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ABREVIATURAS

CAT — Catalase

ERN — Espécie Reativa do Nitrogénio
ERO — Espécies Reativas de Oxigénio
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GSH-Px — Glutationa Peroxidase
GSSG - Glutationa Oxidada

HC — Hipotireoidismo Congénito

HCY — Homocisteina

MDA — Malondialdeido

PNTN — Programa Nacional de Triagem Neonatal
RL — Radical Livre

SNC — Sistema Nervoso Central

SOD - Superéxido dismutase

T3 — Triiodotironina

T4- Tiroxina

TAR — Reatividade Antioxidante Total
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RESUMO

Os hormoénios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) apresentam especial
importancia para o desenvolvimento e crescimento normal. A deficiente produgéo
destes horménios ao nascimento leva ao hipotireoidismo congénito (HC),
caracterizado por severo retardo mental devido ao atraso no desenvolvimento do
Sistema Nervoso Central. Criangas com HC devem iniciar o tratamento com tiroxina
assim que o diagnostico for confirmado. O rastreamento neonatal, portanto, é
fundamental para deteccéo precoce desta doenca metabdlica que ocorre em cerca
de 1 a cada 3.500 a 4.000 nascidos vivos. O estresse oxidativo € resultado do
desequilibrio entre a formacao de compostos oxidantes e defesas antioxidantes do
organismo levando ao dano potencial. Estudos prévios com modelos animais de
hipotireoidismo mostraram uma alteragao do status antioxidante cerebral associado
ao aumento do estresse oxidativo. Considerando que estudos realizados em
humanos adultos revelaram envolvimento de radicais livres com a patogénese do
hipotireodismo, o objetivo deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo em neonatos
com hipotireoidismo congénito primario no momento do diagnéstico e ao longo do
tratamento com tiroxina (10-15 pg/Kg/d). Para tanto, foram avaliados os niveis de
malondialdeido (MDA) e a reatividade antioxidante total (TAR) em plasma, bem
como a medida da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) nos eritrocitos de neonatos
portadores de HC. Foi observado um aumento significativo dos niveis de MDA bem
como uma reducdo da TAR em neonatos portadores de HC quando comparados ao
grupo controle. Além disto, foi observada uma reducao significativa na atividade
enzimatica da CAT e da GSH-Px em eritrécitos de recém-nascidos com HC quando
comparados ao grupo controle. A atividade enzimatica da SOD manteve-se
inalterada. Todavia, ndo foram encontradas diferencas significativas dos parametros
estudados apds o tratamento com tiroxina. Ainda, ndo foi verificada correlacao
significativa entre os niveis de TSH e T, livre e os parametros de estresse oxidativo.
Desta forma, presume-se que ocorre estresse oxidativo em neonatos com HC e que
o tratamento com tiroxina ndo € capaz de reverter a lipoperoxidacao e a reducao das

defesas antioxidantes enzimatica e ndo enzimatica em neonatos com HC.

Palavras-chaves: Estresse oxidativo, Hipotireoidismo Congénito Primario, Tiroxina.



ABSTRACT

Thyroxine (T4) and Triiodothyronine (T3) are important for normal growth and
development. Insufficient production of these hormones lead to congenital
hypothyroidism (CH), characterized by severe mental retardation due to delay of the
central nervous system maturation. CH infants must start treatment with thyroxine
replacement as soon as diagnosed. Neonatal screening program is, therefore,
essential to early identification of this disease with an incidence of 1 in 3500 - 4000
newborns. Oxidative stress is a disturbance in the prooxidant-antioxidant balance in
favor of the former, leading to potencial damage. Previous studies using animal
models of hypothyroidism showed an alteration of the cerebral antioxidant status
associated with increased oxidative stress. Considering that human studies in adults
revealed that oxidative stress may play a role in hypothyroidism pathogenesis, the
objective of the present study was to evaluate oxidative stress parameters in
neonates with primary CH before and after treatment with thyroxine (to 10-15
png/Kg/d). We measured malondialdehyde levels (MDA) and total antioxidant
reactivity (TAR) in plasma and the enzymatic activities of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in erythrocytes from CH
neonates. It was observed a significant increase of plasma MDA measurement as
well as a decrease of total antioxidant reactivity (TAR) when compared to the control
group. Furthermore, a significant decrease of erythrocyte CAT and GSH-Px activities
were also found in CH patients, in contrast with SOD activity which was normal.
However, we did not find significant differences in any of these parameters after CH
thyroxine treatment. Also, it wasn’t verified any correlation between TSH and free T4
levels and oxidative stress parameters. Therefore, it is presumed that oxidative
stress occurs in neonates with CH and that treatment with thyroxine cannot revert the
induced lipoperoxidation and the reduction of enzymatic and non enzymatic

antioxidant defenses in neonates with CH.

Key words: oxidative stress, Primary Congenital Hipothyroidism, thyroxine.



1 INTRODUCAO




A glandula da tiredide é responsavel pela secre¢cdo de dois horménios
importantes para o crescimento e desenvolvimento no periodo pré e pds-natal: a
tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3). Secreta também a calcitonina, importante
horménio para metabolismo do calcio. Para garantir a acdo do Tz e T4 nas células
alvo existe uma regulagdo retroativa firmemente coordenada entre a tiredide, o
hipotalamo e a hipofise. Assim, a biossintese e a liberagdo de horménios da tiredide
sao controladas pelo horménio estimulante da tiredide (TSH) secretado pela hipofise
anterior. Da mesma forma, a secrecdo do TSH é regulada pelo hipotalamo por acao
do hormoénio liberador da tireotrofina (TRH) e pela retroalimentacdo negativa dos
hormonios tireoideanos (HENRY et al., 1999) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de regulacdo da liberacdo dos hormdnios da tiredide
(http://www.endocrinopediatria.com.br/Feed-back.htm - acesso em 02/03/2009).

O mecanismo de acdo da T4 e da T3 é intracelular e mediado por receptores
nucleares. Ao penetrar na célula a T, € convertida em T3, através de uma
monodesiodinacdo, que se liga a uma proteina receptora especifica associada ao
DNA e ativa a sintese de RNA mensageiro e proteinas. A T3 liga-se a estes
receptores com maior afinidade que a T4, sendo assim, mais potente em suas ac¢oes
(BRANCHTEIN e MATOS, 2006). Desta forma, os horménios da tiredide influenciam


http://www.endocrinopediatria.com.br/Feed-back.htm

diretamente no metabolismo, crescimento e desenvolvimento de tecidos e 6rgdos
incluindo o Sistema Nervoso Central (SNC) (RANG et al., 2007).

A deficiéncia na producdo dos hormdnios tireoidianos ao nascimento leva a
uma condicdo clinica denominada hipotireoidismo congénito. As causas desta
disfuncdo hormonal sdo mdltiplas. Quando a falta de producdo de T3 e T4 ocorre
pelo desenvolvimento anormal da glandula ou falha na sintese e secrecdo dos
horménios da tiredide define-se Hipotireoidismo Congénito (HC) primario. Menos
frequentemente pode ocorrer o hipotireoidismo central, devido a uma disfuncéo
hipofisaria (hipotireoidismo congénito secundario), ou hipotalamica (hipotireoidismo
congénito terciario). Condicbes transitérias de hipotireoidismo congénito também
podem acontecer devido a inducao de anticorpos maternos, drogas ou deficiéncia de
iodo. Aproximadamente 85% dos casos de hipotireoidismo congénito primario sao
permanentes e ocorrem devido a alteracdo na glandula da tiredide (disgenesia) tais
como auséncia da glandula (agenesia), glandula deslocalizada (ectopia) e glandula
reduzida (hipogenesia), ou, ainda, devido a uma falha na sintese ou secrecdo dos
horménios pela tiredide (disormogénese). Estima-se na literatura internacional que o
hipotireoidismo congénito ocorra em cerca de 1 em cada 3500 a 4000 recém-
nascidos vivos (EUGSTER et al., 2004; BEARDSALL e OGIVY-STUART, 2004,
ROSE e BROWN, 2006; JAIN et al., 2008; KRATZSCH, 2008). Em 2005, a
prevaléncia apresentada pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) foi
de 1 em cada 2107 recém-nascidos no Brasil (MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008).
O reconhecimento precoce desta condicdo clinica é considerado emergéncia
pediatrica entre os recém-nascidos. Os efeitos da falta de T3 e T4 na vida fetal e no
recém-nascido mantém a imaturidade do SNC, hipoplasia dos neurdnios corticais,
atraso na mielinizacao e, consequentemente, do desenvolvimento neuropsicomotor.
O crescimento e desenvolvimento infantil também séo prejudicados, uma vez que 0s
horménios da tiredide exercem funcao direta sobre as células e indireta sobre o
horménio do crescimento. Os sinais clinicos do HC primario nem sempre se
apresentam de modo evidente e incluem: ictericia neonatal, hérnia umbilical,
hipotermia, entre outros. Por isso, exames laboratoriais e complementares sao
essenciais para o diagndéstico precoce (SETIAN, 2007; KRATZSCH, 2008).

A triagem neonatal iniciou em 1990 com o Estatuto da Crianca e do
Adolescente tornando-se a partir de entdo obrigatoria em todo pais. Somente com a

Portaria n° 22 de 15/01/2001 estabeleceu-se o Programa Nacional de Triagem

3



Neonatal (PNTN). Desde 2001, este programa desempenha no Brasil importante
papel na deteccdo precoce de doencas metabdlicas, entre elas, o hipotireoidismo
congénito. A triagem neonatal deve ser realizada no recém-nascido entre o 3° e 6°
dia de vida. O teste de triagem para a doenca € feito através da coleta de amostra
de sangue da regido plantar do pé de neonatos em papel filtro para posterior
determinacdo de TSH utilizando-se o sangue seco em cartdo (CARVALHO et al.,
2007). Bebés com niveis de TSH variaveis entre 5,2 a 20 pU/mL na triagem devem
realizar nova coleta de sangue total para repetir a dosagem de TSH e outros
parametros da funcéo tireoidiana em soro (SETIAN, 2007; CARVALHO et al., 2007,
MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008). O valor de referéncia para TSH em soro é de
0,35 a 5,5 pul/mL. As etapas de triagem neonatal incluem: coleta de amostras (3° ao
6° dia de vida); envio da amostra ao laboratério de analise (até 5 dias apds a coleta);
busca ativa dos pacientes suspeitos para a realizacdo dos exames confirmatorios;
consulta de orientagdo, acompanhamento dos tratamentos e aconselhamento
genético ou familiar (MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008). Considerando-se que
ocorrem variacGes dos niveis de TSH ao nascimento, com elevacao nas primeiras
horas de vida, preconiza-se que a coleta do teste de triagem seja feita no minimo
apos 48 horas de vida do recém-nascido (Figura 2). Outro exame importante para o
diagnéstico definitivo do HC primario € a ecografia de tiredide (KREISNER et al.,
2003; ROSE e BROWN, 2006; MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008).

NASCIMENTO 3 2 3 : s
DIAS APOS O NASCIMENTO

Concentracao sérica

Figura 2: Concentragfes séricas de TSH e T4 em criancas recém-nascidas
durante os primeiros 5 dias de vida ( MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008).

O tratamento realizado precocemente previne o desenvolvimento de retardo

mental no recém-nascido com HC, devendo ser iniciado nas primeiras duas



semanas de vida do bebé. A tiroxina via oral € a droga de escolha para o tratamento
do HC primério e deve ser administrada uma vez ao dia pela manha. O tempo de
meia vida do farmaco é de sete dias e, portanto, a resposta maxima € atingida na
segunda semana de tratamento quando grande parte foi convertida em T3;. Uma
dosagem inicial de 10 — 15 pg/Kg/dia é recomendada e os niveis de T, livre e TSH
deverdo normalizar entre 2 e 4 semanas de tratamento, respectivamente (SETIAN et
al.,, 2007) (Tabela 1). Para adequacdo da terapia sado realizadas dosagens
sanguineas periodicas de T, livre e TSH. A avaliacdo dos pacientes em tratamento &
feita a cada 1-2 meses no primeiro ano de vida e a cada 3-4 meses até o terceiro
ano de vida. As doses devem ser ajustadas quando houver sinais de superdosagem:
irritabilidade, perda de sono, rubor, diarréia, taquicardia e sudorese (SELVA et al.,
2002; ROSE e BROWN, 2006; BRANCHTEIN e MATOS, 2006; SETIAN, 2007;
KRATZSCH, 2008).

Tabela 1: Doses de tiroxina recomendadas para criancas e adolescentes
(SETIAN, 2007).

Idades Dose (pg/kg/dia)
0 a 3 meses 10a 15
3al12 meses 6all
la3anos 4ab
3al0ancs 3ab

10 & 15 anos Zad

O termo radical livre (RL) refere-se a um atomo ou uma molécula altamente
reativa, que contém namero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica.
Devido a esta caracteristica, interagem rapidamente com proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos nucléicos (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007). Em nosso
organismo sao produzidos RL de carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio. As mais
estudadas sdo as espécies reativas do oxigénio (ERO) e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Os que ganham grande destaque devido a reatividade e aos
danos que podem causar sdo os radicais derivados do oxigénio como superoxido
(02" ) e oxigénio singlet (O';) (RAMOS-VASCONCELQOS et al., 2000). O termo ERO
inclui ndo somente RL, mas também espécies nao radicalares derivadas do

oxigénio, como por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H,O,) capaz de levar a



formacéo do radical hidroxila (HO®) (HALLIWEL e CHIRICO, 1993). As ERO e outros
RL podem ser produzidos por fontes exdgenas ou enddgenas. Dentre as fontes
exdgenas pode-se citar xenobibticos, exposicdo a radiacdo, fumo, estresse e
administracdo de alguns medicamentos como paracetamol e doxorrubicina
(BOVERIS, 1998). Numa célula, as principais fontes enddgenas responsaveis pela
geracdo de ERO s&do: a redugcdo do oxigénio na mitocOndria, a degradacao de
acidos graxos nos peroxissomos, 0 complexo enzimético citocromo P450, o
processo de fagocitose e a atividade combinada da xantina oxidase e xantina
desidrogenase, que produzem O," e H,O,, respectivamente (BECKMAN e AMES,
1998).

O mecanismo pelo qual as ERO lesam as células € bastante complexo.
Portanto, compostos que atuam como scavengers (sequestradores) e que sejam
capazes de diminuir o efeito em cascata causado pelos RL podem tornar-se
coadjuvantes importantes no processo de manutencdo do equilibrio celular. Neste
sentido, os antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores dos
processos de 6xido-reducao desencadeados pelos RL (HALLIWEL e GUTTERIDGE,
2007). A célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas:
agentes antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos. A primeira atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo, sendo constituida por,
superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase (GSH-Px). A
segunda tem a funcdo de prevenir a ocorréncia da lesdo, sendo constituida pelo
acido ascorbico, glutationa reduzida (GSH), acido urico, carotenos, tocoferdis, entre
outros (WENDEL, 1981; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Em sistemas aerodbicos, € essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores
(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Em condi¢ées normais, as ERO
produzidas numa célula reagem com as defesas antioxidantes enzimaticas e/ou néo-
enzimaticas. Entretanto, quando ocorre um desequilibrio entre a formacédo dos
compostos oxidantes e antioxidantes do organismo, estabelece-se uma condicdo
denominada de estresse oxidativo, onde os RL em excesso comegcam a produzir
danos as macromoléculas biolégicas como lipidios (lipoperoxidagéo), proteinas e
DNA (BECKMAN e AMES, 1998).

O estresse oxidativo estd envolvido com o mecanismo de instalacdo de
diversas doencgas, entre elas: diabetes, doenca de Parkinson e de Alzheimer,

esclerose multipla, distrofia muscular, catarata e retinopatias, aterosclerose, infarto
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do miocardio, enfisema pulmonar, cirrose hepética e varios tipos de céancer
(DROGE, 2002). Atualmente, ja foi demostrada a ocorréncia de estresse oxidativo
em alguns erros inatos do metabolismo intermediario. A geracao de radicais livres
pode estar relacionada com a disfuncdo neurolégica de algumas acidemias
organicas, tais como: a propidnica, a metilmalonica (FONTELLA et al, 2000) e a
glutarica (KOLKER et al., 2001; LATINI et al., 2002); em aminoacidopatias, como na
Tirosinemia tipo 1 (BIRD et al.,, 1995); na Doenca da Urina do Xarope do Bordo
(BRIDI et al., 2003; BARSCHAK et al., 2006); na Homocistinuria (STRECK et al.,
2003) e na Adrenoleucodistrofia (VARGAS et al., 2004; DEON et al., 2006). Estudos
recentes também demonstraram que na Fenilcetondria, uma das doencas
detectadas na triagem neonatal cujos sintomas incluem retardo mental e déficit
neuroldgico, ocorre estresse oxidativo o que explica, em parte, a fisiopatologia da
doenca (SIRTORI et al., 2005; SITTA et al., 2009).

Sabe-se que os horménios da tiredide tém uma importante influéncia na
maturacdo do Sistema Nervoso Central. Alguns pesquisadores tém investigado a
acado dos horménios da tiredide sobre alguns parametros do estresse oxidativo em
modelos animais de hipotireoidismo (PASQUINI e ADAMO, 1994; RAHAMAN et al.,
2001; CANO-EUROPA et al., 2008). PASQUINI e ADAMO (1994) observaram que
os horménios T3 e T, tém efeitos na diferenciacdo de varios tipos de células no
cérebro e cerebelo de ratos submetidos ao modelo experimental de hipotireoidismo,
assim como no processo de mielinizacdo. Estes autores sugerem que isto possa ser
devido ao dano produzido pelo estresse oxidativo gerado por um excesso de
horménios tireoideos. RAHAMAN e colaboradores (2001) verificaram aumento da
lipoperoxidacao e da atividade das enzimas SOD e CAT, bem como diminuicdo da
GSH em cérebro de ratos submetidos ao modelo de hipotireoidismo durante as
primeiras quatro semanas de desenvolvimento pos-natal. As alteracfes bioquimicas
encontradas no cérebro de ratos hipotireoideos foram comparaveis aquelas vistas
em varias doencas neurologicas. Mais recentemente, CANO-EUROPA e
colaboradores (2008) demonstraram que ratos adultos submetidos ao modelo
experimental de hipotireoidismo apresentaram aumento da peroxidacéo lipidica e
geracao de espécies reativas de oxigénio em diferentes regides cerebrais. Por outro
lado, estudos em humanos também reforcam a hipétese da geracdo de radicais
livres em pacientes com hipotireoidismo (RESCH et al.,, 2002; DUNTAS, 2005;
BASKOL et al., 2007; CARMELI et al. 2008; ERDAMAR et al., 2008; NANDA et al.
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2008; TORUN et al., 2009). RESCH e colaboradores (2002) investigaram o status
antioxidante na disfuncéo tireoidiana em pacientes e verificaram que a hipofuncéo
da tiredide estd associada com aumento do estresse oxidativo envolvendo
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Ainda, DUNTAS (2005) propds que
tanto o hipertireoidismo quanto o hipotireoidismo tém sido associados ao aumento
da producdo de espécies reativas do oxigénio, assim como estdo relacionados a
resposta inflamatéria e miopatia. Mais recentemente, CARMELI e colaboradores
(2008) confirmaram a hipétese da reducéo das defesas antioxidantes em pacientes
com hipotireoidismo. Outros estudos verificaram que pacientes com hipotireoidismo
apresentaram aumento da lipoperoxidagédo e reducdo da reatividade antioxidante
total (BASKOL et al., 2007; NANDA et al. 2008; ERDAMAR et al., 2008; TORUN et
al., 2009).

Existem poucas referéncias na literatura cientifica que descrevem o estresse
oxidativo gerado pela disfungdo tireoidiana em neonatos, bem como o efeito do
tratamento com tiroxina sobre o estresse oxidativo nestes pacientes. Considerando,
portanto, uma possivel associacdo entre a disfuncéo tireoidiana e a producédo de
radicais livres, o objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito do tratamento
com T, sobre pardmetros do estresse oxidativo em neonatos com HC primério. Para
tanto, foram avaliados os niveis de malondialdeido (MDA) e a reatividade
antioxidante total (TAR) em plasma, bem como a medida da atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) nos eritrocitos de neonatos portadores de HC tratados e ndo tratados com
tiroxina e de individuos saudaveis da mesma idade dos pacientes em estudo
(controles). Além disto, foi feita a correlagéo dos niveis séricos do horménio TSH no
soro dos pacientes com HC tratados e nao tratados com tiroxina com os diferentes

parametros de estresse oxidativo.



2 OBJETIVOS




2.1. Objetivo geral:

O objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito do tratamento com tiroxina
(T4) sobre parametros de estresse oxidativo em pacientes portadores de
hipotireoidismo congénito primario diagnosticados na fase neonatal.

2.2. Objetivos especificos:

2.2.1. Avaliar o estresse oxidativo em pacientes portadores de hipotireoidismo

congénito primario no momento do diagndstico através de varios parametros, como:

a) Determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA) em plasma;
b) Determinacao da reatividade antioxidante total (TAR) em plasma;
c) Medidas das atividades enzimaticas antioxidantes (superoxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase) em eritrgcitos.

2.2.2. Avaliar o estresse oxidativo em pacientes portadores de hipotireoidismo
congénito primario ao longo do tratamento preconizado para esta doenca atraves de

varios parametros, como:

a) Determinacédo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (MDA) em plasma,;
b) Determinacédo da reatividade antioxidante total (TAR) em plasma,;
c) Medidas das atividades enzimaticas antioxidantes (superoxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase) em eritrGcitos.
2.2.3. Correlacionar os niveis séricos do horménio TSH e T4 livre no soro dos

pacientes com HC tratados e nao tratados com os diferentes parametros de estresse

oxidativo.
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Abstract

Thyroxine (T,) and Triiodothyronine (T3) are important for normal growth and
development. Insufficient production of these hormones at birth lead to congenital
hypothyroidism (CH), characterized by severe mental retardation due to delay of the
central nervous system maturation. CH infants must start treatment with thyroxine
replacement as soon as diagnosed. Previous studies using animal models of
hypothyroidism showed an alteration of the cerebral antioxidant status associated
with increased oxidative stress. Considering that few human studies revealed that
oxidative stress may play a role in hypothyroidism pathogenesis, the objective of the
present study was to evaluate oxidative stress parameters in neonates with primary
CH before and after treatment with thyroxine (10-15 pg/Kg/d). We measured
malondialdehyde levels (MDA) and total antioxidant reactivity (TAR) in plasma, and
the enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) in erythrocytes from CH neonates. It was observed
a significant increase of plasma MDA measurement as well as a decrease of total
antioxidant reactivity (TAR) when compared to the control group. Furthermore, a
significant decrease of erythrocyte CAT and GSH-Px activities were also found in CH
patients, in contrast with SOD activity which was normal. However, we did not find
significant differences in any of these parameters after CH thyroxine treatment.
Therefore, it is presumed that oxidative stress occurs in neonates with CH and that
the treatment with thyroxine was not capable to revert the lipoperoxidation and the

reduction of enzymatic and non enzymatic antioxidant defenses in these patients.
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Introduction

Congenital hypothyroidism (CH) is a very frequent hormonal disorder
characterized by low or absent levels of thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3).
Abnormal developmental of the thyroid gland (thyroid dysgenesis) represents about
85% of the cases and may be due to total agenesis of gland, ectopic thyroid or
thyroid hypoplasia. This range of etiologies leads to a wide spectrum of clinical
presentations that differs on time of presentation. However, symptoms of
hypothyroidism are often mild or absent during the first weeks after birth, and this is
why it is critical to screen newborns for CH to avoid mental retardation. Neonatal
screening programs, therefore, are very important to the early diagnosis of this
metabolic disease which occurs at a rate of 1 out of every 3,500 to 4,000 birth (Jain
et al., 2008; Kratzsch, 2008; Carvalho et al., 2007; Rose et al., 2006; Beardsall and
Ogivy-Stuart, 2004; Eugster et al., 2004). This disease is detected by high TSH
levels in dried blood spot. Ultrasound imaging and clinical evaluation are performed
to establish the definitive diagnosis of CH (Carvalho et al. 2007; Kreisner et al.,

2003).

Thyroid hormones are very important for energy metabolism including
nutrients and inorganic ions, thermogenesis, normal growth and development of
central nervous system and others tissues. T, play a crucial role in neurological
development as a regulator of nervous system myelination (Kratzsch, 2008;
Beardsall and Ogivy-Stuart, 2004). Deficiency of thyroid hormones causes
biochemical abnormalities resulting in neuronal and glial dysfunctions. The

immediate postnatal period is the most dangerous time for neonates with CH
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because of the severity and irreversibility of brain damage that results from thyroid
hormone deficiency in early life (Jain et al., 2008; Kratzsch, 2008; Carvalho et al.,
2007; Rose et al., 2006; Beardsall and Ogivy-Stuart, 2004; Eugster et al., 2004).
Treatment in these cases should be started as early as possible, preferably in the
first 13 days of life because an optimal cognitive outcome depends on the adequacy
timing of postnatal therapy, particularly in severe cases. An initial dosage of 10-15
png/Kg/d of thyroxine is recommended. T, and TSH serum levels should be
normalized within 2 and 4 weeks of hormone replacement therapy, respectively. The
adequacy of treatment should be monitored by regular measurement of blood levels

of free T, and TSH (Kratzsch, 2008; Rose et al., 2006; Selva et al., 2002).

Oxidative stress, which is defined as an imbalance between the total
antioxidant defenses and the reactive species formed in the tissues, is an important
event that has been related to the pathogenesis of various neurodegenerative
disorders, epileptic seizures, demyelination (multiple sclerosis), dementia,
phenylketonuria and other diseases (Halliwell and Gutteridge, 2007; Sirtori et al.,
2005). Oxidative stress has also been reported in animal models of hypothyroidism
(Cano-Europa et al., 2008; Rahaman et al., 2001; Pasquini and Adamo, 1994).
Studies in adults with hypothyroidism also support that reactive oxygen species may
be play a role in the pathogenesis of the thyroid disorders (Torun et al., 2009;
Erdamar et al., 2008; Nanda et al. 2008; Carmeli et al. 2008; Baskol et al., 2007,
Duntas, 2005; Resch et al., 2002). Considering that very few works were performed
with CH in what concerns to oxidative damage, the aim of the present study was to
investigate the level of oxidative stress in blood of neonates with congenital
hypothyroidism before and after treatment with thyroxine. Thus, we evaluated the

oxidative stress parameters malondialdehyde (MDA) and total antioxidant reactivity
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(TAR) in plasma, as well as the activities of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in

erythrocytes from CH neonates before and after treatment with thyroxine.
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Material and methods

Patients and controls

Blood samples were obtained from 11 newborns with congenital
hypothyroidism (average age 4 weeks) diagnosed at the Brazilian Neonatal
Screening Program of Hospital Materno Infantil Presidente Vargas, the reference
center for the Neonatal Screening Program of Rio Grande do Sul, Brazil. The clinical
symptoms presented by this patients included hyperbilirubinemia, hypotonia and
lethargy. HC should be diagnosed precociously within the first two weeks of life to
obtain a better prognosis (Kratzsch, 2008; Rose et al., 2006; Selva et al., 2002).
Unfortunately, in countries like Brazil, where the neonatal screening program is being
yet implanted, the diagnosis of CH is late in some patients. So, in this work, patients’

average age was late, reflecting this reality.

The diagnosis was based on TSH serum levels (references values 0.35-5.50
pulU/mL) and ultrasound imaging. The control group was composed by twelve healthy
age matched individuals (mean TSH levels 5.3 plU/mL). After diagnosis patients
started treatment with thyroxine (10-15 pg/Kg/day). Samples were collected at
diagnosis (mean TSH levels 345 plU/mL) and 6 months afterwards (mean TSH levels
5.5 plU/mL). Informed consent was obtained from the parents of the newborns
included in the study and the protocol was approved by the Ethics Committee of the

Clinical Hospital of Porto Alegre.
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Reagents

All chemicals were of PA purity and purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO) except for MDA, which was purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and
the RANSOD and RANSEL kits, which were purchased from Randox® (UK). TAR
was assayed using a beta liquid scintillation spectrometer (Wallac model 1409). MDA
content was determined by HPLC method and the antioxidant enzyme activities were
measured in a double-bean spectrophotometer with temperature control (Hitachi U-

2001).

TSH and free T4 determination

TSH and free T4 were measured in serum using the AutoDELFIA® neonatal kit
assay. The assay is based on the direct sandwich technique in which two monoclonal
antibodies (derived from mice) are directed against two separate antigenic
determinants on the TSH or T4 molecule. Standards, controls and test specimens
containing TSH or T4 are reacted simultaneously with immobilized monoclonal
antibodies directed against a specific antigenic site on the TSH or T4 subunit and
europium labeled monoclonal antibodies. The fluorescence in each sample is

proportional to the TSH and free T4 content.

Erythrocyte and Plasma Preparation
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Erythrocytes and plasma were prepared from whole blood samples obtained
from control individuals and neonates with congenital hypothyroidism by venous
puncture with heparinized vials. Whole blood was centrifuged at 1,000 x g, plasma
was removed by aspiration and frozen at —80°C until determination. Erythrocytes
were washed three times with cold saline solution (0.153 mol/L sodium chloride).
Lysates were prepared by the addition of 1 mL of distilled water to 100 yL of washed
erythrocytes and frozen at —80°C until determination of the antioxidant enzyme
activities. At the moment of analysis lysates were centrifuged at 13,500 x g for 10
min. The supernatant was diluted in order to contain approximately 0.5 mg/mL of

protein.

Malondialdehyde measurement (MDA)

MDA was measured by HPLC following method described by Karatepe, 2004.
Twenty five milliliters of 0.1M perchloric acid and 55 mL of distilled water were added
to 100 uL of plasma. Addition of perchloric acid was necessary to precipitate proteins
and release the malondialdehyde bound to the amino groups of proteins and other
compounds. The samples were centrifuged at 1,500 x g for 5 min and used for HPLC
analysis. The mobile phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM monobasic potassium
phosphate (pH 3.6)-methanol, the column used was a Supelcosil C18 (5 ym x 15 cm
X 4.6 mm), the flow rate was 1.2 mL/min and the chromatograms were monitored at

250 nm.
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Total Antioxidant Reactivity (TAR)

TAR, which represents the quality of the tissue antioxidants, was determined
by measuring the luminol chemiluminescence intensity induced by 2,2’-azo-bis-(2-
amidinopropane) (ABAP) according to the method of Lissi et al.,, 1992. The
background chemiluminescence was measured by adding 4 mL of 2 mM ABAP (in
0.1 M glycine buffer, pH 8.6) into a glass scintillation vial. Fifteen microliters of
luminol (4 mM) was added to each vial and the chemiluminescence was measured.
This was considered to be the basal value. Ten microliters of 25-200 uM Trolox
(curve calibration) or plasma was then added and the chemiluminescence was
measured during 60 s. The Trolox or plasma addition reduces the
chemiluminescence. The rapid reduction in luminol intensity is considered as a
measure of the TAR capacity. TAR measurement was calculated as nmol Trolox/mg

protein.

Catalase activity (CAT)

CAT activity was assayed by the method of Aebi, 1983, measuring the
absorbance decrease at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H,0O,, 10
mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL. One unit of the
enzyme is defined as 1 umol of H,O, consumed per minute and the specific activity is

reported as units per milligram of protein.
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Glutathione peroxidase activity (GSH-PXx)

GSH-Px was measured using RANSEL® kit (Randox, Antrim, United
Kingdom). The activity was determined monitoring the NADPH disappearance at 340
nm in a medium containing 4 mM glutathione, 0.5 U/L glutathione reductase, 4.3 mM
EDTA, 0.18 mM cumene hydroperoxide and 0.34 mM NADPH. One GSH-Px unit is
defined as 1 umol of NADPH consumed per minute and the specific activity is

represented as units per mg protein.

Superoxide dismutase activity (SOD)

SOD activity was determined using the RANSOD® kit (Randox, Antrim, United
Kingdom). The method is based on the formation of red formazan from the reaction
of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride and superoxide
radical (produced in the incubation medium from the xanthine—xanthine oxidase
reaction system), which is assayed spectrophotometrically at 505 nm. The inhibition
of the produced chromogen is proportional to the activity of the SOD present in the
sample. A 50% inhibition is defined as one unit of SOD and the specific activity is

represented as units per mg protein.

Protein determination
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Erythrocyte protein concentrations were determined by the method of Lowry et
al., 1951, using bovine serum albumin as standard. Plasmatic protein concentrations
were determined by Biuret method using the Labtest Kit (Labtest Diagndstica, MG,

Brazil).

Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard deviation. Comparisons between
means were analyzed by one-way ANOVA followed by Duncan multiple range test
when the F value was significant. Correlations between variables were calculated
using the Pearson correlation coefficient. A p value less than 0.05 was considered
significant. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer.
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Results

MDA, a parameter of lipid peroxidation, was determined in plasma of CH
patients before and after treatment with thyroxine. Table 1 shows that MDA
measurement was significantly and similarly increased in CH patients before and
after treatment when compared to the control group [F(2,31)=5.972, p<0.05]. On the
other hand, TAR measurement was markedly reduced in plasma of both groups of
CH patients (before and after thyroxine treatment) when compared to the control
group [F(2,31)=9.383, p<0.05]. These results strongly indicate that lipid peroxidation
is stimulated while the antioxidant defenses (TAR levels) are reduced in CH patients.
The data also indicate that the administration of thyroxine was not capable to revert

the alterations of the plasmatic oxidative stress parameters studied.

Table 1

Next, we examined the activities of the antioxidant enzymes CAT, GSH-Px,
and SOD in erythrocytes from patients and controls (table 2). A significant decrease
of erythrocyte CAT activity was verified in both groups of CH patients (before and
after thyroxine treatment) when compared to the controls [F(2,25)=5.328, p<0.05].
Similarly, erythrocyte GSH-Px activity was also significantly decreased in the two
groups of CH patients when compared to the control group [F(2,28)=3.850, p<0.05].
In contrast, the erythrocyte activity of SOD in both groups of CH patients showed no

significant difference from the controls [F(2,27)=0.223, p>0.05].

Table 2
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We also correlated MDA levels (lipid oxidative damage) with TAR (tissue
antioxidant defense) in CH patients at diagnosis and observed a strong inverse
correlation (r=-0.716, p < 0.01), indicating that these associated variables were
altered probably secondarily to free radical generation (figure 1). In order to
investigate whether blood TSH and free T4 serum levels were associated with
oxidative stress in CH patients, we correlated TSH and free T4 serum levels with
MDA and TAR values, as well as with erythrocyte CAT and GSH-Px activities before
and after treatment with thyroxine. No significant correlation was observed between
TSH and free T4 serum levels with all oxidative stress parameters evaluated,
indicating that these parameters were not directly influenced by the hormonal levels

(results not shown).

Figure 1
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4 Discussion

Thyroid hormones are important to energy metabolism, thermogenesis, the
metabolism of nutrients and inorganic ions, as well as for growth and development of
various tissues, including the central nervous system  Therefore, congenital
hypothyroidism (CH) usually leads to abnormal growth and developmental, as well as
mental retardation in untreated patients (Kratzsch, 2008; Rose et al., 2006; Beardsall

and Ogivy-Stuart, 2004).

It is well established now that measures to prevent neurological symptoms in
CH patients are based on hormonal reposition of thyroxine, which must be
implemented as quickly as possible (Jain et al., 2008; Kratzsch, 2008; Carvalho et
al., 2007; Rose et al., 2006; Beardsall and Ogivy-Stuart, 2004; Eugster et al., 2004).
However, we still know very little about the pathophysiology involving the tissue
damage of this disorder and particularly about the effect of thyroxine treatment on the

oxidative status in neonates with CH.

In this context, recent studies have been demonstrating that oxidative stress is
involved in animal models of hypothyroidism (Sahoo et al., 2008; Cano-Europa et al.,
2008; Rahaman et al., 2001; Pasquini and Adamo, 1994). Studies in humans adults
also revealed that hypothyroidism is associated with increased production of reactive
oxygen species (ROS), as well as with an inflammatory response and myopathy
(Torun et al., 2009; Erdamar et al., 2008; Nanda et al. 2008; Carmeli et al. 2008;
Baskol et al., 2007; Duntas, 2005; Resch et al., 2002). Furthermore, thyroxine and tri-
iodothyronine are phenols with structural homology with flavonoids. Thus, T, could

potentially exert an antioxidant activity in vitro protecting against free radical attack.
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However, their antioxidant activity in biological fluids is uncertain, especially in
plasma (Halliwell and Gutteridge, 2007). Therefore, in the present study we
investigated various parameters of oxidative stress in plasma and erythrocytes from

CH neonates before and after receiving thyroxine therapy.

We demonstrated a significant increase of MDA levels in plasma of CH
patients before and after receiving treatment with thyroxine. Considering that MDA is
an end product of membrane fatty acid peroxidation (Halliwell and Gutteridge, 2007),
our data indicate that lipid peroxidation is induced in CH patients, probably secondary
to free radical generation. This result is in agreement with previous studies that also
demonstrated the induction of lipid peroxidation, measured by MDA levels or by
reactive species of thiobarbituric acid (TBARS) in hypothyroid and subclinical
hypothyroid adult patients (Baskol et al., 2007; Konukoglu et al., 2002; Torun et al.,
2009). In addition, it was demonstrated that thyroxine treatment in adults with
hypothyroidism provokes a decrease of MDA levels when compared to untreated

group, but not at level of the controls (Baskol et al., 2007).

We also observed a significant and similar decrease of TAR measurement in
CH neonates before and after thyroxine treatment when compare to the control
group, reflecting a deficient capacity to rapidly handle an increase of reactive species
in these patients. These results are in agreement with other findings in hypothyroid
adults patients, revealing that the level of non-enzymatic antioxidants was lower

relatively to control individuals (Resch et al., 2002).

We also found a significant decrease of erythrocyte GSH-Px and CAT
activities in CH patients before and after treatment, when compared to controls,

indicating that thyroxine was not able to reverse this effect. Otherwise, SOD activity
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was not different in neonates with CH when compared to controls. Considering that
GSH-Px converts hydrogen peroxide into water using reduced glutathione (GSH) and
that can also act on other peroxides like lipid peroxides, it is conceivable that the
induction of lipid oxidative damage may be related to the reduction of GSH-Px
activity. This is especially important in erythrocytes once these cells are highly
susceptible to oxidative stress because of their membranes, rich in polyunsatured
fatty acids. On the other hand, the erythrocyte content of oxygen and iron are high
and catalase is a ferric heme protein that directly catalyses the decomposition of
hydrogen peroxide (Halliwell and Gutteridge, 2007). Our present results on the
enzymatic antioxidant activity profile in hypothyroid neonates (reduced CAT and
GSH-Px activities) agree with those found in adult patients by other investigators
(Carmeli et al., 2008). In contrast, other investigators verified that oxidative damage
is decreased while the antioxidant system is improved in adult patients with
hypothyroidism after six month of thyroxine replacement. Our results showed no
alterations in oxidative stress parameters after thyroxine replacement. This is may be
due to the age of patients used in our study in contrast with others which include

hypothyroid adult patients (Baskol et al., 2007; Erdamar et al., 2008).

On the other hand, we did not observe any correlation between TSH and free
T4 serum levels with the oxidative stress parameters studied (MDA, TAR, CAT and
GSH-Px). So, we can suppose that TSH and free T4 are not directly responsible for

the alterations of these parameters in CH neonates.

In conclusion, to the best of our knowledge this is the first report
demonstrating that oxidative stress occurs in babies with CH diagnosed in the
neonatal period. Therefore, this pathological process could explain, at least in part,
the pathogenesis of the disease in neonates. We also verified no difference in
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oxidative stress parameters studied in CH neonates after thyroxine therapy when
compared with untreated patients. These results may suggest that thyroxine therapy
was not able, per se, to revert the oxidative damage in CH neonates. It is important
to emphasize that other factors than TSH and free T4 should be investigated in order
to better elucidate the etiology of the oxidative stress in CH neonates. Furthermore, it
may be presumed that classical antioxidants may represent a potential adjuvant

therapy to neonates with CH, but should be first tested in animal models.
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Figure legends:

Figure 1: Correlation between malondialdehyde levels (MDA) and total antioxidant
reactivity (TAR) in CH patients. Graph shows the Pearson correlation coefficient and

probabilities.
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Table legends:

Table 1: Plasma malondialdehyde (MDA) and total antioxidant reactivity (TAR)
values in CH patients before and after treatment and in controls. Data represent the

meanzS.D (n=11). Difference from control, *P<0.05 (ANOVA).

Table 2: Catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide
dismutase (SOD) activities in erythrocyte from CH patients before and after treatment
and from controls. Data represent the meantS.D (n=9). Difference from control,

*P<0.05 (ANOVA).
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Table 1: Measurement of MDA levels and TAR.

Oxidative stress CH patients
Controls CH treated patients
parameter (before treatment)
MDA (M) 1.96 +0.14 2.26* £ 0.27 2.16* £ 0.23
TAR (nmol/mg protein) 1.50 + 0.47 0.92* £ 0.23 1.09*+ 0.25
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Table 2: Antioxidant enzyme activities.

CH patients
Enzyme activity Controls CH treated patients
(before treatment)
CAT (pmol/mg protein 2.43+£0.43 1.79* £ 0.52 1.99* £ 0.35
GSH-Px (U/mg protein) 0.66 £ 0.10 0.57* £ 0.06 0.57* £ 0.08
SOD (U/mg protein) 0.47 £ 0.06 0.47 +£0.12 0.5+0.12
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4 DISCUSSAO




O Hipotireoidismo Congénito (HC) primario é uma disfuncdo enddcrina
causada por disturbios na formacao ou na sintese hormonal da glandula da tiredide.
Os horménios da tiredide desempenham importante papel no metabolismo
energético, termogénese, metabolismo de nutrientes e ions inorganicos, crescimento
e desenvolvimento de varios tecidos incluindo Sistema Nervoso Central (SNC).
Baixos niveis destes hormdnios provocam severo déficit mental e motor se o
paciente ndo receber o tratamento preconizado com tiroxina (T4). O HC primario,
portanto, representa uma das causas mais frequentes de retardo mental que podem
ser prevenidas através do diagnostico precoce e do tratamento adequado
(BEARDSALL e OGIVY-STUART, 2004; EUGSTER et al., 2004; ROSE e BROWN,
2006; JAIN et al., 2008; KRATZSCH, 2008). Clinicamente, o HC apresenta baixa
prevaléncia de sintomas e sinais indicativos da doenca, sendo a ictericia neonatal
prolongada a manifestacdo clinica mais frequente. Existe, portanto, uma grande
dificuldade quanto ao diagnoéstico clinico de recém-nascido portador de HC no
momento do nascimento. Considerando-se apenas 0s elementos de ordem clinica,
menos de 5% das criancas com HC sao reconhecidas nos primeiros dias de vida.
Desta forma, o programa de triagem é ferramenta indispensavel para a detecc¢éo
precoce da doenca. Sabe-se que o TSH sofre elevacdo apds o parto, sendo,
portanto, o periodo entre o 3° e 0 6° dia de vida o momento ideal para a realizacdo
da triagem neonatal, quando o TSH da crianca encontra-se estabilizado (Figura 2).
O diagnostico pode ser confirmado com as dosagens de T4 livre e TSH. No periodo
neonatal niveis de T4 livre menores que 6,5 pg/dL e de TSH maiores que 10 pU/mL
sugerem hipotireoidismo. Desde 2001, a triagem neonatal tem contribuido para o
diagnéstico e tratamento precoce do hipotireoidismo congénito no Brasil.

O tratamento do HC consiste em reposicdo hormonal com tiroxina via oral
numa dosagem inicial de 10 a 15 pg/Kg/dia e deve ser administrada uma vez ao dia,
preferencialmente pela manha. A tiroxina possui um tempo de meia vida prolongado,
em torno de 7 dias e, portanto, sua resposta maxima é observada na segunda
semana de tratamento quando grande parte da tiroxina ja foi convertida em T3. Por
outro lado, os niveis de TSH levam quatro semanas para normalizar apos inicio do
tratamento. A eficacia do tratamento e o0s ajustes de doses sao avaliados a partir das
dosagens de T, livre e TSH no soro apds o inicio do tratamento. Pacientes que

iniciam o tratamento precocemente geralmente apresentam desenvolvimento
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cognitivo normal (ROSE and BROWN, 2006; SETIAN, 2007; KRATZSCH, 2008;
MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008).

Esta bem estabelecido que as medidas estabelecidas para prevenir os
sintomas neurolégicos em pacientes com HC estdo baseadas na reposicéo
hormonal (T4), a qual deve ser iniciada o mais precocemente possivel (EUGSTER et
al., 2004; JAIN et al., 2008; KRATZSCH, 2008). Entretanto, pouco é sabido sobre a
fisiopatologia do dano tecidual nesta doenca e, particularmente, sobre o efeito do
tratamento com tiroxina sobre o estresse oxidativo em neonatos portadores de HC.

Os hormonios tireoidianos tém uma influéncia importante na maturacdo do
SNC e, portanto, diversos pesquisadores estudaram a influéncia dos hormdnios da
tiredide no desenvolvimento do SNC de ratos submetidos ao modelo experimental
de hipotireoidismo. Alguns trabalhos mostraram o efeito dos horménios da tiredide
na expressdo do gene da proteina da mielina no cérebro e cerebelo de ratos
sugerindo que isto possa ser devido ao dano produzido pelo estresse oxidativo
gerado por um excesso de hormoénios tiredideos (PASQUINI e ADAMO, 1994).
RAHAMAN e colaboradores (2001) verificaram aumento da lipoperoxidacdo e da
atividade das enzimas SOD e CAT, bem como diminui¢cdo dos niveis da glutationa
reduzida (GSH) em cérebro de ratos submetidos ao modelo de hipotireoidismo
durante as primeiras quatro semanas de desenvolvimento pos-natal. Além disto,
BASKOL e colaboradores (2007) verificaram que em pacientes adultos com
hipotireoidismo ocorre aumento da producéo de radicais livres demonstrado pela
elevacdo dos niveis plasmaticos dos marcadores de estresse oxidativo. NANDA e
colaboradores (2008) observaram que pacientes adultos portadores de
hipotireoidismo apresentaram alteracdo em dois importantes marcadores de dano
celular devido ao ataque de espécies reativas em proteinas e lipidios de membrana,
especialmente em pacientes do sexo masculino que apresentaram alteracdo do
perfil lipidico. TORUN e colaboradores (2009) verificaram uma correlacdo positiva
entre 0 aumento dos niveis de malondialdeido e o perfil lipidico de pacientes com
hipotireoidismo. Ainda, foi verificado em outro estudo que ocorre intensificacdo do
processo de peroxidacéo lipidica e ataque de radicais livres em pacientes adultos
com hipofuncdo da tiredide e que este processo parece ser atenuado apos o
tratamento com tiroxina, porém, ndo se igualando ao grupo controle (ERDAMAR et
al., 2008).
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O mecanismo pelo qual a hipofuncéo da tiredide parece estar envolvida com
estresse oxidativo ainda é desconhecido, especialmente em neonatos. Levando-se
em consideracdo os trabalhos que sugerem a ocorréncia de estresse oxidativo em
modelos animais de hipotireoidismo e em pacientes adultos portadores de
hipotireoidismo, o presente trabalho teve como objetivo investigar diversos
parametros de estresse oxidativo em neonatos com HC primario diagnosticados pelo
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) no momento do diagndstico e apos
o tratamento com tiroxina, a fim de avaliar os mecanismos envolvidos na
fisiopatologia desta doenga, bem como o efeito do tratamento com tiroxina sobre o
estresse oxidativo. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Na primeira parte deste trabalho foram analisadas amostras de plasma e
eritrécitos de pacientes com hipotireoidismo congénito priméario diagnosticados no
PNTN. Cabe salientar que a idade média de diagnéstico dos pacientes foi de quatro
semanas, o que pode ser considerado diagndstico tardio se observarmos o tempo
de diagndstico preconizado.

Nossos resultados apontaram um aumento dos niveis de malondialdeido
(MDA) no plasma de recém-nascidos portadores de HC primério antes do inicio do
tratamento com tiroxina quando comparados ao grupo controle, o que esta de
acordo com estudos prévios que também demonstraram inducéo da lipoperoxidacéo
em pacientes com hipotireoidismo. RAHAMAN e colaboradores (2001) verificaram
aumento dos niveis de MDA em cérebro de animais submetidos ao modelo de
hipotireoidismo e concluiram que diversos parametros de estresse oxidativo
encontraram-se alterados durante o desenvolvimento cerebral de ratos. Da mesma
forma, CANO-EUROPA e colaboradores (2008) também verificaram aumento dos
niveis de MDA em cérebro de ratos submetidos ao modelo experimental de
hipotireoidismo. Outros estudos em adultos demonstraram aumento dos niveis de
MDA em plasma de pacientes com hipotireoidismo (BASKOL et al., 2007; TORUN et
al., 2009). Todos os componentes celulares estdo suscetiveis a acdo de radicais
livres. A membrana celular é preferencialmente atacada pela sua constituicdo rica
em lipidios de cadeias insaturadas, caracterizando a peroxidacéo lipidica. As
principais consequéncias deste ataque incluem alteracdo da estrutura e
permeabilidade da membrana celular. Desta forma, pode haver perda da

seletividade na troca idnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas
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hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotéxicos (como o
malondialdeido), culminando com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

Além disto, nossos resultados mostraram uma reducdo da reatividade
antioxidante total (TAR) em plasma de neonatos com HC primério antes do inicio do
tratamento com tiroxina. Este parametro mensura a capacidade dos antioxidantes
em modular o dano causado pelo aumento da producéo de radicais livres, refletindo
a qualidade dos antioxidantes pela sua reatividade. Assim, os neonatos com HC
apresentaram reduzida capacidade de responder ao aumento de espécies reativas.
Este resultado estd de acordo com outros achados na literatura em pacientes
adultos com hipotireoidismo, mostrando que os niveis de antioxidantes nao
enzimaticos esta diminuido comparativamente a individuos controle (RESCH et al.,
2002; CARMELI et al., 2008). Ainda, de forma complementar, foi verificada uma
correlagdo significativa negativa entre os niveis de MDA e TAR nestes pacientes,
sugerindo que ocorre estresse oxidativo em recém-nascidos com hipotireoidismo
congénito diagnosticados na fase neonatal, provavelmente secundario a geracéo de
radicais livres.

A determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes em eritrocitos de
neonatos com HC diagnosticados pelo PNTN também foi realizada neste trabalho. A
atividade da SOD em eritrécitos encontrada nos pacientes nao foi significativamente
diferente do grupo controle, enquanto que as atividade da GSH-Px e CAT
apresentaram-se significativamente diminuidas em eritrocitos de neonatos com HC
obtidos no diagnéstico, quando comparados ao grupo controle.

Outros trabalhos mostraram resultados varidveis quanto a atividade de
enzimas antioxidantes em modelos animais de hipotireoidismo e pacientes adultos
portadores da doenca. RESCH e colaboradores (2002) verificaram que defesas
antioxidantes enzimaticas estavam aumentadas em pacientes com hipotireoidismo
guando comparados ao grupo controle, porém as defesas antioxidantes né&o
enzimaticas mostraram-se reduzidas nestes pacientes quando comparadas ao grupo
controle. Ainda, CARMELI e colaboradores (2008) verificaram diminuicdo da
atividade da CAT e GSH-Px em pacientes com hipotireoidismo quando comparados
ao grupo controle, resultados que estdo de acordo com nossos achados. Além disto,
dois outros estudos mostraram que a atividade enzimatica da SOD n&o se mostrou
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diferente do grupo controle (BASKOL et al., 2007; ERDAMAR et al. 2008), estando
de acordo com os resultados encontrados em nosso estudo.

A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio e atua como enzima antioxidante na
remocdo desta espécie reativa formada como produto metabdlico. Esta enzima
possui uma acao muito especifica atuando apenas em reacdes com peroxidos de
hidrogénio, metila e etila (CHANCE et al., 1979). Desta forma, podemos concluir, a
partir de nossos resultados, que neonatos com HC primario possuem limitada
capacidade para remover peroxido de hidrogénio gerado como produto do
metabolismo celular.

A GSH-Px é outra enzima antioxidante que catalisa a reducao do peroxido de
hidrogénio e de hidroxidos organicos através da oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG). Esta enzima tem elevada atividade no figado e
eritrécitos e encontra-se principalmente no citosol e matriz mitocondrial. A GSH-Px é
capaz de proteger membranas e proteinas essenciais dos efeitos potencialmente
danosos das espécies reativas e lipoperoxidos (SHULZ et al., 2000). Em eritrocitos
esta enzima tem importancia particular, jA que estas células apresentam elevada
suscetibilidade de ataque por radicais livres, uma vez que a composi¢cdo da suas
membranas é rica em acidos graxos poliinsaturados, e também, por apresentarem
conteudo rico em oxigénio e ferro (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Assim, &
possivel que a inducdo de dano oxidativo a lipidios possa estar relacionado a
reducdo da atividade da GSH-Px em eritrécitos de neonatos com HC.

Os resultados encontrados neste estudo em neonatos portadores de HC
primério diagnosticados no PNTN (aumento da lipoperoxidacdo, reducdo da
capacidade de reagir aos radicais livres, diminuicdo das atividades antioxidantes
enzimaticas da glutationa peroxidase e catalase) permitem sugerir que nestes
pacientes ha uma producdo de radicais livres aumentados concomitantemente a
uma diminuicdo das defesas antioxidantes, ocasionando o processo conhecido
como estresse oxidativo.

Levando-se em consideracao os resultados obtidos no primeiro momento da
realizacdo deste trabalho, que indicam o envolvimento do estresse oxidativo no
hipotireoidismo congénito primario, buscamos, no segundo momento, avaliar os
mesmos parametros de estresse oxidativo nos mesmos neonatos com HC

submetidos ao tratamento de reposi¢cdo hormonal com tiroxina. O tratamento quando
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iniciado precocemente, ainda nas duas primeiras semanas de vida é capaz de
prevenir o retardo mental ocasionado pela falta destes hormonios ao nascimento.
Cabe ressaltar que nossos pacientes tiveram diagnadstico tardio e, portanto, iniciaram
o tratamento com mais de duas semanas de vida (tempo médio de diagndstico de 30
dias). Uma dosagem inicial de 10 a 15 pg/Kg/dia foi administrada aos pacientes apos
o diagnéstico. Foram coletadas novas amostras de soro dos pacientes apds o
tratamento para monitorar os niveis de TSH e T4 livre. O tempo médio de tratamento
foi de seis meses (variacdo 1 a 10 meses de tratamento).

Os niveis de malondialdeido em plasma de recém-nascidos com HC
mostraram-se igualmente aumentados ap0s o tratamento com tiroxina quando
comparados aos controles, indicando que a terapia de reposicdo hormonal néo
impede ou reverte 0 processo, que provavelmente é secundario a geracdo de
radicais livres. Além disto, a medida da reatividade antioxidante total (TAR) em
plasma de neonatos com HC mostrou-se similarmente reduzida apos o tratamento
com a tiroxina quando comparados aos controles, sugerindo que o tratamento néo
causou melhora na capacidade dos antioxidantes circulantes reagirem rapidamente
frente a um aumento na geracao de espécies reativas. Também foram avaliadas as
defesas antioxidantes enzimaticas em eritrécitos de neonatos com HC submetidos
ao tratamento com tiroxina. As enzimas CAT e GSH-Px estavam significativamente
diminuidas em relacdo ao grupo controle e ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparadas as atividades enziméaticas
medidas no momento do diagndéstico. A atividade enziméatica da SOD néao
apresentou variacao estatisticamente significativa entre os grupos analisados.

Assim, em conjunto, estes resultados permitem sugerir que a tiroxina nao
reverte o estresse oxidativo em neonatos com diagnostico tardio de HC primario.
BASKOL e colaboradores (2007) mostraram que o tratamento com tiroxina oferece
protecdo contra o0 estresse oxidativo em pacientes adultos portadores de
hipotireoidismo, uma vez que o tratamento levou a reducdo dos niveis de MDA
comparativamente aos pacientes ndo tratados, ndo se igualando, porém, aos niveis
de MDA medido nos individuos controles, o que esta em desacordo com 0s
resultados encontrados em neonatos. Esta divergéncia de resultados poderia ser
explicada pela idade dos pacientes em cada estudo, de forma que pacientes adultos

e neonatos podem responder diferentemente ao tratamento com tiroxina.
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De forma complementar, a fim de verificarmos se os niveis de TSH estavam
relacionados com as alteragcfes dos parametros do estresse oxidativo estudados
neste trabalho, foi verificado se havia correlacédo entre TSH e T4 livre no soro com as
medidas plasmaticas de MDA e TAR, bem como com as atividades enzimaticas
eritrocitarias da CAT, GSH-Px. Nenhuma correlacdo significativa foi verificada para
estes parametros tanto nos ensaios realizados no momento do diagndstico quanto
apos o tratamento, sugerindo que o TSH e o T4 livre podem néo estar diretamente
envolvidos com o mecanismo de dano oxidativo nestes pacientes. Podemos
concluir, portanto, que outros mecanismos ainda desconhecidos podem estar
influenciando o desequilibrio pro-oxidante e antioxidante em neonatos com HC
primario.

Pacientes adultos com hipotireoidismo comumente  apresentam
desenvolvimento de aterosclerose. MAYER e colaboradores (2006) verificaram uma
alta prevaléncia de hipotireoidismo em pacientes com doengas coronarianas. O
aumento da morbidade cardiovascular nestes pacientes tem sido relacionado aos
indices elevados de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e colesterol total. O
quadro clinico de adultos com hipofuncédo de tiredide inclui: aumento da resisténcia
vascular sistémica, perfil lipidico alterado com aumento de LDL e hipertenséo
diastélica (NEDREB@ et al., 1998; RESCH et al., 2002; MAYER et al., 2006).
DUNTAS (2002) caracterizou o perfil lipidico de pacientes adultos com
hipotireoidismo: hipercolesterolemia, aumento de LDL e apolipoproteina B,
evidenciando a desordem lipidica nestes pacientes. Sabe-se, ainda, que o LDL é
suscetivel ao ataque de radicais livres e pode sofrer modificacdes oxidativas
estando, portanto, intimamente relacionado ao desenvolvimento e a progressado da
arterosclerose devido ao aumento da lipoperoxidagéo durante o estresse oxidativo
(DIEKMAN et al., 1998; RESCH et al., 2002; ORZECHOWSKA-PAWILOJC et al.,
2005). Com base nestes estudos, cabe salientar que seria importante investigar no
futuro se o estresse oxidativo demonstrado em neonatos com hipotireoidismo
congénito primario pode estar relacionado com o perfil lipidico destes pacientes.
Alguns trabalhos sugeriram que a lipoperoxidacao esta envolvida com a patogénese
da arterosclerose no hipotireoidismo (RESCH et al.,, 2002; BASKOL et al., 2007;
TORUN et al., 2009). NANDA e colaboradores (2008) verificaram um aumento dos
niveis de MDA em pacientes adultos com hipotireoidismo e uma correlagdo positiva

significativa deste com niveis de colesterol total, colesterol LDL e trigliceridios nestes
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pacientes. Outro parametro passivel de ser investigado em neonatos com HC é
homocisteina (HCY). Sabe-se que a hiperhomocisteinemia é considerada fator de
risco independente para doencas coronarianas, periféricas e cerebrovasculares. Ja
estd bem documentado na literatura cientifica que elevados niveis plasmaticos de
HCY levam ao aumento do estresse oxidativo (HUSSEIN et al., 1999; DAI et al.,
2006; JIN et al, 2007). DIEKMAN e colaboradores (2001) estudaram a alteracao dos
niveis plasmaticos de HCY em pacientes com disfuncdo da tiredide. Pacientes
adultos com hipotireoidismo apresentaram aumento significativo da concentracao
plasmatica total de HCY, a qual diminuiu apés tratamento com reposi¢cao hormonal
com T4 (HUSSEIN et al., 1999; SENGUL et al., 2004). As avaliagbes do perfil
lipidico e dos niveis plasmaticos de HCY poderiam, portanto, fornecer importantes
informacBes na investigacdo do envolvimento de radicais livres com o
hipotireoidismo congénito primério. Da mesma forma, serd importante em estudos
futuros investigar parametros de avaliacdo de dano ao DNA e a proteinas em
neonatos com HC, no intuito de melhor entender o dano secundario ao ataque das
espécies reativas no HC primario. Cabe salientar que estes parametros ainda nao
foram estudados em neonatos.

Neste trabalho, também néo tivemos a oportunidade de realizar a analise dos
niveis de oligoelementos que atuam como antioxidantes, como o0 selénio. Este
micronutriente € componente de enzimas essenciais a manutencdo das defesas
antioxidantes e do metabolismo do hormdnio tiroxina tais como glutationa peroxidase
(GSH-Px) e iodotironina deiodinases, respectivamente (OLIVERI et al., 1995;
CHANOINE, 2003; SCHWEIZER et al., 2004). OLIVERI e colaboradores (1995)
verificaram que 0s niveis plasmaticos de selénio influenciam os horménios da
tiredide, principalmente por modular os niveis de tiroxina. Além disto, ERDAL e
colaboradores (2008) concluiram que a deficiéncia de selénio poderia contribuir para
o risco de doencas cardiovasculares em pacientes com hipotireoidismo subclinico.

Os resultados obtidos neste trabalho em amostras de neonatos com HC
obtidas no momento do diagndstico da doengca permitem concluir que ha um
desequilibrio entre a producédo de radicais livres e a acdo de antioxidantes nestes
pacientes. Estes pacientes tiveram diagnostico com idade média de quatro semanas
(variando de 20 a 60 dias de vida) e, desta forma, um diagndstico tardio. No Rio
Grande do Sul, ainda apenas 26,6% dos pacientes realizam a coleta de triagem com

até 7 dias de vida e a idade de coleta ocorre em média com 11 dias de vida. Além
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disto, o tempo de processamento da amostra desde a data da coleta até o
diagnostico final no Brasil € de 43 dias e no Rio Grande do Sul é de 24 dias
(MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008). Neste contexto, considerando o diagndstico
e o inicio do tratamento tardio dos pacientes estudados, podemos sugerir que o
estresse oxidativo demonstrado nestes neonatos com hipotireoidismo congénito
primario poderia estar relacionado as consequéncias da falta do horménio da
tiredide por tempo prolongado. Para que esta hipdtese seja confirmada, estudos
mais aprofundados que avaliem parametros de estresse oxidativo em neonatos com
diagndstico precoce de HC seriam necessarios.

Por outro lado, os resultados deste estudo mostram que o tratamento com
tiroxina ndo reverteu os parametros de estresse oxidativo estudados em neonatos
com HC primario. Os pacientes por nds estudados nédo iniciaram o tratamento
precocemente, 0 que permite supor que o dano causado pela falta do horménio da
tiredide antes do inicio do tratamento possa ter sido irreversivel. Ainda, estudos
futuros avaliando neonatos portadores HC com diagndstico e inicio de tratamento
precoce devem ser realizados, de tal forma a monitorar os parametros de estresse
oxidativo ao longo do tratamento. Por fim, poderiamos, ainda, sugerir que a
administracdo de antioxidantes e oligoelementos como selénio poderiam ser

considerados uma terapia adjuvante para neonatos HC primario.
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5 CONCLUSOES




Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

a)

b)

d)

f)

)

O parametro de lipoperoxidacdo MDA esta significativamente aumentado em

amostras de plasma de neonatos com HC no momento do diagndstico.

A medida da reatividade antioxidante total (TAR) mostrou uma diminui¢cao

significativa em plasma de neonatos com HC no momento do diagndstico.

As atividades das enzimas antioxidantes da CAT e GSH-Px mostraram-se
significativamente reduzidas em eritrocitos de neonatos com HC no momento
do diagndstico, enquanto que a atividade da SOD néo foi significativamente

diferente do grupo controle.

Observou-se aumento significativo dos niveis de MDA em plasma de
neonatos com HC tratados com tiroxina quando comparados ao grupo
controle, porém nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa
deste parametro quando comparado ao resultado obtido no momento do

diagnéstico.

A medida da reatividade antioxidante total (TAR) mostrou uma diminuicédo
significativa em plasma de neonatos com HC tratados com tiroxina quando
comparada a do grupo controle, porém ndo foi verificada diferenca
estatisticamente significativa para este parametro quando comparado ao

resultado obtido no momento do diagndstico.

As atividades das enzimas antioxidantes da CAT e GSH-Px mostraram-se
reduzidas em eritrocitos de neonatos com HC tratados com tiroxina quando
comparadas as do grupo controle, poréem nao foi verificada diferenca
estatisticamente significativa para este parametro quando comparado ao
resultado obtido no momento do diagnéstico. A atividade enzimatica da SOD
manteve-se inalterada em pacientes tratados quando comparado ao grupo

controle.

Foi verificada uma correlacdo positiva entre as medidas de MDA e TAR no
plasma de neonatos com HC, reforcando o envolvimento das espécies

reativas com a fisiopatologia do HC.
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Embora outras técnicas complementares de avaliagdo de estresse oxidativo
possam ser empregadas para melhor explicar nossos resultados, podemos concluir
gue o estresse oxidativo contribui, pelo menos em parte, para a fisiopatologia do HC
primario e que este processo ndo esta diretamente relacionado com os niveis de
TSH e T4 livre. Ainda, o tratamento com tiroxina parece nao reverter o estresse
oxidativo em neonatos com HC. Desta forma, pode-se sugerir que antioxidantes

possam ser utilizados como terapia adjuvante em neonatos com HC primario.
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6 PERSPECTIVAS




Pretendemos dar continuidade a este trabalho. Assim, nossas perspectivas

incluem ainda:

a) Avaliar o dano ao DNA e a proteinas em neonatos com HC no momento do

diagndstico e ao longo do tratamento com tiroxina,

b) Avaliar o perfil lipidico de neonatos com HC no momento do diagndstico e ao

c)

d)

f)

longo do tratamento com tiroxina e correlacionar com os niveis de TSH e T4

livre;

Verificar os niveis de homocisteina em neonatos com HC no momento do

diagnéstico e ao longo do tratamento com tiroxina;

Realizar dosagem de selénio em neonatos com HC no momento do

diagnéstico e ao longo do tratamento com tiroxina;

Realizar estudo comparativo entre diagnéstico tardio e precoce no HC
primario;

Realizar o seguimento do tratamento dos pacientes com HC com parametros
de estresse oxidativo.
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