdo de NADPH e glutationa redutase de levedura a 340 nm. A

atividade é expressa em mmol/mg de proteina(HOLMGREN & ASLUND, 1995).
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4.13. Atividade da enzima Tiorredoxina Redutase

A atividade da Tiorredoxina Redutase foi mensurada a partir da redugéo
do composto 5’5-ditiobis (&cido 2-nitrobenzdéico) (DTNB) a TNB, que apresenta
cor amarela, podendo ser detectado via espectrofotometria a 412nm. Para isto,
foi preparado um meio de reagcao neutro(pH 7,0) contendo DTNB (72nmol/L),
NADPH (47nmol/L) e EDTA (200mmol/L), onde a reacéo foi medida durante um
minuto. Cada unidade de tiorredoxina corresponde a 1umol de TNB formado
por minuto. Os dados foram expressos em U/min/mg de

proteina(HOLMEGREN e BJORNSTEDT, 1995).

4.14. Glicose - 6 - fosfato desidrogenase

A medida da Glicose 6 fosfato desidrogenase foi executada a partir do
meétodo de Leong e Clark (1984) onde ocorre a reacdo entre mistura de 1 mL
da solucdo composta por 100 mmol/L Tris—HCI pH 7.5, 10 mmol/L MgCI2,
0.5mmol/L NADP e a amostra apos a adicdo de 1mmol/L de G6PDH, sendo
esta reacdo avaliada em espectrofotdbmetro a 340nm. Uma unidade de

G6PDHcorresponde a 1mmol de substrato U/mg de proteina.

4.15. Analise da expresséo de proteinas pela técnica de Western Blot

Para a identificacdo da proteina, as amostras de tecido foram
descongeladas em tampé&o Tris-EDTA gelado (Tris HClI 100 mol/L, EDTA
5mol/L, pH=7.4) e homogeneizadas usando um homogeneizador Politron em
quatro pulsos de 10 segundos com intervalo de 10 segundos. Foi adicionado
ao tampéao, fluoreto de fenilmetilsulfonila (20 pmol/L), para prevenir a

degradacédo proteica. As concentragcdes de proteina foram analisadas e
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utilizadas para normalizar a quantidade de proteina. Quarenta microgramas de
proteina foram expostas a eletroforese em gel monodimensional de dodecil
sulfato de sédio poliacrilamida(SDS-PAGE) em um sistema descontinuo
usando 15% (p/v) de gel separador e 5% (w/v) de gel fixador (LAEMMLI, 1970).
As proteinas separadas foram transferidas através de eletroforese para
membranas usandotampédo Tween modificado, contendo Tris 20 mol/L, glicina
150 mol/L, metanol20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH= 8,3) em uma unidade de
transferéncia Bio-Rad resfriada. Apds, os sitios de proteinas inespecificas
foram bloqueados através de 1h de incubacdo em solucdo bloqueadora (5%
(p/v) de leite desnatado) em tampdao Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. ApdOs o
bloqueio, as membranas de NC foram incubadas por, no minimo, 16h a 4°C,
sob agitacdo constante, com o0s anticorpos de interesse especificos para:
SERCA2, PLB,PLB - fosforilada, glutarredoxina. Apds a incubacdo, as
membranas foram lavadas com TTBS (3 lavagens de 10 minutos cada) e entao
incubadas com o segundo anticorpo por 1 hora.Apos a incubagdo com o
segundo anticorpo, as membranas foram lavadas novamente com TTBS (3
lavagens de 10 minutos cada). Finalmente, as membranas foram incubadas
com solucdo para quimiluminescéncia (ECL) por 1min.ApGs a incubacdo com
solugdo para quimiluminescéncia, as membranas de NC foram colocadas em
contato com o filme fotografico (GE Healthcare®)durante 30 a 120 segundos.
Para revelacao, o filme foi colocado na solucéo reveladora por 1 min; lavado
com acido acético e colocado por mais 1 min na solucéo fixadora. Todos o0s
procedimentos de revelacdo foram realizados em uma cémara escura. A
densidade 6ptica das bandas foi mensurada por um sistema de processamento

de imagem. A densitometria obtida para as bandas das proteinas estudadas foi

31



corrigida pela banda da B-tubulina, sendo os resultados obtidos expressos em

unidades arbitrarias.

4.16. Nitritos Totais

A concentracdo de nitritos foi determinada no plasma, de acordo com a
técnica descrita por Granger e colaboradores (1999). Para converter nitrito a
nitrato, as amostras foram incubadas com cofatores enzimaticos a nitrato
redutase. A reacdo foi finalizada pela adicdo do reagente de Griess. A

coloracao final foi detectada por espectrofotometria a 542nm.

4.17. Andlise Estatistica e Calculo Amostral

O tamanho da amostra para a analise da expressao protéica, da analise
da morfologia do tecido cardiaco e da avaliacdo do estresse oxidativo foi
calculado através do programa PEPI 3, utilizando-se dados de estudos prévios
realizados pelo nosso laboratério (ARAUJO et al., 2008, ARAUJO et al., 2010).
Com base nos resultados das analises, foram calculadas as médias, 0s
desvios-padréo para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados. Foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA) de uma via
complementada com o teste de Student- Newmann-Keuls(SNK). Considerando
a presenca do tratamento com L-tiroxina e a administracdo de vitamina C, a
escolha de ANOVA de uma via pode parecer equivocada. Contudo, o objetivo
deste trabalho prima pela observacao da possivel influéncia de uma ambiente
pré-oxidante, carateristico do hipertireoidismo sobre as proteinas de manejo do
calcio. A utilizacdo de acido ascorbico, neste estudo, visa observar apenas se o
padrao de resposta das alteracdes associadas ao estresse oxidativo sobre as

proteinas de manejo de calcio seriam afetadas frente a um incremento nas
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reservas antioxidantes, de modo a reforcar ou refutar nossa hipétese. Além
disso, em trabalho de mestrado de outro integrante deste grupo de pesquisa
(BARALDI et al, 2013) esta analise estatistica também foi utilizada, uma vez
que o desenho experimental apresentou semelhancas estruturais as aqui
apresentadas. Para tais analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad

Prism 5.
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5. RESULTADOS

Os resultados apresentados neste trabalho sédo referentes a média +
desvio padrdo da média de cada parametro analisado nos diferentes grupos
amostrais. A variacdo do peso corporal dos animais foi analisada ao longo do
experimento. No plasma sanguineo, foram analisados os horménios T3 e T4,
indicadores do funcionamento da tire6ide. No tecido cardiaco, foram analisadas
as amostras de ventriculo esquerdo. Nele, foi determinada a concentracéo total
de espécies ativas de oxigénio e nitrogénio, através da medida do DCF-DA,
juntamente com as defesas antioxidantes enzimaticas(atividade das enzimas
glutarredoxina, tiorredoxinaredutase e G6PDH). O imunoconteudo da SERCA,
PLB e Glutarredoxina foram medidos neste tecido através da técnica de

Western Blot.
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5.1. Medida de peso corporal dos animais
O peso dos animais nédo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Os

resultados séo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Peso dos animais em gramas. Os valores representam médiatdesvio
padrdo n= total de 7-8 animais por grupo. As médias foram analisadas por

ANOVA de uma via complementada com o teste SNK (p<0,05).
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5.2. Concentracao sérica de Triiodotironina(T3)

A concentracdo sérica de T3 apresentou aumento significativo no grupo
T4+Vitamina C (~119,97%) em relacdo ao grupo Vitamina C (p<0,05). N&o
houve diferenca significativa quando comparados os grupos Controle “versus”
Vitamina C, assim como também ndo foi observada diferenca significativa
quando comparados os grupos T4 “versus” T4 + Vitamina C. Os resultados séo

apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Concentracdo sérica de Triiodotironina (T3). Os valores representam
médiatdesvio padrdo, n= total de 4-6 animais por grupo. Os resultados foram
analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste SNK.
b-diferenca significativa em relagdo ao grupo Vitamina C (p<0,05)
c-diferenca significativa em relacéo ao grupo T4 (p<0,05)
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5.3. Concentracao sérica de Tiroxina (T4)

A concentracdo sérica do grupo T4 apresentou aumento significativo
(~218%) quando comparado ao grupo Controle. O grupo T4 também
apresentou aumento significativo (~473%) em relacdo ao grupo Vitamina C
(p<0,05). Nao houve diferenca significativa quando comparados 0S grupos
Controle “versus” Vitamina C, assim como também nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos T4 “versus” T4 + Vitamina C. Os resultados s&o

apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Concentracdo sérica de Tiroxina(T4). Os valores representam
médiatdesvio padrdo n = total de 4-6 animais por grupo. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste SNK.
a-diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle (p<0,05)

b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C(p<0,05)
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5.4. indice de hipertrofia cardiaca

O peso absoluto do coragédo (em gramas) em relagcdo ao peso corporal
dos animais foi maior no grupo T4(~23%) quando comparado ao grupo
controle. O grupo T4 também apresentou elevagdo significativa no indice de
hipertrofia cardiaca em relacdo ao grupo Vitamina C(~24%). O grupo
T4+Vitamina C apresentou elevacéo significativa em relagdo ao grupo Vitamina
C(~18%) (P<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos controle
“versus” Vitamina C, tampouco entre os grupos T4 “versus” T4+Vitamina C. Os

resultados séo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. indice de hipertrofia cardiaca dos animais em gramas. Valores
representam médiatdesvio padrédo n= total de 6-8 animais por grupo. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste SNK.
a-diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle (P<0,05).

b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C (P<0,05).
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5.5. indice de hipertrofia do ventriculo esquerdo

Os resultados apresentaram elevacao significativa no grupo T4 em
comparacdo ao grupo controle (~17%). O grupo T4 apresentou também
elevacdo (~23%) em relacdo ao grupo Vitamina C (P<0,05). Nado houve
diferenga significativa quando comparados os grupos controle “versus” T4 +

Vitamina C. Os resultados sé&o apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Relacdo ventriculo esquerdo/peso corporal em gramas. Valores
representam médiatdesvio padrdo n= total de 6-8 animais por grupo. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via complementada como teste de SNK.
a-diferenca significativa em relacdo aos grupos controle (P<0,05).

b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C (P<0,05).
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5.6. Razdo PLB/SERCA

A razdo PLB/SERCA apresentou-se elevada no grupo T4 (~381%) em
relacdo ao grupo controle. N&o houve diferenca significativa quando
comparados os grupos controle “versus” Vitamina C, tampouco entre os grupos
T4 “versus” T4+Vitamina C. Também n&o foi observada diferenca entre o grupo
T4+vitamina C e o grupo controle ou na comparacdo entre O grupo
T4+Vitamina C e o grupo Vitamina C. Os resultados sdo apresentados na
Figura 6. Controle Vit.C T4 T4+Vit.C
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Figura 6. Razdo PLB/SERCA. Valores representam médiatdesvio padrdo n=
total de 3-4 animais por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de uma
via complementada como teste de SNK.

a-diferenca significativa em relagdo aos grupos controle (P<0,05).
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5.7. Nivel total de espécies reativas (DCFH-DA)

A concentracdo das espécies reativas no grupo T4 apresentou aumento
significativo (~41%) quando comparada a concentracdo presente no grupo
controle. O grupo T4 também apresentou aumento significativo quando
comparado ao grupo Vitamina C (~34%). A concentracdo destas espécies no
grupo T4+Vitamina C apresentou reducdo (~27%) significativa quando
comparados em relacdo ao grupo T4 (p<0,05). N&o houve diferenca
significativa entre os grupos controle e vitamina C, assim como também néao foi
observada diferenca significativa entre o grupo T4+Vitamina C, quando
comparado ao grupo controle. Nao foram observadas diferencas entre os
grupos T4+Vitamina C e Vitamina C. Os resultados sdo apresentados na

Figura 7.
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Figura 7. Nivel total de espécies reativas. Valores representam médiatdesvio
padrdo n= total de 5-8 animais por grupo. Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK.

a-diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle (p<0,05)
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b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C(p<0,05)

c-diferenca significativa em relacdo ao grupo T4(p<0,05)

5.8. Concentracado de Nitritos Totais

Os resultados apresentaram aumento significativa na comparagao entre
0s grupos T4 (~50%) quando comparados ao grupo Controle. Foi observada
elevagao significativa no grupo T4 + Vitamina C (~39%) em comparacao ao
grupo controle (p<0,05). Nao houve diferenca significativa quando comparados
os grupos Controle “versus” Vitamina C, assim como também ndo foram
observadas diferencas entre os grupos T4 e T4+Vitamina C. Os resultados sao

apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Concentracdo de Nitritos Totais em mM de NO2-. Valores
representam médiatdesvio padrédo n= total de 5-8 animais por grupo. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK
(p<0,05).

a-diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle(p<0,05)
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5.9. Atividade da Glutarredoxina

A atividade enziméatica da Glutarredoxina no grupo Vitamina C
apresentou aumento significativo (~71%), quando comparada com a atividade
de glutarredoxina do grupo controle. Foi observada reducdo significativa da
atividade desta enzima no grupo T4(~53%) em relacdo ao grupo Vitamina C.
Também foi observada reducao significativa no grupo T4+Vitamina C(~47%)
em relacéo ao grupo Vitamina C(P<0,05). Os resultados sédo apresentados Na
Figura 9.
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Figura 9. Atividade da Glutarredoxina em mmoles/mg de proteina.Valores
representam médiatdesvio padréo n= total de 5-8 animais por grupo. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK

(p<0,05).

a-diferenca  significativa em relacdo ao grupo Controle(p<0,05)

b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C(p<0,05)
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5.10. Imunocontetdo da Glutarredoxina

Os resultados apresentaram elevacao significativa no grupo T4(~420%)
em comparacao ao grupo Controle. Também foi observado aumento no grupo
T4+Vitamina C(~320%) quando comparado ao grupo controle (P<0,05). N&o
houve diferenga significativa entre os grupos T4 “versus” T4 + Vitamina C. Nao
houve diferenca significativa quando comparados os grupos Controle “versus”

Vitamina C. Os resultados séo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Imunoconteddo de Glutarredoxina. Valores representam
meédiatdesvio padrdo n= total de 3-4 animais por grupo. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK

(P<0,05).

a-diferenca significativa entre em relagéo ao grupo controle(P<0,05).
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5.11. Atividade da Tiorredoxina Redutase

Os resultados apresentaram aumento significativo na atividade da
tiorredoxina redutase do grupo T4(~74%) em comparacao aos grupos Controle.
Foi observado também aumento da atividade enzimatica no grupo T4(~53%)
quando comparado ao grupo Vitamina C (P<0,05). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos T4 “versus” T4 + Vitamina C. Nao houve diferenca
significativa quando comparados os grupos Controle “versus” Vitamina C.
Também nao foi possivel observar diferenca entre o grupo T4+Vitamina C e 0
grupo controle, tampouco houve diferengca entre o grupo T4+Vitamina C e o

grupo Vitamina C. Os resultados sdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Atividade da Tiorredoxina Redutase. Valores representam
médiatdesvio padrdo n=total de 3-4 animais por grupo. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK.
a-diferenca  significativa em relacdo ao grupo Controle(p<0,05)

b-diferenca significativa em relagéo ao grupo Vitamina C(p<0,05)
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5.12. Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase

A atividade de Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase nao apresentou
diferenca estatistica entre nenhum dos grupos estudados. Os resultados sao

apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Atividade da Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase. Valores representam
médiatdesvio padrdo n= total de 3-4 animais por grupo. Os dados foram

analisados por ANOVA de uma via complementada com o teste de SNK

(p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi enfocada a relacéo entre as proteinas de manejo
do célcio e o papel das espécies reativas no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca induzida pelo hipertireoidismo. Inicialmente, foi observado um
aumento significativo na razdo PLB/SERCA no grupo T4. Em segundo lugar, foi
verificado o aumento da concentracdo de espécies reativas totais e metabdlitos
de NO no grupo T4. Além disso, este mesmo grupo alteracdo no padréo da

atividade antioxidante, em resposta ao insulto oxidativo.

Os animais foram induzidos ao hipertireoidismo através da
administracdo de L-Tiroxina. Esse procedimento foi escolhido por ser um
protocolo bem estabelecido em nosso grupo de pesquisa. Apdés quatro
semanas de tratamento, as concentracdes séricas de triiodotironina(T3) e
Tiroxina(T4), medidas por quimiluminescéncia, apresentaram aumento
significativo nos grupos tratados em relagdo aos grupos controle,
caracterizando, dessa forma, a condicdo hormonal de hipertireoidismo em ratos
Wistar. Esses resultados correlacionam-se adequadamente com outros ja
apresentados por nosso grupo de pesquisa (ARAUJO et al, 2006). O peso
corporal dos animais ndo variou entre 0s grupos, ap0s quatro semanas de
tratamento. A literatura apresenta diferentes resultados associados a esta
variavel, em animais hipertireoideos comparados a seus respectivos grupos
controles. Aragao et al (2007), ndo observou diferenca entre o peso corporal
entre 0os animais hipertireoideos e hipotireoideos. Outros trabalhos indicam que
animais hipertireoideos podem apresentar reducao do peso durante 28 dias de

tratamento (DEGENS et al, 2003).
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Outra variavel relevante apresentada nesse trabalho é o dado
morfométrico. Os animais dos grupos hipertireoideos apresentaram aumento
da massa miocéardica, quando comparados aos grupos controle. Outros
trabalhos apresentam resultados que corroboram com os aqui demonstrados
(BEDOTTO et al, 1989; FERNANDES et al, 2007). Diferentes vias estariam
associadas ao estabelecimento da hipertrofia cardiaca no modelo experimental
utilizado, entre elas a sinergia existente entre os hormdonios tireoidianos e a
sensibilidade B-adrenérgica e a ativacdo do sistema renina angiotensina
(SRA). A literatura indica que os hormonios tireoidianos poderiam influenciar a
susceptibilidade B-adrenérgica pelo aumento da densidade destes receptores
no coragao, apesar de esta ndo ser a agdo mais pronunciada dos hormonios da
tireoide sob o sistema neurovegetativo simpatico (SULEIMAN et al, 1997).
Além disso, os hormonios tireoidianos podem atuar sob diversos aspectos da
resposta B-adrenérgica, entre 0s quais podemos destacar a ativacdo da
hidrélise do inositol trifosfato (IP3), que se liga a receptores do reticulo
endoplasmatico liberando o calcio estocado, que por sua vez ativa diferentes
processos celulares (SILVA e BIANCO, 2008). Aliado a isso, 0 sistema
simpatico, via noreadrenalina, intensifica a conversdo de T3 em T4,
intensificando os efeitos dos hormonios tiredideos (SILVA e BIANCO, 2008).
Além da influéncia sob a resposta B-adrenérgica, os hormdnios da tiredide
intensificam a expressdo de mRNA de renina, ndo s6 no sistema circulatorio,
mas também no cardiaco. Sendo assim, o SRA integraria uma das vias que
caracteriza a hipertrofia cardiaca como um evento multifatorial (KOBORI et al,

1999).
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Este parametro ndo foi modificado de modo significativo pela
administracdo da vitamina C. Por outro lado, quando se analisa a hipertrofia
especificamente do ventriculo esquerdo, pode-se constatar que ndo houve
diferenca do grupo T4 tratado com vitamina C em relacdo ao grupo controle.
Conforme dados da literatura, a hipertrofia ventricular esquerda é, sem duvida,
um padrdo de risco cardiovascular, que pode conduzir ao estabelecimento da
insuficiéncia cardiaca (FUSTIONE, 2003). Dessa forma, fatores que reduzam o
estabelecimento desta condicdo podem demonstrar um potencial beneficio.
Neste contexto, a acdo da vitamina C pode estar associada a modulag¢do do
estresse oxidativo, visto que alguns estudos demonstram a importancia do
homeostase redox no desenvolvimento do padrao hipertréfico deste modelo

experimental (SEEDON et al, 2007; CHARLES et al, 2010).

A concentracdo total de espécies reativas, mensurada pela técnica de
DCFH-DA, demonstrou aumento significativo no grupo T4. Tal resultado é
conseqUéncia da elevacdo da taxa metabdlica basal, que acarreta maior
consumo de oxigénio e, com isso, maior producdo de espécies reativas
(CHAUHAN, 2008). Este aumento foi atenuado quando se administrou vitamina
C neste grupo. A vitamina C é um antioxidante classico, sendo considerado um
bom agente redutor, podendo assim reduzir o dano oxidativo citosdlico (CARR
e FREI, 1999). E possivel inferir que a vitamina C pode ter atuado por
diferentes vias, entre elas a reciclagem da vitamina E, que também é
importante antioxidante (NICHOLSON et al, 2013). De acordo com Min-Shan
Tsai et al (2011), animais submetidos a parada cardiaca, que receberam
vitamina C, apresentaram redu¢do de parametros como o dano miocérdico,

lipoperoxidacdo, dano mitocondrial e, consequentemente, o extravasamento de
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calcio. Ainda sobre a avaliagdo de eventos associados a oxidacao biologica, a
avaliagdo dos metabolitos de NO, evidenciada pela técnica de nitritos totais,
apresentou elevacdo no grupo T4. Este resultado corrobora com aqueles
encontrados por Carrillo-Sepulveda et al (2010), que indicaram que a
administracdo de hormonios tireoidianos levaram a producdo de NO por

ativacdo da via PI3K/Akt.

Além dos parametros oxidativos, a atividade antioxidante também foi
mensurada de modo a configurar o perfil redox do modelo experimental. Como
avaliagdo da atividade antioxidante, foram utilizadas técnicas que analisaram
diferentes enzimas antioxidantes: Glutarredoxina, Tiorredoxina Redutase e
Glicose-6-fosfato-desidrogenase. A Glutarredoxina apresentou aumento
significativo apenas no grupo vitamina C. Esse resultado corrobora com outros
dados da literatura que implicam a glutarredoxina como um importante agente
redutor do acido ascorbico oxidado, podendo ser esta a razdo da maior
atividade no grupo vitamina C (WELLS et al, 1990; PARK e LEVINE, 1996). O
imunoconteudo de glutarredoxina ndo apresentou o0 mesmo padréao de resposta
gue sua atividade enzimatica. Juntos, os achados referentes a atividade e
expressao de glutarredoxina podem indicar que 0S processos que governam a
expressdo desta enzima ndo se relacionam diretamente aqueles que
intensificam sua atividade. Sugere-se que a expressao do imunoconteudo de
glutarredoxina pode ser induzida nos grupos hipertireoideos pelo aumento na
formacdo de espécies reativas. A elevacdo nas concentragfes de espécies
reativas nestes grupos estaria associado a ativacao do fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2 (NrF2), que induz a expressdo de diferentes moléculas

antioxidantes (REISMAN et al, 2009).
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A atividade da Tiorredoxina redutase, por sua vez, apresentou atividade
aumentada do grupo T4. Esse resultado associa-se com as concentracdes de
espécies reativas demonstradas pela técnica de DCFH-DA. A literatura postula
que a tiorredoxina redutase tem papel importante na contrarregulacdo das
concentracdes de espécies reativas modulando, consequentemente, as vias de
sinalizacao redox sensiveis (SCHENKEL et al, 2012). Este papel deve-se a sua
acdo restauradora sobre os grupos tidis da proteina tiorredoxina oxidada por
espécies reativas, mantendo-a apta a atuar na neutralizacdo de outros
possiveis insultos oxidativos. O grupo hipertireoideo que recebeu vitamina C
ndo apresentou atividade enzimatica semelhante aquela do grupo T4. E
possivel que a administracdo de vitamina C tenha amenizado a sobrecarga do
sistema tiorredoxina - tiorredoxina redutase, de modo que sua atividade n&o

apresentou incremento significativo (HALLIWELL, 2007).

Uma das coenzimas importantes para tiorredoxina redutase € o NADPH
(STARK, 2001). Esta molécula é resultado das rea¢des que compde o ciclo das
pentoses, em que a G6PD é uma enzima chave. Por esta razdo, a atividade da
G6PD foi analisada, porém sem ocorréncia de diferenca entre os grupos.
Segundo Zimmer et al (1995), a atividade da G6PD varia de acordo com o
modelo experimental utilizado para inducéo da hipertrofia cardiaca. A inducao
da hipertrofia cardiaca via administracdo de T3 apresentou resultados
semelhantes aos aqui apresentados. Por outro lado, a inducdo de hipertrofia
cardiaca por administragdo de noradrenalina apresentou alteragdo significativa
na atividade desta enzima, de modo que a acdo enzimética pode apresentar
padrdes diferentes de resposta, dependendo do modelo experimental utilizado

(KOLWICZ e TIAN, 2011).
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Outro ponto importante no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca,
induzida por hipertireodismo, sdo as proteinas de manejo do calcio, como a
PLB e a SERCA. Os resultados foram apresentados como razdo entre
PLB/SERCA. Tal relagdo se deve a estreita associagdo funcional entre estas
proteinas, em que a PLB modula a sensibilidade da SERCA ao calcio. Desta
forma, esta proteina influencia a capacidade sequestradora desta bomba e,
consequentemente, a contratilidade miocardica. Desse modo, a relacdo
PLB/SERCA oferece uma visdo do estado contratil do coracdo (KOSS et
al,1997). Os resultados indicam que houve aumento significativo da razéo
PLB/SERCA apenas no grupo T4 em relacdo ao grupo controle e ao grupo
vitamina C. A razdo destas proteinas elevada sugere que as propriedades
contrateis e de relaxamento estariam reduzidas, em resposta ao prejuizo no
manejo do calcio (LALLI et al, 2001). No grupo hipertireoideo tratado com
vitamina C, esta razdo, embora ndo fora diferente do grupo T4, também néao
diferenciou do grupo controle, indicando uma acgao parcial da vitamina C sobre

este parametro.

Tomados em conjunto, os resultados sugerem que o aumento da taxa
metabdlica induzida pelo hipertireoidismo pode interferir na homeostase redox,
conforme demonstrado nos parametros de espécies reativas totais e de
metabdlitos de NO. Tal efeito desencadeou uma resposta contrarregulatéria
das reservas antioxidantes, na tentativa de restabelecer o equilibrio redox,
conforme demonstrado nos parametros antioxidantes avaliados (tiorredoxina
redutase). As condi¢cBes pré-oxidantes induzidas pelo estado hipertireoideo
demonstraram o0 aumento da razdo de PLB/SERCA, sugerindo possivel

prejuizo na capacidade contratil e de relaxamento cardiaco. Por outro lado,
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este processo foi parcialmente atenuado pelo tratamento com vitamina C,
indicando uma potencial associacdo das proteinas do manejo do calcio com o

estado redox cardiaco.
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3)

4)

7. CONCLUSOES

O tratamento com L-Tiroxina foi eficaz na inducédo do hipertireoidismo,
considerando os resultados laboratoriais dos horménios T3 e T4, que
apresentaram concentracdes seéricas significativamente aumentadas nos
animais tratados.

O indice de hipertrofia cardiaca, calculado pela relacdo entre peso
corporal e peso do coracdo demonstrou-se aumentado nos animais
hipertireoideos, sugerindo que no hipertireoidismo ocorre um aumento
na massa cardiaca.

O indice de hipertrofia ventricular esquerda, calculado pela relacédo entre
peso corporal e peso do ventriculo esquerdo, demonstrou-se aumentado
nos animais hipertireoideos, sugerindo que no hipertireoidismo ocorre
um aumento na massa do ventriculo esquerdo. Esta hipétese nédo foi
provada nos animais hipertireoideos que receberam vitamina C. A
hipertrofia no ventriculo esquerdo ndo se estabeleceu em relacdo ao
grupo hipertireoideo, sugerindo que a vitamina C pode ter atenuado
parcialmente os efeitos hipertréficos do horménio da tiredide sob o
ventriculo esquerdo.

A razédo entre PLB/SERCA, mensurada por western blot, demonstrou-se
aumentada no grupo T4, sugerindo que no hipertireoidismo ha prejuizo
na capacidade miocardica contratil e de relaxamento. Esté hipotese ndo
foi provada nos animais hipertireoideos que receberam vitamina C. A
razdo PLB/SERCA permaneceu inalterada em relacdo ao grupo
hipertireoideo, sugerindo que a vitamina C pode ter atenuado os

prejuizos ao aparato contratil deste modelo experimental.
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5)

6)

7

A concentracdo total de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio,
mensurada pela técnica de DCFH-DA e de nitritos totais demonstrou-se
aumentada no grupo T4, sugerindo que no hipertireoidismo h& um
aumento na produgcao de EAO/ERN quando comparada com os demais
grupos, indicando que o tratamento com L-Tiroxina intensificou a
producdo de EAO/ERN. Esta hipétese ndo foi comprovada no grupo
hipertireoideo que recebeu vitamina C. A concentracdo de EAO/ERN
manteve-se inalterada em relacdo ao grupo hipertireoideo, sugerindo um
efeito protetor da vitamina C no grupo T4+Vitamina C.

A atividade da Glutarredoxina demonstrou—se aumentada no grupo
Controle+Vitamina C. Essa hipétese nao foi provada nos demais grupos.
A atividade da glutarredoxina manteve-se inalterada em relagdo aos
grupos Controle, T4 e T4+Vitamina C, sugerindo que em condi¢des
fisiologicas a vitamina C poderia interagir com a glutarredoxina. O
aumento da expressao da Glutarredoxina acompanhou o aumento da
concentracdo de EAO/ERN nos grupos T4 e T4+Vitamina C. Essa
hipotese néo foi provada nos grupos controle, sugerindo que o aumento
na concentracéo de espécies pré-oxidantes poderia induzir a expressao
desta enzima.

A atividade da tiorredoxina redutase demonstrou-se aumentada no
grupo hipertireoideo. Essa hipétese nédo foi provada nos demais grupos
avaliados. A atividade da TRx redutase nos animais do grupo
T4+Vitamina C nao diferiu de nenhum dos demais grupos avaliados,
sugerindo que a vitamina C pode atuar reduzindo indiretamente a

atividade da tiorredoxina redutase em ambientes com desbalango redox,
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8)

de modo a aproximar sua atividade daquela apresentada em condi¢gbes
fisiologicas.

A atividade da Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase né&o evidenciou
nenhuma diferenca entre os grupos estudados, sugerindo que esta
enzima ndo tenha sua atividade alterada no modelo experimental

utilizado.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados, podemos concluir que o tratamento
com tiroxina é responsavel pelo aumento das concentracdes de EAO/ERN, em
consequUéncia as alteracdes metabdlicas caracteristicas dessa condicdo. A
configuracdo redox estabelecida pelo hipertireoidismo interfere em diferentes
vias de sinalizacdo cardiovascular, que culminam na hipertrofia e perda de
funcdo cardiaca. A inclusdo da vitamina C em nosso desenho experimental
auxiliou no entendimento da magnitude da influéncia das EAO/ERN sob a

funcdo e a morfologia cardiaca.
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ANEXOS

Carta de aprovacédo do comité de ética no uso de animais:

UNF RGNS PRO-REITORIA DE PESQUISA [3IO|3E‘Q.

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 21616

Titulo: N FL UENCIA DO ESTADO REDOX NA MODULAGAO DE PROTEINAS DO MANEJO DO
CALCIO E NO DESENVOLVIMENTO DA HIPERTROFIA CARDIACA INDUZIDA PELO
HIPERTIREOIDISMO

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ALEX SANDER DA ROSA ARAUJO - coordenador desde 02/01/2012

ADRIANE BELLO KLEIN - pesquisador desde 02/01/2012

TANIA REGINA GATTELLI FERNANDES - Técnico de Laboratério desde 02/01/2012
Amanda de Avila Bicca Martins - Aluno de Mestrado desde 02/01/2012

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
24/10/2011 - Sala de Reuniées do 2° andar no Prédio da Reitoria, Campus Central., em seus
aspectos éticos e metolodoldgicos, para a utilizagao de 60 ratos machos Wistar, de acordo
com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de
novembro de 2008 que disciplina a criagao e utilizagao de animais em atividades de ensino e
pesquisa.

Porto Alegre, Terca-Feira, 3 de Abril de 2012 — _
é_._.:é}///p
7 Bruno Cassel Neto

Vice-Pré-Reitor de Pesquisa
PROPESQIUFRGS

FLAVIO ANTONIO PACHECO DE ARAUJO
Coordenador da comissao de ética
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