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Resumo

Esse estudo foi conduzido para testar a influéncia do estado redox sobre a modulacdo de proteinas
envolvidas em vias de sinalizacdo intracelular, associadas a sobrevivéncia/crescimento e morte celular, na
hipertrofia cardiaca compensada induzida pelo hipertireoidismo experimental. Os hormdnios da tiredide
induzem crescimento cardiaco fisioldgico e, a ativacao das vias de sinalizacdo da Akt e das MAPKSs, parece
contribuir na acdo desses hormdnios sobre o coracdo. Estresse oxidativo esta envolvido nas respostas
cardiacas em diversas situacdes fisioldgicas e patoldgicas, assim como pode atuar na modulacdo de
proteinas envolvidas em processos de sinalizagdo. Glutationa e tiorredoxina sdo os principais sistemas
mantenedores do ambiente intracelular reduzido, através do controle dos niveis de tiés (-SH),
consequentemente, podem contribuir na regulacdo dos sistemas de sinalizacdo. Ratos Wistar foram
divididos em 4 grupos (n=6-7/grupo): controle, vitamina E (20 mg/Kg/dia, s.c., 14 dias), -tiroxina (T4) (12
mg/L na agua de beber por 14 dias) e T4+vitamina E. Materiais e Métodos: Pardmetros morfométricos
(indice de hipertrofia cardiaca (IHC = mg coracdo/g corporal); indice de congestdo hepatica e pulmonar),
glutationa reduzida (GSH, umol/g), glutationa oxidada (GSSG, umol/g), estado redox (razdo GSH/GSSG),
atividade da tiorredoxina redutase (TrxR, nmol/min, mg prot) e niveis de peréxido de hidrogénio (H,O,,
nmol/g) foram mensurados no tecido cardiaco. A expressdo das proteinas tiorredoxina-1 (Trx-1), Akt,
ERK1/2 e INK (MAPKSs), Bax (pré-apoptotica), Bcl-2 (pr6-sobrevivéncia), caspase-3, AlF (fator indutor
de apoptose) e do fator de transcricdo Nrf-2, foram quantificados por Western blot. Resultados: O
tratamento com o L-tiroxina foi efetivo no desenvolvimento do hipertireoidismo. Niveis plasmaticos de T4
(ug/dl) e T3 (ng/dl) aumentaram nos grupos hipertireoideos comparados aos controles. Depois dos 14 dias
de tratamento, o grupo T4 apresentou hipertrofia cardiaca (4,06 + 0,38 mg/g) comparado ao controle (2,41
+ 0,15 mg/g) e essa resposta foi reduzida significativamente no grupo T4+vitamina E (3,65 + 0,27 mg/g).
Sinais da congestdo de érgdos ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Niveis de GSSG e H,0,
aumentaram significativamente (33% e 43%, respectivamente) no grupo T4 em comparacdo ao controle,
sendo significativamente atenuados pela administragdo de vitamina E no grupo T4. A razdo GSH/GSSG foi
reduzida significativamente (28%) no grupo T4 em comparacdo ao controle. Nenhuma alteracdo foi
observada nos niveis de GSH, na atividade da TrxR e na expressdo da Trx-1 e Nrf-2. A expressdo da Akt
total reduziu nos grupos hipertireoideos em comparagdo aos seus controles e, a expressdo da fosfo-Akt
reduziu nos grupos vitamina E, T4 e T4+vitamina E quando comparados ao controle. Foi observado
aumento significativo da expressdo da fosfo-ERK1/2, assim como da razdo fosfo-ERK/ERK total nos
grupos hipertireoideos em comparacgdo aos controles. Nenhuma alteragdo foi encontrada na expressdo da
JNK, fosfo-JNK, AIF e na razdo da Bax/Bcl-2, por outro lado, observou-se aumento (53%) da caspase-3
nos T4 em comparacéo ao controle. Conclusdo: Com base nos resultados obtidos, ao final dos 14 dias de
tratamento com cr-tiroxina, pode-se concluir que a resposta hipertréfica cardiaca parece estar com sua
funclo compensada, uma vez que ndo foram observados sinais de insuficiéncia cardiaca. A reducéo de
GSSG e H,0, promovida pela administracdo de vitamina E se mostrou associada a diminuicdo do
crescimento da massa cardiaca nos animais hipertireoideos. O sistema tiorredoxina ndo se mostrou
fundamental para a manutencao do estado redox nesta fase. A Akt parece ndo contribuir significativamente
para a resposta hipertréfica nesse periodo de tratamento. O aumento da fosforilacdo da ERK1/2, associado
a ndo ativacdo da JNK, pode ser o responsavel pela resposta tréfica cardiaca compensada nos animais
hipertireoideos. O aumento da caspase-3, efetora de morte, indica que pode esse periodo possuir inicio da
ativacdo apoptotica. Os dados em conjunto reforcam a ideia de que, nessa fase, hd moderado desbalango
redox cardiaco, sem haver inicio de sinalizacdo que favoreca a hipertrofia cardiaca patoldgica, porém com
provavel inicio de sinalizacdo pré-apoptética, a qual pode contribuir para o desenvolvimento da disfuncao
cardiaca.
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Abstract

Cardiac hypertrophy induced by experimental hyperthyroidism: role of redox status under
proteins involved with signaling pathways for cell growth/survival and cell death

This study was conducted to test the redox status influence in the modulation of some proteins involved in
pro-survival and pro-apoptotic intracellular signaling pathways in the compensate cardiac hypertrophy
induced by hyperthyroidism. Thyroid hormones (T4 and T3) induce physiological cardiac growth and
activation of Akt and MAPKSs signaling pathways. Those may contribute to these hormones effects on the
heart. Oxidative stress is involved in cardiac responses under several physiological and pathological
situations, as well as can act in the modulation of proteins involved in the signaling process. Glutathione
and thioredoxin are the main antioxidant systems in the intracellular environment that can contribute to the
regulation of signaling redox-sensible. Material and Methods: Male Wistar rats were divided into four
groups (n= 6-7/group): control, vitamin E (20mg/Kg/day s.c. 14 days), r-thyroxine (T4) (12mg/L in
drinking water for 14 days) and T4+vitamin E. Morphometric parameters [cardiac hypertrophy index (mg
heart/g body weight), liver and lung congestion index (wet/dry weight)], reduced glutathione (GSH,
umol/g) and glutathione dissulfide (GSSG, pumol/g), redox status (GSH/GSSG ratio), the activity of
thioredoxin reductase (TrxR, in nmol/min/mg protein) and hydrogen peroxide steady-state concentration
(H20,, nmol/g) were measured in cardiac tissue. Thioredoxin-1 (Trx-1), NF-E2-related factor-2 (Nrf-2),
Protein Kinase B (PKB or Akt), Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2), ¢c-Jun n-Terminal
Kinase (JNK), Bax (pro-apoptotic)/Bcl-2 (pro-survival) ratio (Bcl-2 family proteins, respectively),
Caspase-3 (proteases involved in apoptotic process) and Apoptotic-Inducing Factor (AIF) myocardial
protein expression were quantified by western blot. Results: The hormone treatment was effective in the
development of hyperthyroidism. The serum T4 (in pg/dL) and T3 (in ng/dL) increased significantly in
hyperthyroid groups when compared to control groups, at the end of treatment. After 14 days, T4 group
presented cardiac hypertrophy (4.06 + 0.38 mg/g) when compared to control (2.41 £ 0.15 mg/g) and, this
response was significantly reduced in T4+vitamin E (3.65 £ 0.27 mg/g). Congestion signs were not
observed. Levels of GSSG and H,0, increased significantly (33% and 43%, respectively) in the T4 group
compared to control and this was reduced by vitamin E administration to the T4 group. The GSH/GSSG
ratio was significantly reduced in the group T4 (28%) when compared to control. Any change in the levels
of GSH, TrxR activity and the Trx-1 and Nrf-2 expression was observed. Total Akt expression was reduced
in the hyperthyroid groups when compared to their respective controls and the p-Akt expression was
significantly reduced in vitamin E, T4 and T4+vitamin E compared to control. The p-ERK1/2 expression
and p-ERK/Total ERK were significantly increased in the hyperthyroid groups compared to controls. No
changes were observed in the JNK, p-JNK, AIF and Bax/Bcl-2 ratio expression, but Caspase-3 increased
53% in T4 group compared to control. Conclusion: We concluded that after 14 days of treatment with -
thyroxine, cardiac hypertrophy response would have a compensated function, since no signs of congestive
heart failure were seen. It was observed association between GSSG and H,0O, reduction, by vitamin E
administration, and cardiac mass decreased in the hyperthyroid animals. The thioredoxin system appears to
be not primordial to redox environment maintenance in this phase. The Akt seems not to contribute
significantly to the hypertrophyc response in these period of treatment. The increase in p-ERK1/2,
associated with an inalteration of JNK, could be responsible for a compensate cardiac hypertrophy
phenotype in the hyperthyroid animals.Caspase-3 increase indicates that this period may represent the
beginning of apoptotic activation. The overall results reinforce the idea that, in this period, there is
moderate cardiac redox imbalance, with no signals that favors the pathological cardiac hypertrophy,
although with probable onset of proapoptotic signaling, which may contribute to the development of
cardiac dysfunction.



VI

Comité de Etica

us%c_i_g PRO-REITORIA DE PESQUISA Proxpesq
PR © COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE APROVACAO
O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisou
o projeto:
Numero : 2007832

Titulo : PARTICIPAgl\O DO ESTRESSE OXIDATIVO NA MODULACAO DA VIA DE
SINALIZAGCAO INTRACELULAR PI3K/AktYmTOR EM MODELO
EXPERIMENTAL DE HIPERTIREOIDISMO

Pesquisador (es) :

PARTICIPACAQ EMAIL FONE

NOME

ADRIANE BELLO KLEIN PESQ RESPONSAVEL  belklein@vortex.ufrgs.br 33083320

5

O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, reunio n® 22

atan® 102,de 13/3/2008 , por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo

com a Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde.

Porto Alegre, sexta-feira, 14 de marco de 2008

e
\ENA Siion Bﬁ%M DAgiLVA

FRGS

{Goordenador do CEP

sexta-feita, 14 de margo de 2008 Pigina § de §



Vil

Lista de Abreviaturas e simbolos

AIF - fator indutor de apoptose (Apoptosis-Inducing Factor)

Akt — proteina cinase B (protein kinase B - PKB)

ARE — elemento responsivo a antioxidantes (antioxidant responsive elements)

CAT — enzima catalase

Cis/Cis-SS — sistema antioxidante tiol/dissulfeto das cisteinas

EAO — espécie ativa de oxigénio

Endo G — endonuclease G

ERK — cinase ativada por sinal extracelular (Extracellular Signal-Regulated Kinase)
Fe?* — fon ferroso

GPCR - receptor acoplado a proteina G (G Protein-Coupled Receptors)

GPx — enzima glutationa peroxidase

GR - enzima glutationa redutase

GSH — glutationa reduzida

GSSG — dissulfeto de glutationa

GST - enzima glutationa-S-transferase

HMC-1 — células mastocitomas humanos

HT — hormonio da tiredide

H,O, — perdxido de hidrogénio

IC — insuficiéncia cardiaca

ICC — insuficiéncia cardiaca congestiva

IGF-1 — fator de crescimento semelhante a insulina-1 (Insulin-like Growth Factor-1)
JNK — proteina cinase c-Jun NHy-terminal (c-Jun NH,-terminal Kinase)

MAPK - proteina cinase ativada por mitdgeno (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MHC o — proteina da cadeia pesada de miosina o (Myosin Heavy Chain-a)

MHC B — proteina da cadeia pesada de miosina § (Myosin Heavy Chain-5)

mMTOR — proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mammaliam Target Of Rapamycin)
NADPH — nicotinamida adenina fosfato

NADPH oxidase — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase

NADP" — nicotinamida adenina fosfato oxidado



Vil

NF«p — fator de transcrigdo nuclear 3 (Factor Nuclear «f)

O, — anion radical superoxido

OH’ - radical Hidroxil

PDK 1/2 — fosfoinositideo dependente de cinase (phosphoinosite-dependent kinase 1/2)
PIP, — fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (phosphatidyl-Inositol 4,5-bisPhosphate)
PIP; — fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato (Phosphatidyl-Inositol 3,4,5-trisPhosphate)
PI3K — proteina fosfatidil-inositol 3 cinase (Phosphatidylinositol-3-Kinase)
Prx — peroxirredoxina

PTEN — proteina PTEN

p-Akt — proteina cinase B fosforilada

p-ERK — ERK fosforilada

Ras — pequena proteina GTPase (Small GTPase)

RPTK — receptor tirosina cinase (Receptor Protein Tyrosines Kinase)

RT — receptor tireoideano (RT-o, RT-p ¢ RT-y)

Ser — serina

-SH — grupo tiol

-SS- — grupo dissulfeto

SOD - enzima superoxido dismutase

SRA - sistema renina-angiostensina

Thr —treonina

TNF-a — fator de necrose tumoral a (Tumor Necrosis Factor o)

TRE — elemento responsivo ao T3 (T3 responsive elements)

Trx — proteina tiorredoxina

TrxR — enzima tiorredoxina redutase

Trx-SH — tiorredoxina reduzida

Trx-SS — tiorredoxina oxidada

Tyr —tirosina

TSH — horménio tireo-estimulante

T3 — hormonio triiodotironina

T4 — hormonio tiroxina



IX

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Lista de anticorpos primarios utilizados para a analise de expressao protéica por

WESTEIN DIOT ..., 39

Tabela 2: Concentragdo hormonal e parametros morfométricos ap6s duas semanas de

tratamento com L-tiroXina e/0U VItAMINA B ........oooiiiiiiieeeeeeee et 42

Tabela 3: Concentragdo da glutationa, estado redox (razdo GSH/GSSG), atividade da enzima
tiorredoxina redutase e niveis de peroxido de hidrogénio apds duas semanas de tratamento

COM L-tiroXiNa €/0U VITAMINGA E ...ooooeiiieeeee ettt e e e e e 43



Lista de Figuras

Figura 1: Vias de producdo e clearance das espécies ativas de OXigénio .........c.ccccevevvevernenn 19

Figura 2: Esquema resumido das proteinas que fazem parte da via de sinalizacdo da
PIBK/AKIMTOR ...viiiieieiee ettt bbbt s ettt nne e r et b enenne s 24

Figura 3: Esquema resumido das cascatas de proteinas que fazem parte da via das MAPKs

Figura 4: Representacdo esquematica das vias extrinseca e intrinseca de morte celular que

regulam a apoptose celular em células de Mamiferos ..........ccccccveveiiii i 28

Figura 5: Correlacio entre Indice de Hipertrofia Cardiaca (IHC) e razdo GSH/GSSG

Figura 6: Expressdo protéica analisada por Western blot de homogeneizado cardiaco: (A)
Tiorredoxina 1, (B) NI-2 .....eo et be e nne s 45

Figura 7: Expressao protéica analisada por Western blot de homogeneizado cardiaco: (A) Akt
total, (B) p-Akt, (C) razdo p-AKUAKETOtal ........c.ccveiiiieece e 47

Figura 8: Correlacio entre razo p-Akt/Akt total e o Indice de Hipertrofia Cardiaca (IHC)

Figura 9: Correlacdo da expresséo da Akt total e a razdo GSH/GSSG .........cccoovvvveieniiennnne, 48

Figura 10: Correlacéo da expressdo da p-Akt e a razdo GSH/GSSG ........cccccevvviviniienienne 48



Xl

Figura 11: Expressao protéica analisada por Western blot de homogeneizado cardiaco: (A)
ERK1/2 total, (B) p-ERK1/2, (C) razdo p-ERK/ERK total .........ccccovvvieiieiicic e 50

Figura 12: Correlagio entre razio da p-ERK/ERK total e o Indice de Hipertrofia Cardiaca

Figura 13: Correlacdo entre a razdo da p-ERK/ERK total e a razdo da GSH/GSSG ........... 49

Figura 14: Expressdo protéica analisada por Western blot de homogeneizado cardiaco: AlF

Figura 15: Expressao protéica analisada por Western blot de homogeneizado cardiaco: (A)
JNK total, (B) p-JNK e razéo p-JINK/INK total (C) .....ccceviriiiiiiiiiiiecee e 52

Figura 16: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
razo Bax/BCl-2 & (B) CaSPASE-3 ......cccuiiriiiiieiie ettt 53

Figura 17: Correlacdo entre a expressao da caspase-3 e a razdo da Bax/Bcl-2 ..................... 54



1. INTRODUCAO

1.1. Hipertireoidismo

Os horménios da tiredide (HT) possuem papel importante no crescimento,
desenvolvimento e metabolismo do organismo. Um alvo da agdo desses hormonios € o tecido
cardiaco, onde esses horménios exercem um grande numero de influéncias, promovendo
alteragOes estruturais, funcionais e moleculares (Dillmann, 2002). Alem disso, apresentam
acao importante sobre a regulacdo do metabolismo basal de diversos tecidos, tais como
musculo esquelético e cardiaco, figado, rins e cérebro (Venditti & Di Meo, 2006).

Esses hormonios [c-tiroxina (T4) e 3,5,3’-triiodotironina (T3)] sdo produzidos,
armazenados e secretados pela glandula tiredide, a qual esta sob controle do eixo hipotdlamo-
hipofise-tiredide através do TSH (horménio tireo-estimulante), principal modulador da funcéo
tireoidiana, e pelo mecanismo auto-regulatério modulado pelos niveis de iodo, molécula
indispensavel para a sintese dos horménios. Na endocrinologia, o distdrbio neste sistema que
eleva a producdo e a secrecdo de T4 e T3 para a circulacdo, expondo os tecidos a altos niveis
hormonais, é conhecido como hipertireoidismo. As causas mais comuns desta sindrome
patoldgica sdo a doenca de Graves (condi¢do auto-imune contra os receptores de TSH), o
bocio multinodular téxico e adenoma tdéxico (nddulos hiper-secretores com fungédo
autondmica) e a causa iatrogénica (excessiva ingestdo hormonal) (Cooper, 2003). Os sinais e
sintomas do hipertireoidismo incluem fadiga, perda de peso, intolerancia ao calor,
nervosismo, palpitagdes, aumento da motilidade intestinal, tremores e labilidade emocional.

Além desta gama de acdes causadas pelos hormonios sobre os diferentes tecidos, €
sobre o sistema cardiovascular que o hipertireoidismo apresenta muitas das suas

manifestagdes clinicas, devido a suas a¢cdes no miocardio e sobre a hemodindmica do sistema.
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Observa-se taquicardia, cardiomegalia, arritmias (fibrilacdo atrial) e aumento do débito
cardiaco, sendo este Ultimo causado pela maior contratilidade ventricular, maior fragdo de
ejecdo, reducdo da resisténcia vascular periférica e aumento do volume sanguineo (Klein &
Ojamaa, 2001). Este estado cardiocirculatorio hiperdindmico é causado tanto pela acdo dos
hormonios sobre a transcri¢do génica de proteinas regulatdrias e estruturais do coragdo, como
pelo maior consumo de oxigénio causado pelo metabolismo elevado dos tecidos, necessitando
de uma maior entrega desse géas pelo sistema circulatério.

O aumento da massa cardiaca é uma ocorréncia bem conhecida no hipertireoidismo,
tanto em animais como em humanos (Danzi & Klein, 2004), no entanto é pequeno o
conhecimento sobre os mecanismos pelos quais 0os hormonios induzem essa resposta. Os
hormbnios T4 e T3 exercem muitos de seus efeitos sobre o coracdo através do mecanismo
genbmico, em que, especialmente o T3, interage com receptores nucleares ativando ou
suprimindo a transcri¢do génica. Todos os receptores sdo fatores de transcri¢do ativados por
ligante, sendo que uma vez recrutados, interagem com a maquinaria transcricional,
aumentando a expressao de genes especificos. Uma caracteristica dos receptores do T3 é que
residem no ndcleo associados ao elemento responsivo ao T3 (TRE, T3 responsive elements)
do DNA. Das diferentes isoformas dos receptores tireoideanos o, B e y (RT), nos
cardiomidcitos, a mais expressa € 0 RT-a (Dillmann, 2009). Atualmente, tem-se observado
que esses hormdnios também atuam de forma ndo-gendmica, através da sua interagdo com
receptores tiredideos presentes na membrana celular e no citoplasma, ativando vias de
sinalizacdo intracelular (Kuzman et al 2007).

Tanto o aumento da massa cardiaca como as taquiarritmias (fibrilacao atrial), achados
comuns no hipertireoidismo, sdo importantes preditores para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca (IC). No hipertireoidismo, o desenvolvimento da IC parece ser

secundario a sustentada taquicardia, a qual prejudica a contratilidade cardiaca (Danzi & Klein,
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2004). Também pode se observar o desenvolvimento de disfungdo diastdlica seguida de IC, a

qual é conhecida como cardiomiopatia tireotdxica dilatada (Robbins et al, 2005).

1.2. Hipertireoidismo e hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca é um mecanismo adaptativo do coragdo, em resposta a um aumento
de sua atividade ou de sobrecarga funcional (Mill & Vassalo, 2001), assim como por
estimulos neurohormonais (Hu et al, 2005). A hipertrofia das camaras ventriculares ocorre
como uma resposta compensatoria para manter o estresse mecanico sistélico sobre a parede
ventricular dentro da normalidade e diminuir o consumo de oxigénio (Berenji et al, 2005). No
entanto, a sustentacdo de certos estimulos hipertréficos (sobrecarga cronica de pressdo e/ou
volume) determina alteragdes patolégicas nas células cardiacas e predispbe ao
desenvolvimento de IC, o que torna a hipertrofia ser considerada um importante fator de
morbidade e mortalidade (Mosterd et al, 2001). Porém, em situagBes que o estimulo
desencadeador dessa resposta € fisioldgico, promove crescimento cardiaco sem consequente
disfuncéo (gravidez, exercicio fisico).

No hipertireoidismo, a hipertrofia cardiaca é induzida tanto por efeitos diretos dos
hormdnios sobre os cardiomidcitos, como por efeitos indiretos através da modificacdo da
carga imposta aos ventriculos. Atuando diretamente, muitos autores mostraram que
preparacOes isoladas de musculo cardiaco tratadas com HT, aumentam a quantidade e a taxa
de sintese protéica e ribossomal. Porém, o papel dos HT sobre a expressdo génica ndo explica
satisfatoriamente os efeitos observados no crescimento do cardiomidcito (Kenessey &
Ojamaa, 2006). A diminuicdo da resisténcia vascular periférica, o aumento de volume
sanguineo e o subsequente aumento do trabalho cardiaco, contribuem para a hipertrofia

induzida pelos HT (Danzi & Klein, 2004). Hu et al (2003) mostraram que o sistema
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adrenérgico e o sistema renina-angiostensina (SRA) parecem estar envolvidos na resposta
hipertrdfica de ratos hipertireoideos, sendo esse segundo sistema, mais influente.

Segundo a literatura, nessa disfungdo enddcrina, raramente sinais e sintomas de
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) podem ocorrer; entretanto, isso ocorre em situacdes
de severo e prolongado hipertireoidismo (Danzi & Klein, 2004). Araujo et al (2006)
corroboraram essas informac6es uma vez que em seu trabalho utilizando modelo experimental
de hipertireoidismo pelo periodo de 4 semanas (28 dias), observaram o desenvolvimento de
sinais de ICC apenas na Ultima semana de tratamento com cr-tiroxina. Diversos trabalhos
mostram que os HT estdo relacionados principalmente com a inducdo da hipertrofia
fisiologica, ou seja, resposta funcional compensada. Esse padrdo, no entanto, pode se
modificar devido a sobrecarga funcional, gerando hipertrofia patoldgica, favorecendo sua
evolugdo para IC (Dillmann, 2009). A hipertrofia fisiologica inclui aumento da sintese de
proteinas contrateis e mitocéndrias, normalizacdo das vias metabdlicas e da geometria das
camaras ventriculares, reducdo da fibrose e neovascularizacdo proporcional ao crescimento
cardiaco (Ojamaa, 2009). Ja o crescimento cardiaco patoldgico, diferentemente do fisioldgico,
ocorre secundario a desequilibrios hemodindmicos cronicos (aumento da pré e/ou pds-carga) e
é caracterizado pelo aumento de fibroblastos, aumento de fibrose (matriz extracelular) e perda
de cardiomidcitos por mecanismos de morte celular (Wakatsuki et al, 2004).

Esses dois padrbes de hipertrofia apresentam diferentes caracteristicas estruturais e
funcionais, assim como fatores bioquimicos e moleculares. No caso dos HT, promovem o
aumento na expressdo da bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2), da cadeia
pesada da miosina oo (MHC-a) e a diminui¢do da MHC-f, sendo essa resposta semelhante a
estimulos indutores de hipertrofia fisioldgica (Dillmann, 2009). Outros estudos observam que
a hipertrofia induzida pelo tratamento com T4 (7 dias) ndo é acompanhada do aumento de

fibrose cardiaca (Hu et al, 2005), assim como ndo ha acimulo de colageno no intersticio
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miocardico, 0s quais sdo uma marca da hipertrofia patoldgica (Wakatsuki et al, 2004; Mill &
Vassalo, 2001). Os padrées de hipertrofia resultam também de ativacéo diferencial de vias de
sinalizacdo, onde é observado que proteinas que sinalizam para o crescimento/sobrevivéncia
estdo relacionadas com o tipo fisiologico de hipertrofia, e que outras vias, relacionadas com
crescimento, mas também com morte celular, sinalizam para o tipo patolégico (Heineke &
Molkentin, 2006; Wakatsuki et al, 2004). No entanto, sdo escassos 0s estudos mostrando
quais as vias de sinalizacdo estdo presentes no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca no
hipertireoidismo, induzido através da administragdo de r-tiroxina.

Com isso, uma vez que a hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) é um preditor de
mortalidade de varias patologias de origem cardiovascular e que o hipertireoidismo é um fator
de risco independente para a HVE (Ddrr et al, 2005), se faz importante investigarmos 0s

mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessa resposta hipertrofica.

1.3. Espécies ativas de oxigénio,antioxidantes e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é descrito como um desequilibrio entre a formacdo de espécies
ativas de oxigénio (EAO) e o sistema antioxidante, gerando um potencial dano oxidativo a
estruturas celulares (Sies & Cadenas, 1985). Sendo assim, o equilibrio entre os pré-oxidantes
e antioxidantes é essencial para a manutencdo da homeostasia celular (equilibrio redox). No
sistema cardiovascular, estudos mostram que 0 estresse oxidativo esta relacionado com o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, assim como a sua transi¢do para a IC (Singal et al,
1999), sendo os mecanismos pouco entendidos. Nas primeiras descobertas sobre a formacao
dos radicais de oxigénio, acreditava-se que estes possuiam apenas consequéncias maléficas
para o organismo. No entanto, recentes pesquisas estdo observando que estas moléculas

oxidativas possuem papel fisioldgico relevante na manutencao do equilibrio redox, importante
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fator para o funcionamento normal celular e modulador de vias de sinalizagdo intracelular
(Augusto, 2006; Trachootam et al, 2008).

As EAO compreendem o anion radical superoxido (O,"), o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxil (OH"), os quais sdo originarios da reducdo monovalente do
oxigénio. Na mitocbndria, 0 O,” e H,O, sdo produzidos principalmente no complexo |
(NADH desidrogenase) e 1l (ubiquinona-citocromo-c redutase) da cadeia transportadora de
elétrons. Uma vez que os HT aumentam os componentes presentes na membrana interna da
mitocondria, aumentam a producdo dessas EAO, favorecendo a ocorréncia do estresse
oxidativo (Venditti & Di Meo, 2006). Outras importantes fontes de O," sdo NADPH oxidase
e xantina oxidase (Figura 1).

Os sistemas antioxidantes que evitam 0 aumento excessivo das EAO e mantém a
homeostasia redox, sdao formados por elementos enziméaticos e ndo-enziméaticos. A enzima
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sdo as
principais catalizadoras da reducdo das EAO até agua. A glutationa-S-transferase (GST) e a
glutationa redutase (GR) agem, respectivamente, detoxificando agentes eletrofilicos (radicais
livres, xenobidticos) e reduzindo o dissulfeto de glutationa (GSSG) a glutationa reduzida
(GSH) (Tsutsui, 2001). Aumentos da atividade e da expressao protéica dessas enzimas sdo
observados no hipertireoidismo, sugerindo ser uma resposta compensatéria ao aumento das
EAO, buscando prevenir danos oxidativos (Venditti & Di Meo, 2006; Araujo et al, 2006).

Os principais antioxidantes ndo-enzimaticos intracelulares s&o o tripeptideo glutationa
(GSH) e a pequena proteina redox-sensivel tiorredoxina (Trx), por apresentarem em sua
estrutura molecular o grupo tiol (-SH), o qual doa seu H* para neutralizar e/ou reduzir os
radicais livres, promovendo o controle intracelular do ambiente redox tiol (-SH)/dissulfeto (-
SS-). Uma das suas diferengas é que a GSH apresenta-se em concentracdes milimolar, em

comparagdo com a Trx que é micromolar. A GSH além de controlar o ambiente redox celular,

17



participa de muitos processos metabolicos, incluindo a prevencdo da oxidagdo dos grupos -SH
de proteinas que sdo essenciais para a estabilidade e funcdo dessas macromoléculas (Venditti
& Di Meo, 2006). Por outro lado, a Trx parece ter uma maior acdo redutora sobre as
proteinas. A relacdo glutationa reduzida (GSH)/glutationa oxidada (GSSG) serve como um
bom indicativo de como estd o ambiente redox celular. A redugdo dos niveis de GSH no
coragdo in vivo aumenta a sensibilidade das células ao estresse oxidativo (Singal et al, 1999).
Estudos mostram que o hipertireoidismo causa a reducdo dessa relacdo, e o0 uso de
antioxidantes revertem esse efeito, mostrando que os HT possuem um importante papel na
regulacao do estresse oxidativo (Araujo et al, 2007).

A proteina Trx ndo atua apenas como antioxidante, mas também como anti-
inflamatoria e anti-apoptotica. Junto com GSH, o sistema Trx possui uma importante acdo
sobre a regulacdo do ambiente redox intracelular, tanto ao nivel citoplasméatico como nuclear,
controlando diversas proteinas e fatores de transcricdo envolvidos em vias de sinalizacdo
(Ago & Sadoshima, 2006; Jones, 2006). No coragdo, essa proteina apresenta duas isoformas
distintas, a Trx-1 e Trx-2. A Trx-1 esta mais envolvida com os processos de sinaliza¢do redox
sensivel, atuantes no remodelamento cardiaco. J& a Trx-2 possui importante papel sobre a
mitocondria de tecidos mais ativos metabolicamente, agindo na reducdo das EAO,
constantemente formadas por essa organela para a producgéo de energia (Ago & Sadoshima,
2006). Faz parte do sistema da Trx, a enzima Trx Redutase (TrxR) atuando na reconverséo da
Trx oxidada (Trx-SS) para a Trx (Trx-SH) reduzida. A expressdo e atividade da Trx é
principalmente regulada pelo nivel de desbalanco redox, sendo que esses dois fatores
contribuem com respostas relacionadas com hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (Ago &
Sadoshima, 2006). Outra acdo da Trx é sobre a recuperagdo da Peroxirredoxina (Prx) que
reduz H,O, a &gua, assim como a enzima glutationa peroxidase (Kobayashi-Miura et al,

2007).
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Figura 1: Vias de producdo e clearance das espécies ativas de oxigénio (EAO). Modificado
de Droge, 2002. (O,, oxigénio; O,", anion radical superdxido; H,0O,, perdxido de hidrogénio;
H,O, agua; OH;, radical hidroxil; —SH, grupo tiol; -SS-, grupo dissulfeto; TrxR, tiorredoxina
redutase; GR, glutationa redutase)

Um importante controlador dos niveis desses antioxidantes ndo-enzimaticos é o fator de
transcricdo Nrf-2 (NF-E2-related factor 2), que atua na regulacdo da transcricdo de maltiplos
antioxidantes, como a GSH e a Trx, sendo esse fator modulado por alteracbes redox
intracelulares. Atua ligando-se ao elemento responsivo a antioxidantes (ARE, antioxidant
responsive elements) de genes especificos. Sobre condigdes fisiologicas, o Nrf-2 esta
inativado pela sua interacdo com a proteina Keap-1 no citosol. No entanto, sob estresse
oxidativo esse fator é liberado da Keap-1, translocando-se para o nucleo, promovendo a
expressdo de mais de 200 genes relacionados com funcdo antioxidante (ex. sintese de GSH,
Trx-1, heme oxigenase, GPx, GR, Prx-1, entre outros) (Qiang et al, 2004; Hansen et al, 2004).
O estresse oxidativo é considerado o principal ativador da via do Nrf-2, sendo que as
proteinas que esse fator induz, sdo criticas para a defesa celular contra o proprio estresse
oxidativo (Trachoothan et al, 2008).

Soma-se a estes antioxidantes ndo-enzimaticos, a vitamina E (o-tocoferol) que é um

antioxidante lipossoluvel, responsavel pela protecdo dos acidos graxos poliinsaturados das
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membranas celulares contra o ataque das EAO. Por ser capaz de se intercalar na membrana
plasmética, atua inibindo a propagacdo das reacGes desencadeadas pela lipoperoxidacdo
(Packer et al, 2001). A vitamina E atua como scavenger de radicais livres (varredor), uma vez
que ela doa um elétron, neutralizando esses radicais, transformando-se em radical tocoferil.
Esse por sua vez é regenerado a tocoferol, através do ascorbato (vitamina C). A vitamina E
reduz a produgdo de radicais centrados no carbono, capazes de reagir diretamente com
biomoléculas como o grupo -SH de proteinas, resultando na reducdo do consumo e exaustao
de GSH. E importante para a manutenco do meio intracelular reduzido e evitar a ativagio de
vias apoptoticas (Ryter et al, 2007). Araujo et al (2007) sugerem que 0 estresse oxidativo esta
envolvido no processo de hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo, pois uma vez
administrada a vitamina E (antioxidante classico) houve reducdo da hipertrofia. Isso sugere
um papel preventivo da vitamina E no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.

A manutencdo do ambiente reduzido, tanto nuclear como citoplasmatico, é de
fundamental importancia, pois muitos fatores de transcricdo e proteinas possuem
componentes estruturais que podem ser modificados por oxidacgdo, sofrendo alteracdo de sua
funcdo (Trachoothan et al, 2008). Além disso, a geracdo de EAO ou a flutuagdo no estado
redox celular promove a estimulacdo de varios sistemas de sinalizacdo, como diversas
proteinas cinases responsivas ao estresse (Matsuzawa & Ichijo, 2005).

Apo0s duas décadas de estudos avaliando o papel e a acdo do estresse oxidativo sobre 0
organismo por diversos pesquisadores, Jones (2006) traz uma definicdo contemporénea para
este fendbmeno, que ndo seria apenas um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes,
mas também, alteracdes de vias de sinalizacdo que podem sofrer modulagédo pelo desbalanco
redox. Para esse autor, estresse oxidativo ocorre quando ha “um disturbio no controle e na

sinalizag¢do redox”.
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1.4. Hipertireoidismo e estresse oxidativo cardiaco

O aumento do metabolismo basal promovido pelos HT promove maior producdo de
EAO, os quais podem causar dano oxidativo a macromoléculas bioldgicas como DNA,
lipideos e proteinas. Estudos ja mostraram que o estado hipertireoideo gera dano oxidativo em
diversos tecidos, inclusive no tecido cardiaco (Venditti & DiMeo, 2006; Araujo et al, 2006).

O aumento da producdo das EAO pelo hipertireoidismo esté relacionado com o aumento
da peroxidacdo lipidica (Gago-Dominguez & Costelao, 2008). No tecido cardiaco, é
observado aumento da quimiluminescéncia e TBARS (marcadores de lipoperoxidacéo)
induzido pela administracdo cronica de T4 (Araujo et al, 2007). Mesmo estando aumentada a
producéo de EAO no hipertireoidiamo, o dano oxidativo ao DNA, mensurado através 8-oxo-
desoxiguanosina, ndo apresenta-se elevado nessa disfuncdo (Venditti & DiMeo, 2006; Lopez-
Torres et al, 2000). Em relacdo a oxidacao de proteinas, foi observado aumento do contetido
de carbonilas em figado (Venditti & DiMeo, 2006) e coracdo (Araujo et al, 2008) de ratos
hipertireoideos. Wajdowicz et al (1996) observaram que o tratamento crénico com HT esta
associado com rompimento e dilatacdo mitocondrial, 0 que pode estar contribuindo para o
desenvolvimento de disfuncdo cardiaca nesse modelo, uma vez que proteinas presentes no
interior da mitocondria, quando liberadas para o citoplasma, ativam vias de morte celular.

Evidéncias experimentais, assim como estudos clinicos, sugerem o envolvimento do
estresse oxidativo e das EAO na patogénese de diversas disfuncdes cardiacas, como a
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (Li et al, 2000). Araujo et al (2006) demonstraram
correlagéo positiva entre hipertrofia cardiaca e estresse oxidativo em modelo experimental de
hipertireoidismo, indicando que as EAO podem contribuir para a progressdo a IC nesse

modelo. No entanto, a participacdo do estresse oxidativo nesses processos € pouco entendida,
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sendo necessario explorar como o deshalanco redox contribui para a resposta cardiaca

induzida pelos HT.

1.5. Vias de sinalizagio para crescimento e sobrevivéncia celular

Recentes estudos tém mostrado que a resposta hipertrofica do coracdo aos diferentes
tipos de estimulos fisioldgicos e patolégicos depende da ativacdo de vias de sinalizagdo
intracelular como importantes coordenadoras dessa resposta. Embora as vias de transducéo de
sinais sejam complexas e abundantes, estudos em diversos modelos animais tém revelado que
as vias da PI3K/Akt/mTOR (Diniz et al, 2009) e das MAPKs (Wakatsuki et al, 2004) sé&o
importantes mediadoras da hipertrofia cardiaca. O mecanismo pelo qual os HT modulam a
resposta hipertrofica cardiaca ainda é pouco entendido, no entanto observa-se que essas vias
estédo envolvidas nesse processo.

A proteina cinase B (Akt ou PKB) é uma serina/treonina que possui papel chave em
processos celulares como na proliferacdo e crescimento celular, na angiogénese e no processo
de apoptose (Matzuzawa & Ichijo, 2005). Dos trés genes da Akt, o da Akt-1 e Akt-2 séo
bastante expressos no coracdo. Sua atividade esta relacionada com estimulos geradores de
hipertrofia cardiaca fisiol6gica (ex.: exercicio, insulina, IGF-1) (Debosch et al, 2006),
caracterizada pela prevencdo da fungdo ventricular e auséncia de fibrose e da expressdo
génica fetal. A Akt estd implicada com a resposta hipertréfica do cardiomidcito, pois estudos
mostraram que a sua inibicdo gera reducdo da taxa de sintese protéica, aumento da disfuncéo
cardiaca e apoptose em modelo de IC (Clerk et al, 2007). Sua acdo hipertrofica ocorre
principalmente via ativagdo de alvos downstream como a mTOR (mammaliam target of
Rapamycin), uma proteina cinase serina/treonina que atua aumentando a sintese protéica via

alteracdes na transcricdo e traducdo de genes (Heineke & Molkentin, 2006). Trabalhos
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utilizando HT mostram a participacdo da Akt na resposta hipertrofica cardiaca em diferentes
periodos de tratamento (Kuzman et al, 2005; Araujo et al, 2008; Diniz et al, 2009), indicando
que essa proteina faz parte dos mecanismos pelos quais os HT induzem hipertrofia cardiaca
(Figura 2).

A PI3K (Phosphatidilynositol-3 kinase), molécula upstream da via da Akt, € uma
proteina de membrana responsavel por iniciar os processos de fosforilagcdo da Akt, tendo um
papel importante no controle do crescimento do cardiomidcito (Proud, 2004). Das trés
isoformas dessa proteina, as PI3K-p85 e -pl10a estdo associadas com sinalizacdo para
hipertrofia fisioldgica, ativada por receptores tirosina cinase (RPTK, receptor protein tyrosine
kinases); ja a PI3K-pl110y esta associada com crescimento patologico, pois € ativada por
receptores acoplados a proteina G (GPCR) e Gq (Ojamaa, 2009). Um estudo de Kenessey &
Ojamaa (2006) mostra que existe interagdo entre o RTa-1citoplamatico com a subunidade p85
da PI3K, sendo que na presenca do T3 ocorre ativacdo da PI3K, consequentemente
fosforilando a Akt (acdo ndo-genémica). Como ja citado anteriormente, os HT aumentam a
atividade do SRA e das catecolaminas, podendo esses contribuir com a ativacdo de vias de
sinalizacdo para o crescimento cardiaco.

Na cascata de ativacdo dessa via, a PI3K fosforila o segundo mensageiro PIP;
(fosfatidil- inossitol 4,5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidil-inossitol 3,4,5-bifosfato). O PIP3 é o
que recruta a Akt para a membrana plasmaética, sendo fosforilada pela PDK1/2
(fosfoinositideo dependente de cinase 1/2). Ha também as fosfatases PTEN, PTPases e a PI3-
fosfatase, agindo respectivamente sobre a PIP3, RPTK e PI3K, que regulam finamente a
fosforilacdo da via. Essas trés fosfatases possuem cisteinas nas suas cadeias peptidicas, assim
como a Akt, podendo sofrer modificacdo oxidativa, sendo reguladas pelo estado redox

(Trachootam et al, 2008).
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Figura 2: Esquema resumido das proteinas que fazem parte da via de sinalizacdo da
PI3K/Akt/mTOR. * proteinas sensiveis a regulacdo redox. Trachootam et al, 2008. (RPTK,
receptores tirosina cinase; GPCR, receptores acoplados a proteina G; PI3K, fosfatidil-inositol
3 cinase; PDK, fosfoinositideo dependente de cinase; Akt, proteina cinase B; PTEN e PTPase,
fosfatases)

Além de agir como agente hipertréfico, a Akt possui acdo cardioprotetora por inibir
proteinas associadas com a morte celular programada (apoptose), como € o caso de proteinas
pré-apoptéticas da familia das Bcl-2 e caspases (Clerk et al, 2007). A inibi¢do dessa via in
vivo esta associada com o aumento da disfuncdo cardiaca e apoptose em modelos de IC em
animais (Heineke & Molketin, 2006). DeBosch et al (2006) mostraram que a Akt atua
suprimindo a hipertrofia patolégica.

Outra importante familia de proteinas que apresentam um papel sobre o0s
cardiomidcitos sdo as MAPKs (Mitogen-activated protein kinase), formadas principalmente
pela ERK 1/2 (Extracellular signal-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase) e p38.
Essas proteinas efetoras estdo relacionadas tanto com o crescimento hipertréfico fisioldgico
como o patoldgico cardiaco. Previamente, foi reportado que a familia das ERK 1/2 medeia
diferenciacdo e crescimento celular, enquanto as proteinas JNK e p38 atuam nos mecanismos

de apoptose e alteracdo da expressdo génica em resposta ao estresse (Baines & Molkentin,
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2005). Estudos observaram que a ERK1/2 participa como mediadora da a¢do dos HT no
coragdo (Kuzman et al, 2005; Pantos et al, 2007). Estudos com cultura de células e in vivo
utilizando HT, ndo observaram a participacdo da JNK sobre a resposta hipertréfica induzida
pela acdo desses hormdénios (Kuzman et al, 2007). Observa-se participagdo da JNK no
desenvolvimento de hipertrofia patoldgica. No entanto, a hipertrofia induzida por estimulos
fisiol6gicos ndo apresentam participacdo dessa proteina (Wakatsuki et al, 2004), assim como
na induzida pelo hipertireoidismo (Kuzman et al, 2005). O hipertireoidismo ativa a JNK em
figado de ratos, favorecendo a apoptose e consequentemente, disfuncéo hepatica (Kumar et al,
2007). No hipertireoidismo cronico induzido por c-tiroxina se observa hipertrofia cardiaca
com funcdo descompensada (hipertrofia patoldgica) (Araujo et al, 2006), sendo considerada a
apoptose um importante coadjuvante para a disfuncdo cardiaca (Sawyer et al, 2002). A JNK e
p38 em alguns tipos celulares sinalizam para a sobrevivéncia, sendo considerado que o tempo
de ativacdo dessas proteinas é quem dita sua acdo: ativagdo transitéria promove sobrevivéncia
celular, enquanto a ativacdo sustentada tende a induzir apoptose (Matsuzawa & Ichijo, 2005;
Trachootam et al, 2008).

As cascatas das MAPKs sdo ativadas nos midcitos cardiacos via GPCRs, RPTK,
receptor serina/treonina cinase, assim como estimulos estressantes (estiramento mecénico do
cardiomiocito) (Heineke & Molkentin, 2006). Uma vez ativadas, as MAPKs efetoras
terminais fosforilam diretamente uma diversa colecéo de proteinas citoplasmaticas, nucleares
e mitocondriais, modulando a expressdo génica, metabolismo, fisiologia, morte e crescimento
celular (Baines & Molkentin, 2005). A proteina Ras (small GTPase) esta bastante implicada
em diversas vias de sinalizacdo, em especial a das MAPKSs, onde ela ¢ uma molécula
downstream aos receptores que ativam as MAPKS, consequentemente, fosforilando as
MAPKSs intermediarias da via, até chegarem as MAPKSs efetoras (Baines & Molkentin, 2005).

As vias das MAPKSs, assim como a via da PI3K/Akt, possuem moléculas redox sensiveis, no
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entanto, a agdo da modificagcdo redox parece ndo atuar diretamente sobre a ERK1/2, JNK e
p38; e sim nas proteinas upstream a elas (RPTK, Ras) e em proteinas que interagem com as
MAPKs (GST, Trx, p53), controlando sua atividade através do contato proteina-proteina

(Trachootam et al, 2008) (Figura 3).

RPTK *

v > GPCR Estresse

* 2 SEN \

| | Estlramento S5 i | =
IR“:’/ 1I| .lll‘. | Ll |
‘:i:rl [ /‘ i \
—Goglall
MAPKK 12 \L—\PK[\ 47 \IAPKK 3/6
ERK 12 J\'K 12 P 38
/ L ] 1
Hipertrofia cardiaca Fatoresde transcricio  Hipertrofia cardiaca (descompensada)
(compensada)

Figura 3: Esquema resumido das cascatas de proteinas que fazem parte da via das MAPKS.
* proteinas sensiveis a regulacdo redox. Trachootam et al, 2008. (RPTK, receptores tirosina
cinase; GPCR, receptores acoplados a proteina G; MAPKS, proteinas cinases ativadas por
mitégeno; RAF1, proteina MAPKKK; ERK,cinase regulada por sinal extracelular; JNK,
cinase c-Jun N-terminal)

1.6. Vias de sinalizacdo para morte celular

O crescimento hipertréfico cardiaco ndo € o Unico fator que predispde ao desenvolvimento
da IC. S&o crescentes as evidéncias sugerindo que a perda dos cardiomidcitos € um fator
contribuidor para a perda da funcdo miocérdica. E proposto que a ativagio de programas de
morte celular apoptéticos € um processo transicional durante o qual o coragdo esta se
remodelando da hipertrofia cardiaca compensada para o declinio do desempenho contratil,

culminando na sua disfuncdo (Siu et al, 2007). A mitocondria é essencial para o
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funcionamento da maquinaria suicida celular, uma vez que ela libera proteinas potencialmente
toxicas do espaco intermembranas para o citosol (Baines & Molkentin, 2005).

Os mecanismos apoptoticos compreendem as vias de sinalizacdo mitocondrial intrinseca
(via citocromo c) e extrinseca (receptores de morte), as quais ativam proteases efetoras
chamadas de caspases (Figura 4). Essas sdo proteases que atuam na clivagem de outras
proteinas, especificamente depois de um residuo de acido aspartico na cadeia da proteina, uma
especificidade incomum entre as proteases. Das diversas caspases que formam a cascata de
sinalizacdo, é a caspase 3 a finalizadora do processo apoptotico, a qual ativa moléculas que
atuaram na condensagéo da cromatina e fragmentagcdo do DNA (Ryter et al, 2007).

H& também vias de sinalizacdo independente da ativacdo das caspases, que S&o0
aglomerados de fatores, incluindo o AIF (Apoptosis-inducing factor), a endonuclease G
(EndoG) e a proteina requerente de alta temperatura (HtrA2/Omi). O AlF, uma flavoproteina
da membrana mitocondrial interna, possui atividade pro-apoptética quando translocada para
fora da mitocdndria, na situacdo de aumento da permeabilidade mitocondrial através da perda
do potencial transmembrana mitocondrial (van Empel et al, 2005) (Figura 4). O AIF é
essencial na fungdo da respiracdo mitocondrial e no metabolismo energético aerdbico dos
musculos cardiaco e esquelético, provavelmente por atuar como controlador do estado redox
dos componentes do complexo | (Joza et al, 2005). Além disso, o AIF atua protegendo o
musculo cardiaco contra a morte celular induzida por estresse oxidativo (van Empel et al,
2005), principalmente por agir como molécula antioxidante intra-mitocondrial (Lorenzo et al,
1999).

A permeabilidade da membrana mitocondrial, fator determinante da ativagdo da morte
celular, é regulada principalmente pelo balango entre as proteinas da familia da Bcl-2, uma
vez que certas proteinas dessa familia promovem sobrevivéncia (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-x, Ale

Mcl-1), enquanto outras promovem apoptose (Bax, Bad, Bid, Bik, Bim, BIk) (Figura 4). A
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heterodimerizacdo destas proteinas de oposi¢do regulam a sobrevivéncia celular (Holmgreen
et al, 1999). A heterodimerizacdo entre Bcl-2 e Bax, neutraliza a atividade uma da outra,
sendo utilizado na literatura que o aumento da razdo Bax/Bcl-2 é um indicativo inducdo de

processos apoptéticos (Ryter et al, 2007).

Extrinseca Intrinseca
Fas, TNFR EAO, isquemia, hipdxia

“DIsSC”
FADD, TRADD

l “apoptossomo”

ony AIF

Fragmentacao do DNA

Clivagem dos substratos
de morte

Figura 4: Representacdo esquematica das vias extrinseca e intrinseca de morte celular que
regulam a apoptose em células de mamiferos. Modificado de Baines & Molkentin, 2005.
(EAO: espécies ativas de oxigénio; Bcl-2, Bak, Bax, Bid: proteinas da familia das Bcl-2;
CytC: citocromo C; AIF: fator indutor de apoptose; EndoG: endonuclease G)

Uma vez que sdo escassos 0s estudos de vias de morte celular na resposta hipertréfica
cardiaca em animais hipertireoideos, faz-se necessario investigar se estas vias participam dos

processos de remodelamento cardiaco induzidos pelos HT.

1.7. Estado redox e vias de sinalizacao intracelular

Estudos demonstram o papel do desbalanco redox e EAO nos eventos de sinalizagdo

intracelular. Geralmente ocorre sinalizagdo para proliferacdo e sobrevivéncia celular em
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niveis moderados de estresse oxidativo, sendo que em altos niveis ha relacdo com morte
celular (Trachootam et al, 2008). Vias de sinalizacdo sdo ativadas por EAO (Droge, 2002),
sendo que o hipertireoidismo esta fortemente relacionado com a producéo destas moléculas
(Venditti & DiMeo, 2006). Existem modelos que explicam 0os mecanismos de transducdo de
sinal pelas EAO baseados nas alterac@es do estado redox celular e na oxidacdo de proteinas
(Liu et al, 2005), podendo essas EAO atuarem como verdadeiros “segundos mensageiros”
(Sugden & Clerk, 2006).

Ha dois principais mecanismos de acdo que podem explicar, de modo geral, a sinalizagédo
intracelular mediada pelas EAO. O primeiro estd baseado nas alteracdes intracelulares do
estado redox, o qual é normalmente mantido em condicdes fortemente reduzidas pelos grupos
tidis dos sistemas da GSH. AlteracBes nas concentragbes da GSH parecem regular a
sinalizacdo redox, e tais modificacdes nos seus niveis podem ser bem representadas pela razao
GSH/GSSG. O segundo mecanismo esté associado as alteracGes conformacionais e funcionais
das proteinas, causadas pela acdo oxidativa dos radicais livres. As modificacdes na estrutura
das proteinas ocorrem preferencialmente em residuos de aminoéacidos que possuem grupos
tiois e derivados, tal como cisteina e tirosina. Estas alteracbes na conformacdo nativa das
proteinas induzem a dimerizagdo e a interagdo com outros dominios protéicos ou com
complexos metalicos distintos. Isto pode acarretar a modulacdo das funcGes de fatores de
transcricdo ou da atividade enzimatica (Droge, 2002; Liu et al, 2005).

As EAO podem desencadear a ativa¢do dos membros da familia das MAPKSs e induzir
o desenvolvimento de hipertrofia ou da apoptose das células cardiacas, de acordo com as
concentragcdes destas espécies no meio intracelular (Giordano, 2005). A via da Akt pode ser
rapidamente ativada (fosforilacdo) quando as células sdo expostas ao estresse oxidativo,
principalmente pela agdo do H,O, (Cai et al, 2003; Yang et al, 2006). Estresse oxidativo

moderado pode induzir modificacbes das cisteinas pela glutationilacdo, formacdo de

29



dissulfeto e S-nitrosilacdo, sendo que essas modificagdes sdo conhecidas por possuirem papel
regulatorio na funcdo das proteinas Trx, p53, Ras, Akt e as tirosina fosfatases (Trachootam et
al, 2008).

Como os HT estdo relacionados com o aumento da formacdo de EAO e também
parecem necessitar da ativacdo de vias de sinalizagdo para coordenar suas respostas nos
cardiomidcitos, é possivel que o desbalanco redox causado pelo hipertireoidismo seja um
contribuidor na modulacdo e ativacdo dessas vias de crescimento, proliferagdo e morte

celular.
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2. JUSTIFICATIVA

A hipertrofia cardiaca é um importante fator de risco para o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca, a qual é um dos maiores problemas de saude publica no mundo,
atingindo cerca de 6,5 milhdes de doentes no Brasil. Os horm6nios da tireGide geram
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, sendo considerados por muitos autores, uma agao
com o desenvolvimento da hipertrofia fisioldgica (benéfica). No entanto, trabalhos com
animais hipertireoideos estdo mostrando que ocorre disfuncdo ventricular em periodos tardios
dessa doenga. Com isso, € importante analisarmos 0s mecanismos envolvidos nesse processo
de transicdo da hipertrofia cardiaca compensada para uma descompensada, em especial,
proteinas que fazem partes de vias intracelulares de sinalizagéo que contribuem para o destino
funcional dos cardiomidcitos. Associado a isso, analisar o papel do estresse oxidativo nesse
processo, uma vez que sdo muitos os estudos que mostram uma importante acdo do equilibrio

entre moléculas oxidantes e antioxidantes nestas respostas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o papel do estado redox do tecido cardiaco sobre a resposta hipertrofica
cardiaca, assim como sua participacdo na modulacdo de proteinas envolvidas em vias de
sinalizagdo para crescimento e morte celular, em modelo de hipertireoidismo experimental

pelo periodo de 14 dias induzido através de r-tiroxina.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar, apés um periodo de 14 dias de tratamento com r-tiroxina:

e As alteracdes morfomeétricas cardiacas, hepaticas e pulmonares.

¢ O perfil do estresse oxidativo cardiaco dos distintos grupos experimentais, através dos
niveis de peroxido de hidrogénio, do sistema da glutationa e do sistema da tiorredoxina;

o A expressao de fator de transcricdo relacionado com o sistema antioxidante celular
cardiaco (Nrf-2) através do imuno-contetdo.

e A expressdo de proteinas de sinalizacdo intracelular de sobrevivéncia/crescimento
(Akt, ERK1/2, JNK), morte celular (AIF, razdo Bax/Bcl-2, caspase-3) no tecido cardiaco

através do imuno-contetdo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso médio de 220 + 20 gramas, provenientes
do Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da UFRGS. Os animais foram mantidos
em caixas plasticas (270 x 260 x 310 mm) com o assoalho recoberto por serragem, recebendo
racdo (Nuvilab da NUVITAL) e 4gua a vontade com ciclo claro-escuro de 12h em ambiente
com temperatura controlada (20°C-25°C). Todos os protocolos realizados seguiram as normas
da Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS e foram devidamente aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa da UFRGS (protocolo: 2007832).

4.2. Inducéo do Hipertireoidismo

O hipertireoidismo foi induzido mediante a administragdo de r-tiroxina (0,15 pmol/L)
dissolvida na agua de beber oferecida aos animais durante o periodo de duas semanas, ad

libitum (Ladenson et al., 1986; Araujo et al., 2006).

4.3. Administragdo de vitamina E

A vitamina E (20mg/Kg/dia diluida em 6leo mineral) foi administrada por via subcutanea nos
animais durante o periodo de duas semanas, concomitante com a inducéo do hipertireoidismo

(Araujo et al., 2007).
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4.4. Grupos experimentais

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais, sendo eles:

Controle (n= 7): animais que beberam &gua pura e receberam apenas o veiculo

6leo mineral (via subcuténea).

e Vitamina E (n=7): animais que beberam &gua pura e receberam vitamina E.

e Hipertireoideo (T4) (n= 6): animais que receberam vr-tiroxina diluida na agua de

beber e apenas o veiculo 6leo mineral (via subcutanea).

e Hipertireoideo (T4) + Vitamina E (n= 6): animais que receberam vr-tiroxina

diluida na 4gua de beber e vitamina E.

4.5. Protocolo experimental

O hipertireoidismo foi induzido através da administracdo de r-tiroxina durante o
periodo de 14 dias, sendo verificado o peso corporal dos animais a cada dois dias para
administracdo da vitamina E (20mg/Kg/dia). Terminado o periodo de tratamento, 0s animais
foram pesados e anestesiados com quetamina (90mg/kg) e cloridrato de Xxilasina (20mg/kg)
(i.p.) para coleta de sangue via plexo retro-orbital e, ainda sob efeito do anestésico, foram
mortos por deslocamento cervical. O coracdo foi rapidamente extraido, pesado e congelado
em nitrogénio liquido, seguido da retirada do figado e pulméao. Verificado o peso do figado e
pulméo (peso Umido), estes foram colocados em uma estufa (75°C) para obtencdo do peso
seco de cada orgdo. Depois de retirados do nitrogénio liquido os cora¢fes foram armazenados

em freezer -80°C.
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O indice de Hipertrofia Cardiaca (IHC) foi calculado pela relagdo entre o peso dos
ventriculos (mg) pelo peso corporal final (g), sendo expresso em mg/g (Araujo et at, 2006).
Os indices de congestdo hepatica e pulmonar foram calculados pela razdo do peso Umido/peso
seco (Hill & Singal, 1997). Estes indices sdo aceitos pela literatura como medidas adequadas

de hipertrofia cardiaca e congestdo de érgéos.

4.6. Dosagem hormonal

O sangue coletado foi centrifugado por 10 minutos a 1000g em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC5B — Rotor SM 24) para separacao do soro. Os niveis hormonais séricos de T4 e
T3 foram dosados pelo método de eletroquimiluminescéncia, através dos Kits Elecsys T4
Roche e Elecsys T3 Roche, respectivamente. Os resultados de T4 foram expressos em pg/dL

soro e do T3 em ng/dL soro. As dosagens foram realizadas pelo Laborat6rio Weinmann.

4.7. Preparo do homogeneizado

Para a analise de atividade enzimética e quantificacdo de proteinas do tecido cardiaco,
uma fatia do coracdo foi homogeneizada por 30 segundos em Ultra-Turax, na presenca de
KCI 1,15% (5 mL/g de tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF), na concentragéo
de 100 mmol/L em isopropanol (10 pL/mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de
proteases e foi utilizado para que ndo ocorresse a degradacdo das enzimas, as quais seriam
medidas. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado por 20 minutos a 3000g em uma
centrifuga refrigerada (Sorvall RC5B — Rotor SM 24) e o sobrenadante foi aliquotado e

armazenado em freezer a -80°C, para futuras medidas (Llesuy, et al., 1985).
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4.8. Quantificacdo de proteinas

As proteinas do tecido cardiaco foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, em 1951, que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina bovina na
concentracdo de 1 mg/mL em &gua destilada. A medida foi efetuada em espectrofotdmetro a
625nm e os resultados expressos em mg/mL. Para a técnica de Western blot, as proteinas

foram quantificadas atraveés do método de Bradford (Bradford, 1976).

4.9. Atividade da enzima tiorredoxina redutase

A determinacdo da atividade da tiorredoxina redutase (TrxR) baseia-se na reducdo do
composto 5’5-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) a TNB, que é de coloracdo amarela e
pode ser detectado espectrofotricamente a 412 nm. Para tanto, preparou-se um meio de reagéo
(pH 7,0) contendo DTNB (72 mmol/L), NADPH (47 mmol/L) e EDTA (200mmol/L) onde a
reacdo foi medida durante 1 minuto. Uma unidade de tiorredoxina redutase € definida como
lpmol de TNB formado por minuto. Dados foram expressos em nmol/mim/mg proteina

(Holmegren & Bjornstedt, 1995).

4.10. Dosagem do peroxido de hidrogénio

O ensaio para a determinacdo da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H,0O,) é
baseado na oxidacdo do vermelho de fenol mediada pela peroxidase de rabanete (HRPO),
levando a formacéo de um composto que absorve a 610 nm. Fatias de tecido cardiaco foram
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incubadas por 60 minutos a 37°C em um tampao fosfato 10 mmol/L (NaCl 140 mmol/L e
dextrose 5 mmol/L). Apds, foi retirada uma aliquota do liquido de incubacdo, sendo
acrescentado nessa, o vermelho de fenol (0,28 mmol/L) e HRPO (8,5 U/ml). Ap6s 5 minutos,
adicionou-se NaOH (1 mol/L) para ser feita a quantificagcdo. Os resultados foram expressos

em nmoles de H,O,/grama de tecido (Pick & Keisari, 1980).

4.11. Avaliacao da glutationa reduzida e oxidada

A razdo entre a concentracdo da glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) foi
determinada através da avaliacdo da concentracdo da glutationa total e da sua forma oxidada
no tecido cardiaco como descrito por Akerboom & Sies (1981). Para determinar a
concentracdo total de glutationa, o tecido foi desproteinizado com é&cido perclérico 2 mol/L,
centrifugado por 10 minutos 1000g e o sobrenadante foi neutralizado com hidroxido de
potassio 2 mol/L. O ensaio foi realizado adicionando a amostra uma solucdo de tampéo
fosfato 100 mmol/L (pH 7,2), NADPH 2 mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL e 5’5 ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico) 70 umol/L. Para determinar a glutationa oxidada, adicionou-se ao
sobrenadante 20 mmol/L de N-etilmaleimida (NEM) e, apds, as amostras foram neutralizadas
com hidréxido de potéassio 2 mol/L. Apds essa etapa, seguiu-se 0 mesmo procedimento de
ensaio utilizado para a glutationa total. A leitura foi feita com um comprimento de onda de

412 nm. Os valores foram expressos em mmol/grama de tecido.

37



4.12. Expressdo proteica por Western blot

A expressdo das proteinas da Tiorredoxina-1, Nrf-2, Akt-1, ERK 1/2, JNK, AlF, Bcl-2,
Bax e caspase 3, foram mensurada por Western blot (método de imunodetecc¢do). Para tanto,
uma fatia do coracdo (100-150 mg) foi homogeneizada em tampéo fosfato contendo 20
mmol/L de Tris, 150 mmol/LL de NaCl, 5 mmol/L de EDTA, glicerol 10%, 20 umol/L de
PMSF usando um homogeneizador Politron por 40 segundos. As concentra¢Bes de proteinas
foram analisadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), e utilizadas para normalizar a
quantidade de proteina. 100pug de proteina foram utilizadas para a eletroforese em gel
monodimensional de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema
descontinuo usando gel 8-12%. As proteinas separadas foram, em seguida, transferidas para
membranas de nitrocelulose utilizando tampdo contendo Tris 20 mmol/L, glicina 150
mmol/L, metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-
Rad resfriada. Apds, os sitios de proteinas inespecificos foram blogueados por 1 hora de
incubacdo com solucdo bloqueadora (5% (p/v) de leite desnatado) em tampdo Tris salina
0,1% (p/v), tween-20. As membranas foram processadas por imuno-detec¢do utilizando os
anticorpos primérios apresentados na tabela 1. Como anticorpos secundéarios, foram
utilizados os anticorpos anti-cabra e anti-camundongo conjugados com peroxidase (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e o anticorpo anti-coelho conjugado com
peroxidase (Cell Signaling, Danvers, MA, USA). As membranas foram reveladas por
quimiluminescéncia. Os filmes autorradiograficos foram analisados e quantificados através de
um densitdmetro de imagem (Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT). Os
pesos moleculares das bandas de proteinas foram determinados utilizando como referencia um
padrdo de peso molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os resultados

foram normalizados através do método do Ponceau (Klein et at, 1995).
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Tabela 1 - Lista de anticorpos primarios utilizados para a analise de expressao protéica

por Western blot.

Proteinas Analisadas Origem Peso molecular
Tiorredoxina-1 Santa Cruz (SC - 13526) 50-55 kDa
Nrf-2 Santa Cruz (SC - 722) 57 kDa
Akt 1/2/3 total Santa Cruz (SC - 8312) 60 kDa
p-Akt 1/2/3 (Ser*’®) Santa Cruz (SC - 7985-R) 60 kDa
ERK 1/2 total Santa Cruz (SC - 93) 42/44 kDa
p-ERK 1/2 (Tyr*®) Santa Cruz (SC - 7383) 42/44 kDa
AlF Milipore (AB 16502) 67 kDa
JNK total Santa Cruz (SC - 571) 46/54 kDa
p-INK (Thr'®/Tyr'®) Santa Cruz (SC - 12882) 46/54 kDa
Bcl-2 Cell Signaling (2876) 28 kDa
Bax Cell Signaling (2772) 20 kDa
Caspase-3 Cell Signaling (9662) 17/19/35 kDa
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5. ANALISE ESTATISTICA

Com base na analise dos resultados, foram calculadas as médias e os desvios padrdes
para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. Como os dados
apresentam distribuicdo normal, foi aplicada a Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via
para a comparacao entre os grupos, complementado com o teste Student-Newmann-Keuls. A
correlacdo entre as variaveis foi analisada pela correlagdo de Pearson (GraphPad Instat, versdo

3.0). As diferencgas foram consideradas significativas quando P< 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Morfometria e remodelamento cardiaco no hipertireoidismo

A administragdo de r-tiroxina durante duas semanas de tratamento elevou os niveis
plasméticos dos hormonios da tiredide. Os niveis do horménio T4 aumentaram 315% no
grupo T4 e 219% no grupo T4 + Vit E, em comparagdo aos respectivos grupos controles
eutireoideos. Foi observada mesma resposta e com maior diferenca percentual nos niveis de
T3, porém com uma reducdo significativa de 24% no grupo T4 + Vit E comparado ao grupo
T4 (Tabela 2). Os animais hipertireoideos, mesmo apresentando um maior consumo de racao
e agua (dados ndo mostrados), tiveram seus pesos corporais reduzidos em 22% no grupo T4 e
16% no grupo T4 + Vit E, em relagdo aos respectivos grupos controles.

O grupo T4 apresentou hipertrofia cardiaca [indice de Hipertrofia Cardiaca (IHC) 68%
maior que o grupo controle], assim como o T4 + Vit E (IHC 48% maior que o grupo vitamina
E), sendo significativa a reducdo observada no grupo T4 + Vit E quando comparada ao grupo
T4 (reducdo 10% no IHC) (Tabela 2). Os indices de congestdo pulmonar e hepética, ndo

apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos hipertireoideos e eutireoideos.
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Tabela 2: Concentracdo hormonal e pardmetros morfométricos ap6s duas semanas de

tratamento com L-tiroxina e/ou vitamina E.

Controle Vitamina E T4 T4+ VitE
T4 (ug/dL soro) 5,3+0,4 6,0+0,7 22,0+3,7 * 19,1+3,5*
T3 (ng/dL soro) 99+10 113+2 524+43 * 394+99 * ¥
Peso corporal (g) 299127 289+21 23514 * 242+13
Peso cardiaco (g) 0,72+0,07 0,71+0,07 0,95+0,11* 0,88+0,07 *
IHC (mg/g) 2,41+0,15  2,46+0,10 4,06+0,38 * 3,65+0,27 "*
Cong. Pulmonar (g/g) 3,4+0,4 3,7£0,4 3,5+0,3 3,9+0,6
Cong. Hepatica (g/g) 3,0+0,1 3,2+0,1 3,0+0,3 3,2+0,2

IHC: indice de Hipertrofia cardiaca (peso cardiaco/peso corporal); Congestdo Pulmonar (peso
umido/ peso seco); Congestdo Hepatica (peso Umido/ peso seco). Valores expressos como
média £ DP, nimero amostral de 7, 7, 6 e 6, respectivamente. Valores dos horménios T4 e T3
com numero amostral de 3 animais por grupo.

* p< 0,01 versus controle; * p< 0,05 versus T4; * p< 0,05 versus vitamina E;

6.2. Parametros de estresse oxidativo

No tecido cardiaco, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
glutationa reduzida (GSH) entre os diferentes grupos (Tabela 3). No entanto, ocorreu um
aumento de 33% nos niveis de glutationa oxidada (GSSG) no grupo T4 em comparacdo ao
grupo controle, sendo esses niveis reduzidos significativamente (27%) no grupo T4 + Vit E
em comparagdo ao T4 (Tabela 3). A razdo GSH/GSSG, representando o estado redox do
tecido cardiaco, apresentou reducdo significativa de 28% no grupo T4 em relagdo ao grupo
controle, ndo sendo significativo o aumento observado no grupo T4 + Vit E quando
comparado ao grupo T4 (Tabela 3). Houve correlacdo negativa entre o IHC e a razéo

GSH/GSSG (r=-0,63; p< 0,01) (Figura 5).
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A atividade da tiorredoxina redutase apresentou aumento significativo no grupo
vitamina E em comparagéo ao grupo Controle (21%) e ao grupo T4 + Vit E (38%) (Tabela 3).
Os niveis de perdxido de hidrogénio (H,O,) tiveram um aumento significativo de 43% no
grupo T4 quando comparado ao grupo controle, sendo que estes niveis retornaram aos valores
dos animais controle no grupo T4 + Vit E (reducdo de 30% em relacdo ao grupo T4) (Tabela

3).

Tabela 3: Concentracéo da glutationa, estado redox (razdo GSH/GSSG), atividade da enzima
tiorredoxina redutase e niveis de peroxido de hidrogénio apds duas semanas de tratamento

com L-tiroxina e/ou Vitamina E.

Controle Vitamina E T4 T4 + VitE
GSH (umol/g tecido) 272451 290457 262+34 284433
GSSG (umol/g tecido) 9,5+1,2 9,3+0,7 12,7¢15*  10,6+1,07
Raz&o GSH/GSSG 28,7+4,5 31,155 20,8+32*  27,0%4,2
GSH + GSSG (umol/g tecido) 282451 300457 275+34 295+33
Tiorredoxina redutase 24,1+3,6 29,1+2 9 * 21,9+2,1 21,1428+
H,0, (nmol/g tecido) 5,1+0,5 4,7+0,6 7,3+0,5 * 5,0+0,7 *

Valores expressos como média = DP, nimero amostral de 6, 6, 4 e 4, respectivamente.
Atividade da tiorredoxina redutase expressa na unidade de nmol/L/min/mg proteina.

* p<0,05 versus controle; * p< 0,05 versus T4; ¥ p<0,05 versus vitamina E.
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Figura 5: Correlacdo entre Indice de Hipertrofia Cardiaca (IHC) e razdo GSH/GSSG,
apresentando r=-0,63; p<0,01.

6.3. Expressao de proteinas relacionadas com o sistema antioxidante

No periodo de duas semanas de tratamento com hormdnio tireoidiano e vitamina E, ndo

foram encontradas diferencas significativas na expressdo da proteina Tiorredoxina 1 (Figura

6-A) e do fator de transcri¢do Nrf-2 (Figura 6-B).
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Figura 6: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
Tiorredoxina 1, (B) Nrf-2. Representacdo da imagem dos blots mostrando duas bandas para

cada grupo experimental. Dados expressos como media + DP de 4 animais por grupo.
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6.4. Expressao de proteinas relacionadas com sobrevivéncia/crescimento celular

A expressdo da Akt total no grupo T4 apresentou uma reducao significativa de 63% em
relagdo ao grupo controle, assim como no T4 + Vit E, que reduziu 50% em relagéo ao grupo
vitamina E, ndo havendo diferenga entre os grupos hipertireoideos (Figura 7-A). Os niveis de
fosforilagcdo da Akt (p-Akt) apresentaram reducdo significativa nos grupos vitamina E (37%),
T4 (53%) e T4 + Vit E (50%), quando comparados ao grupo controle (Figura 7-B). Apesar de
se observar um aparente aumento na razdo p-Akt/Akt total (Figura 7-C) nos grupos
hipertireoideos em comparagdo aos grupos controles, esses ndo apresentam diferenca
significativa (p= 0,09). A razdo p-Akt/Akt total correlacionou-se positivamente com o IHC

(r=0,58; p<0,01) (Figura 8).
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Figura 8: Correlagio entre razdo p-Akt/Akt total e o indice de hipertrofia cardiaca (IHC),
apresentando r= 0,58, p<0,01.
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Figura 7: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
Akt total, (B) p-Akt, (C) razdo p-Akt/Akt total. Representacdo da imagem dos blots
mostrando duas bandas para cada grupo experimental. Dados expressos como média + DP de
4 animais por grupo.

* p<0,001 versus controle; ¥ p<0,01 versus vitamina E;
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Mostrou-se correlagéo positiva entre a expressdo da Akt-total e p-Akt com a razdo

GSH/GSSG, respectivamente representados nos figura 9 e 10, ambas com r= 0,60; p< 0,05.
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Figura 9: Correlacdo da expresséo da Akt-total e a razdo GSH/GSSG, com r= 0,60; p< 0,05.
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Figura 10: Correlacdo da expressdo da p-Akt e a razdo GSH/GSSG, com um r= 0,60; p<
0,05.

A expressdo da ERK total, diferentemente da expressdao da Akt total, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos (Figura 11-A). A expressdo da ERK fosforilada (p-
ERK) aumentou significativamente nos grupos T4 (101%) e T4 + Vit E (85%) em

comparagdo com seus respectivos controles (Figura 11-B). O nivel de fosforilagcdo da ERK
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(razdo p-ERK/ERK total) aumentou 200% no grupo T4 em comparagdo ao grupo controle,
assim como no grupo T4 +Vit E em relagdo ao grupo vitamina E (65%) (Figura 11-C).
Encontrada forte correlagdo positiva entre o nivel de fosforilagdo da ERK com a hipertrofia
cardiaca (IHC) (r= 0,87, p<0,0001) e negativa com o0 estado redox cardiaco (razéo

GSH/GSSG) (r=-0,71; p<0,01), mostrados nas figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12: Correlacdo entre Razdo da p-ERK/ERK total e o indice de Hipertrofia Cardiaca
(IHC), apresentando um r= 0,87; p< 0,0001.
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Figura 13: Correlagdo entre Razdo da p-ERK/ERK total e a Razdo da GSH/GSSG,

apresentando um r=-0,71; p< 0,01.
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Figura 11: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
ERK total, (B) p-ERK, (C) razdo p-ERK/ERK total. Representacdo da imagem dos blots
mostrando duas bandas para cada grupo experimental. Dados expressos como média + DP de

4 animais por grupo.

* p<0,01 versus Controle; * p< 0,05 versus Vitamina E;
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6.5. Expressao de proteinas relacionadas com morte celular

Ao final das duas semanas de tratamento, a expressédo do AlF néo apresentou diferenca

significativa entre os grupos (Figura 14).
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Figura 14: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: AlF.
Representacdo da imagem dos blots mostrando duas bandas para cada grupo experimental.

Dados expressos como media + desvio padrdo de 4 animais por grupo.

Assim como o AlF, ndo foram encontradas diferencas na expressdo protéica da JNK
total (Figura 15-A), na expressao da JNK fosforilada (p-JNK) (Figura 15-B) e no seu nivel de

fosforilagéo, representada pela razdo p-JNK/JNK total (Figura 15-C).
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Figura 15: Expressdo proteica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
JNK total, (B) p-JNK e razdo p-JNK/JNK total (C). Representacdo da imagem dos blots
mostrando duas bandas para cada grupo experimental. Dados expressos como média * desvio

padrdo de 4 animais por grupo.
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Analisando as proteinas da familia das Bcl-2, a razdo entre a expressdo da Bax (proé-
apoptdtica) e Bcl-2 (anti-apoptdtica) ndo apresentou diferenca significativa entre os diferentes
grupos nesse periodo de tratamento (Figura 16-A). ). A expressdo da Caspase-3 apresentou
aumento significativo de 53% no grupo T4 em comparagdo ao controle. (Figura 16-B).

Mostrou-se correlagdo positiva entre a caspase-3 e a razdo Bax/Bcl-2 (r= 0,55; p< 0,05)

(Figura 17).
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Figura 16: Expressdo protéica analisada por Western Blot de homogeneizado cardiaco: (A)
razdo Bax/Bcl-2 e (B) Caspase-3. Representacdo da imagem dos blots mostrando duas bandas
para cada grupo experimental. Dados expressos como média + DP de 4 animais por grupo. Na
expressao da caspase-3, 0 grupo vitamina E apresenta uma média de 3 animais.

* p< 0,05 versus controle;
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Figura 17: Correlagdo entre a expressdo da caspase-3 e a razdo da Bax/Bcl-2, apresentando

um r=0,55; p< 0,05.
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7. DISCUSSAO

A resposta hipertrofica cardiaca neste modelo experimental de hipertireoidismo
apresentou associacdo com o estresse oxidativo, sugerindo que o estado redox esta envolvido
no processo de crescimento do tecido cardiaco induzido pelos hormdnios da tiredide (HT). Os
achados deste estudo sugerem que as vias de sinalizagdo intracelular prd-sobrevivéncia
participam desta resposta cardiaca, sendo que a fosforilacdo da ERK1/2 apresentou-se maior
no tecido cardiaco neste modelo. Diferentemente, a Akt parece ndo estar ativada nesta janela
temporal como ¢é relatado pela literatura em outros protocolos experimentais de
hipertireoidismo (Kuzman, 2007; Kenessey & Ojamaa, 2006). Neste periodo, ndo se
observam alteragdes sobre vias de sinalizacdo pro-apoptoticas. Neste trabalho, as proteinas de
sobrevivéncia e crescimento celular avaliadas se correlacionaram com um importante
indicador do estado oxidativo (razdo GSH/GSSG), sugerindo que ha uma associacao entre a
ativacdo dessas vias e o desbalanco redox, no coracdo de animais tratados com r-tiroxina.

Ao final dos quatorze dias de tratamento, foi confirmada a eficécia da inducédo do
hipertireoidismo cronico através dos sinais caracteristicos desta disfuncdo. Ocorreu elevacdo
dos niveis séricos plasmaticos de T4 e T3, reducdo do peso corporal e crescimento da massa
cardiaca nos animais tratados com o horménio c-tiroxina. Os niveis hormonais foram
quantificados em apenas 3 ratos por grupo para confirmarmos que estavam dentro do padrao
esperado, uma vez que esse modelo vem sendo estudado pelo nosso grupo, onde j& possuimos
conhecimentos dos padrbes dos parametros hemodinamicos, morfometricos e bioquimicos da
12 & 42 semana de tratamento. A perda de peso ocorre devido a agdo dos HT promovendo
aumento da taxa metabdlica basal em fungéo da elevacéo do consumo de oxigénio (Dillmann,
2009). O aumento da massa cardiaca ocorre tanto em nivel celular, pelo aumento do tamanho

dos cardiomiocitos, como em nivel do 6rgédo, através do aumento e proliferacdo dos outros
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tipos celulares (Ojamaa, 2009). Estudos pioneiros mostram que a hipertrofia induzida pelos
HT resulta da maior sintese protéica devido ao aumento da atividade de traducdo ribossomal e
da quantidade de RNAm, promovendo o crescimento do 6rgao (Morgan et al, 1987). H& dois
tipos de hipertrofia cardiaca: a do tipo concéntrica e a do tipo excéntrica. O hipertireoidismo
parece promover ambos os padrdes de hipertrofia (hipertrofia cardiaca mista), uma vez que
gera aumento da sintese protéica, assim como sobrecarga de trabalho imposta ao coragdo. A
sobrecarga de volume ocorre pelo efeito vasodilatador que os HT possuem na circulagédo
periférica e pelo aumento do volume sanguineo, elevando o retorno venoso para 0s
ventriculos (Klein & Ojamaa, 2001). No entanto, em limitado periodo, o hipertireoidismo
pode causar hipertrofia concéntrica, a qual ao longo do tempo pode evoluir para
cardiomiopatia dilatada e consequentemente insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)
(Dillmann, 2009). Legaut et al (1990) mostraram que, apds um periodo de tolerancia inicial
do sistema cardiaco, a combinacdo de hipertrofia cardiaca somada a sobrecarga de volume sdo
as responsaveis por gerar a insuficiéncia cardiaca (IC).

A hipertrofia cardiaca é descrita como um fator de risco independente para o aumento
da mortalidade nos seres humanos (Vakili et al, 2001). Entretanto, a resposta cardiaca aos HT
tem sido definida como levando ao desenvolvimento da hipertrofia fisioldgica (Kenessey &
Ojamaa, 2006; Kuzman et al, 2005; Dillmann, 2009), a qual se caracteriza pela manutencao
e/ou melhora da funcdo de bomba cardiaca, sendo conhecida funcionalmente como uma
resposta hipertréfica compensada. No entanto, no hipertireoidismo severo, esta hipertrofia ndo
deve receber a mesma denominacdo, uma vez que o estimulo que induz o crescimento
cardiaco € patologico e, consequentemente, pode levar a disfungéo ventricular. Essa disfuncao
culmina em diminuicdo da fung&o sistdlica, resultando no desenvolvimento da IC. Como a
hipertrofia € uma resposta adaptativa do miocardio a uma sobrecarga de trabalho, uma vez

sendo o estimulo do tipo patologico, inicialmente o coracdo responde de uma forma
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compensada, consequentemente progredindo para o estado descompensado, resultando na sua
disfungéo (Wakatsuki et al, 2004).

Neste trabalho, a hipertrofia cardiaca ndo foi acompanhada pelos sinais de ICC como
congestao hepética e pulmonar, sugerindo que o coragao se encontra em um estagio de funcéo
ventricular compensada. Os sinais de congestdo hepética e pulmonar sdo achados aceitos e
muito utilizados tanto na clinica quanto em modelos experimentais para demonstrar o estado
de funcdo cardiaca (Flumignan et al, 2006; Khaper & Singal, 1997). Corrobora com isso, um
estudo temporal realizado durante 28 dias de tratamento com mesmo modelo, em que 0s
sinais de ICC surgiram apenas na Ultima semana de tratamento (congestdo de Orgdos e
elevacdo da PDFVE) (Araujo et al, 2006), mostrando que ao longo deste periodo o coracao
sofre um processo de descompensacdo cardiaca.

Em vérios modelos de desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, inclusive no
hipertireoidismo, o estresse oxidativo e espécies ativas de oxigénio (EAO) participam como
agentes reguladores deste fenétipo cardiaco (Araujo et al, 2008; Bertagnolli et al, 2008;
Singal et al, 1999). Neste trabalho, mostramos que a hipertrofia cardiaca nos animais
hipertireoideos foi reduzida quando administrada a vitamina E, um antioxidante classico,
confirmando que o estresse oxidativo pode estar envolvido no processo de remodelamento
cardiaco observado neste modelo. Outro trabalho utilizando diferente antioxidante
(resveratrol) demonstrou prevenir o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica e
disfuncéo contratil em animais espontaneamente hipertensos (SHR, spontaneous hypertensive
rats), sendo esse efeito cardioprotetor devido parcialmente a reducdo do estresse oxidativo
(Thandapilly et al, 2009).

O desbalanco redox do tecido cardiaco foi observado nos animais hipertireoideos pela
reducdo da razdo GSH/GSSG, aumento da formacéo de glutationa oxidada (GSSG) e elevacéo

da concentracédo de perdxido de hidrogénio (H,O,). Ha a ocorréncia de estresse oxidativo uma
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vez que os HT aumentam o consumo de oxigénio, levando a maior formacdo das EAO
(Venditti & Di Meo, 2006). A elevacdo da producdo de H,O, no miocérdio induzida pelo
hormoénio T4 j&a tem sido bem descrita (Venditti & Di Meo, 2006; Araujo et al, 2008).
Observamos também que o tratamento dos ratos hipertireoideos com a vitamina E foi capaz
de reduzir o estresse oxidativo cardiaco, pela reducdo das concentragdes dos produtos
oxidativos GSSG e H,0,. A vitamina E tem a capacidade de reduzir a formagdo de EAO,
especialmente por neutralizar o radical superéxido (O;") (Navarro et al, 1998; Venditti et al,
2007), além de atuar na interrupcdo das reacdes em cadeia da lipoperoxidacdo (Halliwell,
2000). Cabe ressaltar que o desbalanco redox observado nesse trabalho parece ndo ser de
grande magnitude, uma vez que no estudo de Araujo et al (2008), observou-se variagcdo da
razdo GSH/GSSG de aproximadamente 80% entre os animais hipertireoideos e controles
tratados por 28 dias, enquanto neste trabalho, a variagdo ficou ao redor dos 30%. Também
nestes 14 dias, ndo foi observada alteracdo dos niveis da GSH entre os grupos, podendo ser
isso explicado nos animais hipertireoideos pela maior capacidade de reciclar a GSH pela
enzima glutationa redutase. Estudos prévios ja demonstraram que esta enzima, assim como
outras enzimas antioxidantes, apresentam maior atividade enzimatica na segunda semana de
tratamento com cr-tiroxina (Araujo et al, 2006). O desbalanco redox pode ser o responsavel
por modular a resposta hipertréfica, além de uma acdo direta das EAO, como o H,0,, nesse
processo. Em nosso trabalho, foi observado correlacdo do indice de desbalango redox (razéo
GSH/GSSG) com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Resultados de Araujo et al
(2008) fortemente sugerem que o desbalanco redox e o H,O, séo possiveis mediadores da
ativacdo de proteinas que sinalizam para crescimento celular associadas com a hipertrofia
cardiaca e que serdo discutidas abaixo.

A bem caracterizada agdo dos HT sobre a expressao génica (agdo gendmica) falha em

explicar satisfatoriamente os efeitos sobre o crescimento dos cardiomidcitos (Kenessey &
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Ojamaa, 2006; Ojamaa, 2009). Além desse mecanismo genémico, tem-se acumulado
evidéncias mostrando que os HT nédo apenas funcionam na traducdo ativa de proteinas, mas
também atuam sobre os processos de sinalizagdo iniciados no citoplasma e membrana
plasmaética, resultando nas respostas bioldgicas (Davis et al, 2008). Portanto, foi avaliada a
participagdo das vias de sinalizacdo da proteina cinase B (Akt) e das proteinas cinases
ativadas por mitégeno (MAPKSs, mitogen-activated protein kinases), cuja relagdo com o
aumento da massa ventricular, em resposta a altos niveis de r-tiroxina, tem sido recentemente
demonstrada em diferentes periodos e formas de inducdo do hipertireoidismo (Kuzman et al,
2007; Araujo et al, 2008).

Os dados da literatura demonstram que a via de sinalizacdo da Akt modula o processo
de hipertrofia cardiaca, estando relacionada, principalmente, com o tipo fisiolégico de
crescimento (Wakatsuki et al, 2004; DeBosch et al, 2006) e, se mostra implicada no
mecanismo de acdo ndo-gendmica dos HT (Ojamaa, 2009; Diniz et al, 2009). Neste periodo
de experimento, observamos uma diminuicdo da expressdo da Akt total nos animais
hipertireoideos, assim como uma reducdo na fosforilagdo da Akt (p-Akt). A reducdo
observada na expressdo da Akt total no nosso estudo, ndo havia sido demonstrada
previamente e necessita ser investigada. Diniz et al (2009) observaram mesma reducdo na
expressdo da Akt total em cultura de cardiomidcitos tratados com T3 e que passaram pelo
procedimento de silenciamento do receptor AT; (Ang Il). E possivel que esse método de
silenciamento possa influenciar no citoesqueleto celular, sendo este importante para a
manutencdo dos niveis da Akt (Diniz et al, 2009). Flusberg et al (2001) observaram que
parece ser importante o citoesqueleto intacto para a manutencao dos niveis de Akt. Ferreira et
al (2003) mostraram que ocorre desorganizacdo do citoesqueleto das células musculares
cardiacas na segunda semana ap0s a inducdo do hipertireoidismo em ratos Wistar, com

tratamento de 0,1 mg/100g peso corporal com T4. A redugdo na expressdo da p-Akt nos
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animais tratados apenas com a vitamina E, est4 de acordo com os achados de Araujo et al
(2008), que observaram semelhante resposta nesse mesmo grupo, em animais tratados por 28
dias. Kempna et al (2004) encontraram mesmo padrao de alteracdo da p-Akt com o uso de a-
tocoferol, em células HMC-1, e mostraram ocorrer uma acdo direta da vitamina E sobre a
proteina, e ndo secundariamente pela sua acdo na modificacdo do estado redox. No nosso
estudo, houve também reducdo da p-Akt nos animais hipertireoideos. Sabe-se que 0 estresse
oxidativo é capaz de modificar o nivel de fosforilagdo da Akt, uma vez que ela e proteinas
upstream da via sdo moléculas redox-sensiveis (Trachootham et al, 2008). Esse poderia ser o
motivo de ocorrer diminuigdo da fosforilacdo da Akt nos animais do grupo T4. Esta ideia €
sugerida uma vez que foi observada correlacdo entre esses achados (razdo GSH/GSSG com
p-Akt, figura 10). Essa reducdo da expressdao da p-Akt em ambos os grupos hipertireoideos,
pode ser devido a diminui¢do encontrada do conteudo da Akt total. Kuzman e colaboradores
(2007), em um estudo temporal com animais tratados com cr-T4, mostraram que ndo ha
aumento da taxa de fosforilacdo da Akt (p-Akt/Akt total) na fase de 14 dias. Em parte, os
achados de Kuzman véo ao encontro de nossos resultados, uma vez que a relagdo p-Akt/Akt
total ndo apresentou diferenca no grupo T4, neste periodo de tratamento.

Uma vez que se observou diminuicdo da fosforilagdo da Akt, poderia haver outras vias
sendo recrutadas para a resposta cardiaca hipertréfica induzida pelos HT. Por isso,
investigamos a expressao da ERK 1/2 e JNK que fazem parte da familia das proteinas das
MAPK, as quais sdo importantes mediadoras do crescimento cardiaco (Heineke & Molkentin,
2006). A via de sinalizagdo da ERK 1/2, quando ativada isoladamente ou em associagdo com
a via da Akt, esta relacionada principalmente com a estimulacao da hipertrofia fisioldgica. No
entanto, quando ocorre a ativacdo conjunta das proteinas da familia das MAPKs (ERK 1/2,
JNK e/ou p38), essas se correlacionam com o desenvolvimento do tipo patoldgico de

hipertrofia (Wakatsuki et al, 2004). Neste periodo de tratamento, observamos maior expressao
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protéica da ERK1/2 fosforilada nos grupos hipertireoideos, sugerindo que esta via seria uma
das responsaveis por estimular o crescimento dos cardiomidcitos. Diferentemente, a expressao
da JNK nédo apresentou variagdes entre os grupos, fortalecendo a conclusédo de que os HT
sinalizam, principalmente, para o crescimento fisiologico dos cardiomidcitos. Semelhante
resultado foi observado por Kuzman et al (2005). Outros experimentos utilizando HT
mostraram que, em fases iniciais do desenvolvimento hipertrofico, a via da Akt se mostra
mais ativa, sendo acompanhado depois pelo aumento da atividade da ERK (Kuzman et al,
2007). Além dos HT atuarem sobre seus receptores intracelulares presentes na membrana
plasmética e citoplasma, recentemente Bergh et al, (2005) identificaram que a proteina
integrina aVB3, presente nas membranas de células endoteliais, interage com os HT, e isso
resulta em répida fosforilacdo da ERK1/2 (Davis et al, 2000). Ojamaa (2009) cita que o
horménio T4 (T3 com baixa afinidade) atua sobre aVP3, fosforilando a ERK1/2 a qual,
subsequentemente, promove a translocagdo do receptor RTPB1 para o nucleo, aumentando sua
atividade de transcricdo génica. Em adicdo, a forte correlagdo positiva entre o indice de
hipertrofia cardiaca (IHC) e o nivel de fosforilacdo da ERK (razdo p-Erk/Erk total) encontrada
em nosso estudo, reforca seu papel como uma importante via de sinalizacdo para a hipertrofia
neste modelo experimental.

Além da acdo direta dos HT sobre a modulagdo dessas vias de sinalizacdo, o estado
redox parece atuar como um coadjuvante nesses processos, uma vez que muitas destas
proteinas apresentam susceptibilidade a modificacfes redox (Trachootham et al, 2008; Araujo
et al, 2008). Como o foco deste trabalho foi analisar o papel do estresse oxidativo como
provavel modulador e sinalizador de vias para hipertrofia cardiaca no hipertireoidismo,
tinhamos a necessidade de analisarmos marcadores do ambiente redox no tecido cardiaco.
Para isso, analisamos componentes do sistema da glutationa e da tiorredoxina, que sdo 0S

principais mantenedores do ambiente redox intracelular (Maulik & Das, 2008). Drége (2002),
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em uma revisdo, mostrou que o estado redox intracelular tiol/dissulfeto (-SH/-SS-) também
atua sobre essas sinalizagdes, assim como o H,0,, uma EAO que ja estd bem caracterizada
por disparar vias e proteinas de sinalizacdo redox sensiveis (Stone &Yang, 2006). NOs
observamos que ha correlagdes significativas entre as proteinas ERK1/2 e Akt apenas com o
indicador do estado redox GSH/GSSG, e ndo com as concentragdes de H,O,. Acreditamos
que, nesse periodo, o desbalanco redox é o provavel agente que pode estar contribuindo com
as respostas destas proteinas.

Como ja citado anteriormente, o gradiente de variacdo da razdo GSH/GSSG parece
pequeno entre os diferentes grupos, assim como houve a manutencdo das concentragdes de
GSH no coracédo desses animais, sugerindo um grau moderado de estresse oxidativo. Quando
avaliamos os componentes do sistema Tiorredoxina, os resultados ndo mostraram diferenga na
atividade da enzima Tiorredoxina redutase (TrxR) e na expressdo da proteina Trx-1. O
sistema da Trx € mais efetivo na redugdo de proteinas dissulfidicas, enquanto o sistema da
GSH é considerado mais efetivo na reducdo de pequenas moléculas dissulfidicas e EAO.
Provavelmente nesse periodo de duas semanas, o0 grau de oxidacdo de proteinas nos animais
T4 pode ndo ser significativo ao ponto de ativar a oxidagdo das cisteinas da Trx-1, uma vez
que este é um dos estimulos importantes para este sistema (Winyard et al, 2005; Hansen et al,
2004). Araujo et al (2008) observaram aumento da oxidacdo de proteinas (carbonilas) no
estagio de ICC nesse modelo (quarta semana). Além da acdo antioxidante, a tiorredoxina atua
sobre a hipertrofia cardiaca, sendo que esta é estimulada na situacdo de inibicdo da Trx-1
(Yamamoto et al, 2003).

Poderiamos esperar uma maior atividade da TrxR no grupo T4, uma vez que esse
apresenta estresse oxidativo, e que, provavelmente, estaria a Trx sofrendo oxidagéo (Trx-SS)
para manter o ambiente reduzido, uma vez que ocorreu com a maior formacdo de GSSG. No

entanto, Jones (2006) deixa bem claro que os sistemas de defesa antioxidantes podem ser
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ativados independentemente para combater um disturbio redox. Esse autor mostra que a GSH,
a Trx e as Cisteinas (Cis/Cis-SS, outro grande sistema tiol/dissulfeto celular) ndo estdo em
equilibrio e sdo controlados independentemente um do outro (Jones, 2006).

Niveis intracelulares de tiol/dissulfeto podem ser controlados por fatores de transcricdo
responsivos ao estresse oxidativo como o Nrf-2 (Qiang et al, 2004). Nossos resultados
também ndo apresentaram variagcdes na expressdo do Nrf-2. Ambas GSH e Trx-1 atuam,
independentemente, sobre a sinalizacdo do Nrf-2, sendo que a concentracdo de GSH e/ou
razdo GSH/GSSG, séo de fato os determinantes da dissociacdo e translocacdo deste fator de
transcricdo para o ndcleo. J& a Trx-1 ndo atua nesses processos, mas sim sobre os ARE
(elementos responsivos a antioxidantes), locais no DNA onde o Nrf-2 se liga para iniciar a
transcricdo de genes antioxidantes (Hansen et al, 2004). Uma vez que encontramos leve
alteracdo na razdo GSH/GSSG nos animais hipertireoideos, pode ndo ter havido estimulo
suficiente para ativacdo do Nrf-2. Desta forma, também n&o se mostrou aumento da expressao
da Trx-1, cuja expressao génica é dependente do Nrf-2 (Vicent et al, 2009). Em trabalhos do
nosso laboratério, ainda ndo publicados, com mesmo modelo experimental no periodo de 28
dias, além de mostrar elevado desbalanco redox, observou-se aumento da expressao do Nrf-2,
assim como da Trx-1, fortalecendo a dependéncia do nivel de desbalanco redox com a
atividade dos sistemas antioxidantes da GSH e Trx-1. Mesmo ocorrendo estresse oxidativo no
grupo T4, observado pelo aumento dos niveis de H,0O,, importante ativador do Nrf-2, sua
ativacdo parece também ser dependente da Akt, a qual atua inibindo a GSK-3p, permitindo a
translocacdo do Nrf-2 para o nacleo, onde se liga aos elementos responsivos para genes
antioxidantes (Piantadosi et al, 2008). Como, no presente estudo, ocorreu diminuicdo dos
niveis de fosforilagdo da Akt, este pode ser um fator que controlaria adicionalmente a resposta

do Nrf-2.
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Ja esta estabelecido que o severo desbalango redox, assim como altos niveis de EAO,
sdo capazes de disparar morte celular programada (apoptose) em diversos 6rgaos e situaces
patologicas (Ryter et al, 2007). No coracdo, essa perda do nimero celular ganha magnitude
preocupante por favorecer o desenvolvimento de IC. No Brasil, de acordo com 0 DATASUS,
ocorreram 340.000 admissdes hospitalares no ano de 2004 de pacientes com IC (Latado et al,
2006), sendo que no mundo, ela € o maior problema de salde publica. Pesquisando a
disfuncédo ventricular do hipertireoidismo, ha poucos estudos analisando vias para a apoptose
no tecido cardiaco. Na tireotoxicose, é comum disfuncdo hepética e, Kumar et al (2007),
mostraram que a apoptose é ativada no figado de ratos tratados com T3. Este é,
provavelmente, o principal mecanismo causador da disfuncdo desse 6rgdo, através da ativacdo
das vias de apoptose pela mitocondria (via intrinseca) e pelos receptores de morte (via
extrinseca). Neste periodo de 14 dias de tratamento com T4, ndo foi observado aumento da
razdo Bax/Bcl-2. A razdo entre a proteina pro-apoptotica (Bax) com a anti-apoptética (Bcl-2)
regula a integridade mitocondrial e sobrevivéncia por controlar a permeabilidade da
membrana mitocondrial (Bishopric et al, 2001). A perda desta estabilidade promove a
formagé&o de poros de liberacéo de citocromo-c, o qual forma no citoplasma os apoptossomos,
complexos que subsequentemente ativam caspase-9 e caspase-3, efetoras do processo de
morte celular programada (Kwak et al, 2006). No entanto, encontramos aumento da expressao
protéica da caspase-3, a qual se correlacionou significativamente com esse parametro que
identifica estabilidade mitocondrial. A caspase-3 pode estar sendo estimulada via mecanismo
intrinseco apoptdtico, porém a permeabilidade mitocondrial parece estar normalizada,
levando-nos a supor que receptores de morte celular podem estar sendo recrutados para essa
resposta (Kumar et al, 2007).

Além de proteinas apoptdticas dependentes de caspase, analisamos, neste modelo,

proteinas que sinalizam para a morte celular programada independente de caspases, como 0
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fator indutor de apoptose (apoptosis-inducing factor, AIF). Nessa fase, ndo foi observada
alteracdo do AIF nos diferentes grupos. Trabalhos mostram que a ativagdo destas vias
apoptoticas ocorre tardiamente, contribuindo para desenvolvimento da IC patoldgica (Siu et
al, 2007). Essa ndo variagdo da expressdo do AIF, assim como a manutencdo da estrutura
mitocondrial em trabalhos utilizando HT em periodos semelhantes de tratamento (Hu et al,
2005; Ferreira et al, 2003), reforcam a ideia de que a mitocondria nesses coracgdes tratados
com HT néo apresentam importantes alterages na sua estrutura. Em resumo, observamos que
ja pode ter ativacdo da sinalizacdo de morte celular nesse modelo, a qual pode contribuir para
a progressdo da disfuncdo cardiaca, observada ap6s quatro semanas no trabalho de Araujo et
al (2006).

Os mecanismos exatos pelos quais a hipertrofia cardiaca € induzida pelos HT sdo ainda
pouco entendidos, sendo que nos Gltimos anos iniciou-se um interesse sobre o entendimento
destes. O tipo de crescimento cardiaco, seja ele fisioldgico ou patolégico, depende da ativagédo
de vias de sinalizacdo intracelulares caracteristicas. Com isso, 0 entendimento das alteraces
moleculares e bioquimicas que ocorrem durante a hipertrofia, assim como da sua transi¢édo de
um estdgio compensado para o descompensado, pode contribuir diretamente para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para pacientes com IC. Para isso, futuros
estudos in vivo e in vitro sdo necessarios para analisarmos essas vias de sinalizacdo que
possuem acdo sobre as respostas cardiacas, assim como para aprofundar os possiveis
mecanismos da modulacdo redox das mesmas. Neste trabalho, foram estudadas proteinas
envolvidas em duas importantes vias que atuam no tecido cardiaco, no entanto, ndo podemos
esquecer de que ha diversas outras vias que agem sobre esse Orgdo e que, podem estar

contribuindo para essas respostas induzidas pelos hormonios da tireoide.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, ao final dos 14 dias de tratamento com L-tiroxina,

pode-se concluir que:

1- aresposta hipertréfica cardiaca parece estar com sua fun¢do compensada, sem sinais
de insuficiéncia cardiaca;

2- areducéo de GSSG e H,0, promovida pela administracdo de vitamina E se mostrou
associada a diminuicdo do crescimento da massa cardiaca nos animais
hipertireoideos;

3- 0 sistema tiorredoxina ndo se mostrou fundamental para a manutencdo do estado
redox nesta fase;

4- a Akt parece ndo contribuir significativamente para a resposta hipertrofica nesse
periodo de tratamento;

5- o0 aumento da fosforilacdo da proteina ERK1/2, associado a ndo ativacdo da JNK,
poderia contribuir para a resposta tréfica cardiaca compensada nos animais
hipertireoideos;

6- ha& um provavel inicio da ativacdo da via de morte celular dependente das caspases.

Os dados em conjunto reforcam a ideia de que, nessa fase, ha moderado desbalango
redox cardiaco, sem haver inicio de sinalizagdo que favoreca a hipertrofia cardiaca patoldgica,
porém com provavel inicio de sinalizacdo apoptotica, a qual pode contribuir para o

desenvolvimento de subsequente disfuncéo cardiaca.
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