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RESUMO
Dissertagao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

INFLUENCIA DO HIPOTIREOIDISMO NO DANO OXIDATIVO E NAS
DEFESAS ANTIOXIDANTES
Autor: Alex Sander da Rosa Araujo

Orientador: Adriane Bello-Klein

O hipotireoidismo € uma doenga que tem grande impacto sobre o
metabolismo basal dos tecidos, reduzindo o consumo de O, e geragao de
energia. Por essa razao, a sua relagdo com a produgao de espécies ativas
de oxigénio (EAO) é extremamente importante, uma vez que com a
diminuicao da utilizacdo de O,, possivelmente, ocorra uma redugdo na
geragédo das EAO. Portanto, trabalhamos com a hipotese de que havendo
decréscimo na sintese de radicais livres, o dano oxidativo ficaria menos
evidente nos diferentes tecidos de hipotireoideos.

Foram utilizados ratos Wistar, pesando cerca de 170 g divididos em dois
grupos distintos: hipotireoideos e eutireoideos. O hipotireoidismo foi induzido
pelo procedimento cirurgico denominado de tireoidectomia. Cabe salientar,
que os animais eutireoideos foram submetidos somente a simulagcdo da
cirurgia (sham operated). Transcorridas quatro semanas da tireoidectomia,
os ratos tiveram seu sangue coletado e seus 6rgaos (coracédo e figado)
removidos. Foram feitas analises bioquimicas do dano oxidativo através da
medida da lipoperoxidagdo (TBA-RS e Quimiluminescéncia) e da oxidagéo
das proteinas (dosagem das carbonilas). Medidas de defesas antioxidantes
enzimaticas (atividade e concentracdo das enzimas catalase, superdxido

dismutase, glutationa peroxidase e glutationa—S—transferase) e néao
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enzimaticas (através da medida da capacidade antioxidante total -TRAP)
também foram realizadas.

Os resultados, da quantificacdo da lipoperoxidagdo, demonstraram a
diminuicédo das cifras de TBA-RS e Quimiluminescéncia no sangue e tecido
cardiaco dos ratos tireoidectomizados em relagdo ao grupo eutireoideo. No
entanto, no tecido hepatico ndo houve alteracdo deste parametro. A
oxidacdo das proteinas também foi menor no plasma dos animais
hipotireoideos. Por outro lado, o TRAP e a atividade das enzimas
antioxidantes se apresentaram em declinio no grupo hipotireoideo em
relagdo ao grupo eutireoideo, no miocardio e nos eritrocitos. Todavia, no
tecido hepatico, somente a catalase demonstrou decréscimo da atividade
catalitica nos hipotireoideos. As concentracbes das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase e glutationa—S—transferase, medidas por Western
Blott, foram menores no coragao e sangue, e inalteradas no figado.

Esses resultados sugerem que o estado hipometabdlico, causado pela
deficiéncia dos horménios da tiredide, pode levar a redugdo dos danos
oxidativos aos lipideos e as proteinas. Entretanto, ndo podemos afirmar que
0 estresse oxidativo dos animais hipotireoideos seja inferior aos
eutireoideos, porque as defesas antioxidantes também estdo reduzidas

nestes animais.
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1. INTRODUGCAO

1.1 - ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO

As espécies ativas de oxigénio (EAO) estdo envolvidas numa série de
processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem
radicais livres (MENEGHINI, 1987; YU, 1994).

Os radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existéncia independente que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo assim, altamente reativos e capazes de atacar
qualquer biomolécula (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A formacgao destes compostos € estabelecida pela perda ou ganho de
um elétron, como por exemplo, na fissdo homolitica de uma ligagcao
covalente, em que cada um dos atomos fica com um elétron
desemparelhado. Cabe ressaltar, que o oxigénio molecular € um birradical,
muito embora sua reatividade seja baixa porque seus dois elétrons
desemparelhados tém spins paralelos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999;
YU, 1994).

A geragao das EAO ocorre durante os processos de oxidagao bioldgica.
Dentre os quais, podemos destacar a respiragdo celular acoplada a
fosforilagado oxidativa, para formacao de ATP na mitocéndria. A principio, o
oxigénio (Oy) é reduzido até agua (H20), recebendo quatro elétrons de uma
s6 vez pela citocromo oxidase. Entretanto, em razdo de sua configuragao

eletrbnica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a receber um elétron de cada
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vez, gerando compostos intermediarios altamente reativos, como visto na
figura 1. Destes compostos intermediarios, pode-se destacar: o anion radical
superoéxido (0,"), o peréxido de hidrogénio (H2O,) e o radical hidroxil (OH®).
A formacédo destas moléculas ocorre em aproximadamente 5% de todo
processo de redugao do oxigénio até agua. Alguma das EAO sao fortemente
oxidantes e apresentam pelo menos um elétron desemparelhado,
geralmente, no orbital mais externo, sendo denominadas de radicais livres.
Ainda deve-se relatar o estado excitado do oxigénio denominado de oxigénio
“singlet”, que também pode causar danos a célula (DEL MAESTRO, 1980;

MENEGHINI, 1987; YU, 1994).

- - “R2H* “yHY “yHY
0,— 0y —2 s ,0,—<H yOH —* 3H,0

N\

H,O

Figura 2: Formagéo das EAOQ, a partir da redugéo do O,.

O anion radical superoxido (O2°7) é o primeiro intermediario da redugao
monovalente do oxigénio a agua e a partir do mesmo serdo formadas as
demais EAO. A sua dismutagdo € catalisada pela enzima superdxido
dismutase (YU, 1994). O peroxido de hidrogénio é o segundo intermediario
do processo oxidativo, podendo ser produzido indiretamente, pela reducao
univalente do oxigénio, seguida da dismutacdo do anion radical superoxido
e/ou diretamente, pela redugédo bivalente do oxigénio molecular. Apesar de

nao ser um radical livre, esta espécie ativa pode originar o radical hidroxil
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(OH®), o que seria bastante prejudicial a célula (DEL MAESTRO, 1980). O
radical hidroxil (OH®), por sua vez, € um dos mais potentes oxidantes em
sistemas bioldgicos. Este radical livre possui a capacidade de atravessar as
membranas e pode reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados e
DNA, apesar de seu baixo tempo de meia vida (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). Sua formagao pode se dar de acordo com a reagao
de Fenton (1894) (Reacéao 1), reacao do peréxido de hidrogénio com ions de
ferro ou de cobre, e a reacdo de Haber-Weiss (1934) (Reacéao 2), reacao do
peroxido de hidrogénio com o anion radical superdxido na presenga de ions

metalicos (YU, 1994).

H,0, +Fe” /Cu* ——>Fe” /Cu™ +OH" + OH"~ (Reagéo 1)
H,0, +0; —“/% S OH" +OH" (Reaggo 2)

Cada EAO tem suas préprias caracteristicas, mostrando diferentes
reatividades e tempos de meia-vida (DEL MAESTRO, 1980; YU, 1994). Na
figura 2, podemos observar que a molécula diatdmica de oxigénio € um
radical livre, mas possui spins paralelos, o que dificulta a reagdo quimica
com outras moléculas e torna o oxigénio mais estavel quimicamente. As
formas de oxigénio mais reativas s&o os oxigénios “singlets” A e ¥, que ndo
possuem restricdo de “spin” e por isso sao muito mais reativas que o
oxigénio molecular no estado fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

1999).
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Figura 2: Distribuicao eletrbnica da molécula de oxigénio e alguns de seus
derivados (modificado de HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999).

Outras fontes de EAO compreendem nao s6 as acdes enzimaticas da
ciclooxigenase, lipooxigenase, xantina oxidase, aldeido oxidase, mas
também a autooxidagao das catecolaminas, das flavinas e ferridoxinas, além
das reacgbes catalisadas por metais de transigcdo, como ferro e cobre (DEL

MAESTRO, 1980; MC CORD, 1987; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
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1.2 - REATIVIDADE DAS EAO EM SISTEMAS BIOLOGICOS

A magnitude da reatividade das EAO esta relacionada com seus elétrons
desemparelhados que |hes conferem a instabilidade caracteristica. As
reacdes com os radicais sdo muito rapidas e ocorrem em cadeia, ja que 0s
elétrons desemparelhados favorecem as colisbes moleculares. Desta forma,
as reagdes sao propagadas rapidamente (SOUTHORN & POWIS, 1988).

O potencial reativo das EAO é bem ilustrado na lipoperoxidagao (LPO)
dos lipidios de membrana. A lipoperoxidagdo € um processo sucessivo e
fisiolégico que envolve ndo somente a renovagdo das membranas celulares,
como também a Dbiossintese das prostaglandinas e leucotrienos
(MENEGHINI, 1987). As membranas celulares sao preferencialmente
atacadas, porque sao formadas por lipidios de cadeias insaturadas e por
proteinas com grupos tidis (SH) (MENEGHINI, 1987; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). As reacbes de lipoperoxidagdo ocorrem numa série
de etapas, das quais se destacam as seguintes: iniciagdo, propagagao e
terminacao.

Na fase de iniciagao, o radical hidroxil ou o oxigénio “singlet” ataca a
molécula orgénica, abstraindo-lhe um atomo de hidrogénio, gerando um
radical centrado no carbono, cuja estabilidade se faz pelo rearranjo das ligas
duplas, formando o dieno conjugado. Este, por sua vez, combina-se com o
oxigénio e produz o radical peroxil. Com o radical peroxil, inicia-se a fase de
propagacao da LPO, uma vez que este remove um atomo de hidrogénio de

um lipidio adjacente, gerando um lipoperdoxido e um outro radical centrado
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no carbono (que podera reagir com o0 oOxigénio e propagar a reagao). A
reacdo acaba quando dois radicais reagirem entre si e formarem um
tetréxido. Este ultimo pode se degradar em oxigénio “singlet” e em
carbonilas excitadas, devido a sua alta instabilidade. Esta € a etapa
denominada de terminacéao (Figura 3) (RUSSEL, 1957).

Essas espécies quando voltam ao seu estado fundamental emitem luz
no comprimento de onda do Vvisivel, caracterizando o fenbémeno de
quimiluminescéncia, que se constitui num importante método para analise e
quantificagdo da LPO (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; THOMAS,
1997).

Os efeitos da lipoperoxidacdo podem ser observados pela mudanga nao
somente no ambiente lipidico das membranas biolégicas (modificacbes na
fluidez e na seletividade), mas também pelas alteracées de suas proteinas
(receptores e canais idnicos) (YU, 1994).

As proteinas também sofrem reagdes oxidativas iniciadas pelas EAO,
que levam a alteragcbes nas suas estruturas e nos seus estados
conformacionais. Processos como fragmentacao, agregacao, além da maior
susceptibilidade a proteases, exemplificam algumas das ag¢des dos radicais
livres sobre as proteinas (YU, 1994). Pode haver, também, um ataque ao
DNA nuclear, sobretudo pelo radical hidroxil, formando a 8-
hidroxideoxiguanosina que pode ser detectada experimentalmente. O DNA
mitocondrial também ¢é bastante atingido, uma vez que a mitocdndria € a
grande fonte de EAO (YU, 1994).

Muitas sdo as evidéncias de que as EAO provocam ou influenciam
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inUmeros processos organicos degenerativos como a catarata, o enfisema, a
artrite, a doenca de Parkinson, a porfiria aguda intermitente, a lesao
isquémica, o diabetes experimental (induzida por aloxano ou por
estreptozotocina) e até mesmo a mutagdao, o cancer e o envelhecimento
(MENEGHINI, 1987; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Além disso,
diversas enzimas tém sua atividade modulada por radicais livres como a

aconitase, diversas hidratases e desidratases (GARDNER et al., 1995).

1.3 - DEFESAS CONTRA AS EAO

Ha substancias que possuem o potencial de neutralizar as agbes dos
radicais livres, prevenindo, desta forma, os danos oxidativos. Tal grupo é
chamado de antioxidantes. Quando presentes em baixa concentragéo,
comparada ao substrato oxidavel, os antioxidantes retardam ou previnem a
oxidacdo deste substrato, que pode ser lipidio, proteina, DNA ou outras
moléculas. O sistema antioxidante €& responsavel pela protecdo celular
contra o estresse oxidativo. E seus mecanismos de acdo sao diversos, e
podem incluir remoc¢ao do oxigénio presente no meio, varredura das EAO ou
seus precursores, inibicdo da formacao das EAO, quelacdo de metais que
catalisam sua formacgao, indugdo de aumento da geracdo de antioxidantes
enddgenos, entre outros mecanismos, envolvendo muitas vezes integragao
funcional de varios destes componentes (HALLIWELL, 1997). Os
antioxidantes minimizam os disturbios no meio interno e preservam a 6tima

atividade celular além de estarem estrategicamente compartimentalizados
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nas organelas celulares para gerarem protegao maxima (YU, 1994).

LIPIDIO
[ POLIINSATURADO S _ __
_p* ABSTRACAO DE HIDROGENIO
POR RADICAIS LIVRES
RADICAL LIVRE
CENTRADO NO -
CARBONO
(
CONSUMO DE
-0 T l+ O OXIGENIO
RADICAL — OUTRAS
PEROXIL \/—\_M REACOES
cl)
O +H*
®OXIDACAO DE
A / COLESTEROL
\/—\ ®*ATAQUE A
REACAO DIRETA COM PROTEINAS
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Figura 3: Representacédo esquematica da reagao da LPO (modificado de
Halliwell & Gutteridge, 1999).
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O sistema antioxidante é constituido por componentes enzimaticos e nao
enzimaticos, que atuam conjuntamente na protegcao celular. O sistema
enzimatico é considerado a linha de defesa primaria, uma vez que evita o
acumulo do anion radical superéxido e do peroxido de hidrogénio. Existem,
também, as defesas secundarias que impedem a propagacao da LPO e as
terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados (YU, 1994).

Quando a substancia age neutralizando as EAO na fase de iniciagdo ou
propagacao da LPO, levando a formacado de um composto menos reativo, é
chamada de “scavenger”. Ao passo que, se a substancia antioxidante tiver a
propriedade de absorver a energia de excitagado dos radicais, neutralizando-
os, €& denominada de “quencher” (SIES & MURPHY, 1991;

HALLIWELL,1997).

1.3.1 - Defesas Enzimaticas

A distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada
com as fontes de espécies ativas de oxigénio (EAO), sendo assim podemos
notar a importancia da existéncia das defesas antioxidantes enzimaticas e
nao enzimaticas. Sem elas o equilibrio celular seria alterado e facilitaria o
surgimento de varias disfungbes que poderiam levar a processos
patolégicos.

A regulagao das enzimas antioxidantes, necessaria para manutengao da
homeostase celular em condigdes adversas ao organismo, depende de

varios fatores, como especificidade do 6rgdo, idade, estagio de
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desenvolvimento, perfil hormonal e disponibilidade de cofatores (HARRIS,
1992).

O sistema enzimatico encarregado da detoxificagao das EAO ¢é formado
por varias enzimas, das quais pode-se destacar: superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A reacao catalitica, realizada pela superdoxido dismutase (SOD), visa
transformar dois anions radicais superoxidos em peréxido de hidrogénio
(Reagao 3). Essa dismutacao ocorre naturalmente em pH fisioldgico, porém,
em uma velocidade bem menor em relagdo aquela catalisada pela enzima
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; YU, 1994).

O mecanismo de catélise da dismutacdo do superédxido pela SOD e
miméticos tem sido sugerido como “mecanismo de ping-pong”, no qual o
catalisador oscila entre dois estados de oxidagao (GOLDSTEIN & CZAPSKI,

1996).

2H' +20," —® 50, +H,0, (Reagéo 3)

A SOD é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco,
presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés,
localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro que ocorre em bactérias (YU,
1994).

Estas enzimas, presentes em quase todos os organismos vivos, s&0 um

sistema de defesa essencial para a sobrevivéncia em condi¢cdes aerdbias. O
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papel deletério do superoxido durante a isquemia, que ocorre em transplante
de 6rgaos, muitas intervengdes cirurgicas e durante acidentes vasculares no
cérebro e coracgao, sugerem que a SOD pode ter um uso clinico potencial.
Isto levou a pesquisa pela SOD, uma vez que, a SOD humana tem curto
tempo de meia-vida (menor que 10 minutos), e ndo penetra nas células
(GOLDSTEIN & CZAPSKI, 1996). Além disso, a modulagao da atividade da
SOD extracelular pode ser utilizada no tratamento de doengas vasculares,
como a arteriosclerose (LUOMA et al, 1998).

Uma outra enzima importante € a catalase (CAT). O peréxido de
hidrogénio, formado na dismutacdo do anion radical superdxido, é
transformado em agua e oxigénio por acado desta enzima (Reacéao 4). Essa,
por sua vez, tem uma agao bastante especifica, ja que atua apenas em
reagcdes com peroxidos de hidrogénio, metila e etila (CHANCE et al., 1979).
A catalase se distribui em todos os 6rgaos, tendo niveis de atividade que
podem variar em diferentes tecidos (figado, rins, hemacias) e dentro de uma
mesma célula (YU, 1994). Essa enzima aparece, preferencialmente,
compartimentalizada nos peroxissomas. Orgdos como coragdo, pulmio e
cérebro sdo mais susceptiveis aos danos oxidativos, ja que estes tecidos
possuem poucos peroxissomas e, portanto, menor concentragao desta
enzima. Cabe salientar, que nesses 6rgaos o peroxido de hidrogénio pode
atravessar as membranas celulares e se difundir no sangue, onde podera

sofrer a agao da catalase eritrocitaria (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

2H,0, —=° ,0, +H,0 ( Reagao 4)
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A glutationa peroxidase (GPx) é outra enzima antioxidante localizada no
citosol e na matriz mitocondrial. Essa catalisa a reducdo do perdxido de
hidrogénio e de hidroperdxidos organicos, através da oxidagao da glutationa
reduzida (GSH), que sera, por sua vez, regenerada por acado da glutationa
redutase com consumo de NADPH (Reagdes 5 e 6). Neste processo de oxi-
reducdo, os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os
peréxidos, transformando-os em alcool e/ou agua e formando glutationa

dissulfeto (GSSG) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).

R-OOH+2GSH —= >R-OH+GSSG+H,0  (Reagao 5)

GSSG + 2NADPH —%* 5 2GSH + 2NADP* (Reagao 6)

Existem dois tipos de glutationa peroxidase: a selénio dependente e a
selénio independente, encontrada em diferentes propor¢cdes no citosol e
matriz mitocondrial (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; YU, 1994).

A glutationa peroxidase tem alta atividade no figado e eritrécitos, onde
ela foi descoberta. Tem moderada atividade no coragdo e nos pulmdes e
baixa atividade no musculo (MILLS; 1960).

Outro grupo de enzimas que possuem um importante papel fisiolégico na
detoxificagdo sdo as enzimas chamadas glutationa-S-transferases (GSTSs).
Estas enzimas agem na detoxificacdo de potentes agentes alquilantes,
incluindo compostos farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas
e xenobioticos. As GSTs catalisam a reagao destes compostos com o

grupamento SH da glutationa, neutralizando assim seus sitios eletrofilicos e
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transformando-os em produtos mais hidrossoluveis, que sdo mais facilmente

metabolizaveis (Reacao 7) (HABIG, 1974).

Cl

SG
N02 NOZ
GST
+ GSH —07838 —»p + HCI
02 O2

(Reacgao7)
1.3.2 - Defesas Nao-Enzimaticas

Por outro lado, tém-se as defesas nao enzimaticas que podem ser
divididas da seguinte forma: antioxidantes hidrofilicos (por exemplo:
glutationa, vitamina C, indois, catecois) e lipofilicos (como: bioflavonas,
carotendides, tocoferéis) (SIES & MURPHY, 1991; SIES, 1997). Dentre os
hidrofilicos, a vitamina C tem papel relevante como antioxidante, sobretudo,
como “scavengers” e regenerador dos tocoferois. Devido a sua caracteristica
hidrossoluvel possui alta capacidade de protecdo do plasma sanglineo
contra a LPO (YU, 1994). A propriedade lipossoluvel dos tocoferdis favorece
sua agao nas membranas celulares, protegendo-as dos danos mais sérios
da LPO. Ainda, pode-se destacar o potencial antioxidante dos estrogenos,
agindo como “scavenger” de radicais livres, inibindo a oxidacao lipidica das

lipoproteinas de baixa densidade (LDL) iniciada pelas EAO (KHUL, 1994).
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1.4 - HORMONIOS DA TIREOIDE

A glandula tiredide, que esta localizada logo abaixo da laringe, a frente e
de ambos os lados da traquéia, secreta dois hormoénios significativos, a
tiroxina (T4) e a triiodotireonina (T3), que exercem grande efeito sobre a
atividade metabdlica do organismo. Secreta, também, a calcitonina, um
importante horménio para o metabolismo do calcio (GUYTON & HALL,

2002).

1.4.1 - Sintese, armazenamento e secre¢ao

A unidade funcional da tiredide é o foliculo ou acino. Cada foliculo
consiste em uma unica camada de células epiteliais ao redor de uma
cavidade a luz folicular, que esta cheia com um coldide espesso contendo
principalmente tireoglobulina (GUYTON & HALL, 2002).

A tireoglobulina é uma grande glicoproteina contendo, cada molécula,
cerca de 115 residuos de tirosina. E sintetizada, glicosilada e, a seguir,
secretada para dentro da luz do foliculo, onde ocorre a iodetacdo dos
residuos de tirosina. Circundando os foliculos, existe uma rica rede capilar, e
a velocidade do fluxo sanglineo através da glandula é muito alta em
comparagao com os outros tecidos (RANG et al., 1997).

A tireoglobulina é o sitio de armazenamento dos horménios tireoidianos.
O iodeto é ativamente captado pelas células da tiredide; a iodetacao de

residuos de tirosina na tireoglobulina resulta na formagdo da
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monoiodotirosina (MIT) e da diiodotirosina (DIT). Quando dois residuos DIT
acoplam, é formada a tiroxina (T4). Quando um residuo DIT acopla com um
residuo MIT, & formada a triiodotironina (T3). Ambas s&o clivadas da
tireoglobulina antes de serem secretadas da glandula tiredide (HENRY,
1999).

Cerca de 90% do horménio secretado pela glandula tiredide sao tiroxina
(T4) e 10% séo triiodotironina (T3). Contudo, consideravel porgcao de T4 é
convertida em T3, nos tecidos periféricos, de forma que ambos sdo muito
importantes, funcionalmente. As fungcdes desses dois hormdnios sao,
qualitativamente, as mesmas, porém diferem quanto a rapidez e a
intensidade da acdo. O T3 é cerca de quatro vezes mais potente que T4,
porém esta presente no sangue em quantidades muito menor e persiste

durante tempo muito mais curto que o T4 (GUYTON & HALL, 2002).

1.4.2 - Regulagao da fungao tireoidiana

A biossintese e a liberagcdo de hormdnios tireoidianos da tireoglobulina
sao controladas pela tireotrofina ou horménio estimulante da tiredide (TSH),
um hormonio glicoprotéico sintetizado e secretado pela hipéfise anterior. Por
sua vez, a secregao de TSH é regulada pelo hipotdlamo através do
horménio liberador de tireotrofina (TRH) e, possivelmente, pela
somatostatina bem como pelo feedback negativo dos horménios tireoidianos

(HENRY, 1999).
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1.4.3 — Mecanismo de agao

Os hormoénios da tiredide agem por um mecanismo bastante semelhante
ao dos esterdides. Depois de penetrarem na célula, T4 é convertida em T3,
que se liga com alta afinidade a uma proteina receptora especifica
associada com o DNA no nucleo. A ligagdo induz uma modificagcdo na
conformagao da proteina receptora, e isto resulta em sintese de RNA
mensageiro e proteinas especificas, dependendo os efeitos produzidos do

tipo de célula (RANG et al., 1997).

1.4.4.- Transporte e metabolismo

Praticamente toda a quantidade de T4 e T3 na circulagdo se liga a
proteina plasmatica, sendo a proteina principal a globulina ligadora de
tiroxina (TGB). Pequenas quantidades dos horménios estdo ligadas a
albumina.

Os horménios tireoidianos acabam sendo degradados por desiodagéo,
desaminagao e conjugagao com os acidos glicurdnico e sulfurico. Isso ocorre
principalmente no figado, e as formas livres e conjugadas sao excretadas
em parte na bile e em parte na urina. A depuracdo metabdlica de T3 € vinte
vezes mais rapida que aquela de T4 (que € de aproximadamente seis dias).

Existe uma grande reserva de T4 no corpo, esta apresenta uma taxa de
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renovagao lenta e € encontrada principalmente na circulagdo, enquanto que,
existe uma pequena reserva de T3 que apresenta uma taxa de renovagao

rapida e é encontrada principalmente dentro das células (RANG et al., 1997).

1.4.5. A¢oes dos hormonios tireoidianos

As acgodes fisiologicas dos horménios tireoidianos enquadram-se em duas

categorias: aquelas que afetam o metabolismo e aquelas que afetam o

crescimento e o desenvolvimento (GANONG, 1995).

Efeitos sobre o metabolismo

Os hormoénios sao reguladores do metabolismo da maioria dos tecidos.
Eles produzem um aumento geral no metabolismo dos carboidratos, das
gorduras e das proteinas. A maioria desses efeitos envolve a modulagao das
acdes de outros hormdnios, tais como insulina, glucagon, os glicocorticoides
e as catecolaminas, porém os horménios tireoidianos controlam também,
diretamente, a atividade de algumas das enzimas do metabolismo dos
carboidratos. Ocorre um aumento no consumo de O2 e na producao de calor
que se manifesta por uma elevacido na taxa metabdlica basal. Isso reflete a
agao sobre alguns tecidos, tais como coragao, rim, figado e musculo, mas
nao sobre outros, como as génadas, o cérebro e o bago. A agao calorigénica
€ uma parte importante da resposta a um meio ambiente frio. A

administragcao do horménio tireoidiano resulta em aceleragao da frequéncia
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cardiaca e aumento do débito cardiaco, assim como em maior tendéncia

para as arritmias, como fibrilacao atrial (RANG et al., 1997).

Efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento

Os hormonios tireoidianos exercem um efeito proeminente sobre o
crescimento, em parte por uma acgao direta sobre as células e em parte,
indiretamente, influenciando a produ¢cdo do horménio do crescimento e
potencializando seus efeitos. Estes hormbnios sdo importantes também para
uma resposta normal ao paratorménio e a calcitonina e para o
desenvolvimento esquelético; sao particularmente necessarios para o

crescimento normal e maturagao do SNC (RANG et al., 1997).

1.5 - HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo € resultante de uma falta de acdo dos horménios
tireoidianos sobre os tecidos. Os sinais e sintomas incluem bradicardia,
rouquidao, sensibilidade ao frio, pele seca e fraqueza muscular. A falha da
tiredide por si s6 em secretar uma quantidade adequada de hormdnio
tireoidiano é denominada de hipotireoidismo primario e €, mais comumente,
decorrente da destruicdo ou ablagao da glandula.

O hipotireoidismo secundario ocorre quando ha uma diminuicdo da
secreg¢ao de TSH como resultado de disturbios hipofisarios ou hipotalamicos.

Uma causa rara de hipotireoidismo & a deficiéncia familiar seletiva do TSH
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(as cadeias a e  falham na unido por causa de um gene 6 do TSH anormal)

(HENRY, 1999; ROBBINS et al., 1996).

1.5.1. Mudangas Metabdlicas no Hipotireoidismo

No hipotireoidismo ocorre uma diminuicdo na taxa de consumo de
oxigénio por unidade de area de superficie corporal e uma diminuigdo na
taxa de producdo de calor. As implicagcbes clinicas dessas mudancgas
incluem uma queda na taxa metabdlica basal, intolerancia ao frio e algum
ganho de peso, apesar da diminuicdo do apetite (BRAVERMANN &
UTIGER, 1996).

A sintese e a degradagéo de lipidios e de proteinas estdo diminuidas no
hipotireoidismo. A biossintese de acidos graxos pelo tecido adiposo e pelo
figado esta reduzida e as taxas de catabolismo de triglicerideos e acidos
graxos sao similarmente menores do que o normal. (BLENNEMANN et al.,
1992). No hipotireoidismo a absorgéo da glicose no trato gastrointestinal esta
mais lenta e a assimilagcdo da glicose periférica esta retardada. Essa
reducdo pode ser causada pela menor concentracao do transportador de
glicose GLUT4 na membrana celular (SHEPHERD & KAHN, 1999).

As taxas de excrecdo de calcio e fésforo na urina e fezes estédo
diminuidas em adultos com hipotireoidismo. Além disso, ha uma reducao
caracteristica na deposicdo de calcio nos ossos. Pacientes com
hipotireoidismo possuem grande risco de deficiéncia de ferro devido a

diminuicdo da secregao de acidos gastricos (hipocloridria) que ocorre nesses
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pacientes. O meio acido é necessario para a absorcao de ferro. A reposicao
de ferro por terapia oral s6 surtira efeito se concomitantemente for tratado o
hipotireoidismo (BRAVERMANN & UTIGER, 1996). O disturbio mais

conhecido de metabolismo de vitaminas no hipotireoidismo €& menor
conversao do caroteno em vitamina A. As concentracdes séricas de vitamina
E podem estar elevadas em pacientes com hipotireoidismo, em parte como
resultado de um aumento total na concentragdo das lipoproteinas séricas,
especialmente o LDL. O hipotireoidismo pode levar a diminuicdo da
utilizagao de vitamina B12 e ao aumento da proporgao de tetrahidrofolato em
relacdo ao metiltetrafolato no figado. Ratos tireoidectomizados tém
concentragdes diminuidas de acido ascoérbico e acido dehidroascérbico no

figado e nos rins (BRAVERMANN & UTIGER, 1996).

1.5.2. Mudangas Hematoloégicas no Hipotireoidismo

Mudangas hematoldgicas, especialmente anemia, sdo comuns e bem
caracterizadas no hipotireoidismo. A eritropoiese esta diminuida, refletindo
numa redugdo no volume total de sangue e na quantidade de eritrocitos.
Essa diminuicdo na eritropoiese se deve a um efeito direto dos hormonios da
tiredide nos precursores eritroides. Podemos encontrar casos de anemias
por deficiéncia de ferro e anemias por deficiéncia de acido folico ou vitamina
B12.

Alteragbes na contagem de linfécitos ou granuldcitos sdo menos comuns

no hipotireoidismo. Uma reducdo significante na contagem de leucdcitos
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pode indicar um problema associado, como deficiéncia de vitamina B12 ou
acido folico.

Poucas mudancas quantitativas na contagem de plaquetas sao
encontradas, ao passo que as mudangas qualitativas sdo mais comuns. A
depressao de alguns dos fatores da coagulagao é descrita e atribuida a uma
diminuicao generalizada na sintese de proteinas (BRAVERMAN & UTIGER,

1996).

1.5.3. Sistema Cardiovascular no Hipotireoidismo

Muitos pacientes com hipotireoidismo tém aumento na resisténcia
vascular sistémica e uma diminuicdo na perfusao dos tecidos, bem como
diminuicao no consumo de oxigénio periférico. A massa cardiaca encontra-
se menor do que o normal, juntamente com o volume sanguineo. Pode
ocorrer alteragao na pressao sanguinea, onde a pressao sistolica pode estar
diminuida ou normal e a diastélica pode estar aumentada ou normal (KLEIN,

1990).

1.5.4. Figado no Hipotireoidismo

Os horménios da tiredide possuem significante impacto na regulagéo do
metabolismo mitocondrial hepatico. No hipotireoidismo temos diminuicdo do
consumo de oxigénio no hepatécito. Persistente hiperbilirrubinemia em

recém nascidos pode sugerir o diagndstico de hipotireoidismo congénito. A
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tireoidectomia em ratos afeta varias enzimas chaves nas rotas de sintese de

colesterol e da bile (BRAVERMAN & UTTIGER, 1996).

1.6 - RELAGAO ENTRE HORMONIOS DA TIREOIDE E ESTRESSE

OXIDATIVO

Sabe-se que os horménios da tiredide regulam o metabolismo de muitos
tecidos, tais como o musculo esquelético e cardiaco, figado, rim e cérebro
(ASAYAMA & KATO, 1990). Entre as acdes desses hormbnios encontram-se
0 aumento do consumo de oxigénio, producdo de calor, modulagdo da
velocidade de reagdes especificas do metabolismo intermediario, 0 aumento
da frequéncia e da forga de contragdo cardiaca, bem como o aumento da
pressao sistolica (BRAVERMAN & UTIGER, 1996).

A aceleracdo do metabolismo basal e energético dos tecidos de varias
espécies de mamiferos representam uma das mais importantes fungoes dos
horménios da tiredide (SCHWARTZ & OPPENHEIMER, 1978). De acordo
com essa grande influéncia, sobretudo na fungdo mitocondrial, incluindo o
consumo de oxigénio e fosforilagao oxidativa, os estados hipermetabdlicos
tornam a mitocdndria um dos principais sitios de produgdo das EAO
(CHANCE et al.,1979). Quando a tireoxina ou a triiodotironina é administrada
a um animal a mitocéndria de quase todas as células do organismo aumenta
de tamanho e numero. Além disso, a superficie total da membrana da

mitocondria aumenta diretamente proporcional ao aumento do indice
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metabdlico, juntamente com a atividade das enzimas oxidantes e com os
elementos do sistema de transporte de elétrons (GUYTON & HALL, 2002).

Alguns autores sugerem que o estado de hipertireoidismo esta associado
com um aumento na producgao de radicais livres e com 0 aumento dos niveis
de lipoperoxidacdo (FERNANDEZ et al., 1985; ASAYAMA et al., 1987). Ao
passo que, o estado hipometabdlico do hipotireoidismo leva a uma
diminuicdo na producdo das EAO e de seus consequentes danos a
proteinas, lipidios e DNA (SWAROOP & RAMASARMA, 1985; PALLER,
1986; LOPEZ-TORRES et al., 2000).

A capacidade total de peroxidacdo da mitocdndria € influenciada pela
atividade da tiredide do corpo. Isso foi verificado pela menor produgao de
TBA-RS, (induzida por hidroperdxido terc-butil e sulfato de ferroso/acido
ascorbico) in vitro nas mitocondrias de figado de ratos hipotireoideos em
relacdo aos eutireoideos (DAS & CHAINY, 2001). A quimiluminescéncia
induzida por ferro no sangue de coelhos hipotireoideos apresentou-se menor
em relagdo aos animais eutireoideos (MARZOEV et al.,1985), bem como a
quimiluminescéncia induzida por hidroperéxido terc-butil nos eritrocitos
(VIDELA et al.,1988).

As variacbes dos niveis hormonais tireoidianos modulam o estresse
oxidativo celular, in vivo, principalmente, devido a sua agdo mitocondrial
(GUERRERO et al.,1998). O consumo de oxigénio e a produgéo de radicais
livres ocorrem preferencialmente nas membranas lipidicas da mitocondria.
Desta forma, a sensibilidade ao dano oxidativo das membranas celulares

depende muito da concentracdo de acidos graxos insaturados, sendo os
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poliinsaturados os mais suscetiveis ao ataque das EAO. A mudanca na
composicao lipidica das membranas celulares, em ratos, esta intimamente
relacionada com as concentragdes plasmaticas dos hormonios tireoidianos
(HOCH, 1988; FREAKE & OPPENHEIMER, 1995). Guerreiro et al em 1998,
demonstrou a diminuicdo na concentragao de acido graxo insaturado nas
fracdes lipidicas de animais hipotireoideos.

O dano oxidativo as proteinas verificado pelo aumento de
malondialdeido — lisina indicam valores menores no hipotireoideo, isso se
deve, possivelmente, a diminuicdo da formacido de radicais livres e pelo
aumento das defesas antioxidantes, como a glutationa reduzida
(PAMPLONA et al., 1999).

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas tais como o &acido Urico,
carotendides e a vitamina E, parecem estar aumentadas nos hipotireoideos
(BRAVERMAN & UTIGER, 1996; HENRY, 1999). A concentragdo de
substancias antioxidantes lipo e hidrossoluveis apresentaram-se maiores
nos animais hipotireoideos em relacdo aos eutireoideos e hipertireoideos
(MARZOEV et al., 1985).

A razao glutationa reduzida (GSH) / glutationa oxidada (GSSG) esta
aumentada nos hipotireoideos, bem como a glutationa reduzida mitocondrial
que tem seus niveis mais altos em relagdo aos animais controle. Essa
situagcdo ¢é revertida pela administragdo de T3, que diminui a razao
GSH/GSSG e restaura os valores da glutationa reduzida mitocondrial aos
niveis normais. Esse fato confirma o papel importante dos hormdnios da

tiredide na regulacado do estresse oxidativo mitocondrial (DAS & CHAINY,
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2001). Em animais tireoidectomizados, a concentracdo de GSH hepatica
apresentou-se mais elevada em relagdo aos animais controle. Além disso,
apresentaram menores niveis de malondialdeido, sugerindo uma redugao do
estresse oxidativo nos animais hipotireoideos (TEARE et al., 1993).

Ha evidéncias experimentais indicando que a atividade das enzimas
detoxificadoras diminui no hipotireoidismo. No entanto, a citocromo P450,
em figados de ratos hipotiroideos, tem sua atividade aumentada, e isso
favorece a diminuicdo do tempo de meia vida de xenobidticos pré-oxidantes,
reduzindo a probabilidade de danos oxidativos aos tecidos (VENDITTI et al.,
1997).

As enzimas antioxidantes superdoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase tiveram suas atividades aumentadas nos figados de ratos
hipotireoideos (VENNDITTI et al., 1997; DAS & CHAINY, 2001). No entanto,
a SOD mitocondrial no tecido cardiaco teve reduzida a sua atividade
(ASAYAMA, 1987).

Os animais hipotireoideos podem apresentar uma anemia ferropriva,
além da diminuicdo dos niveis de vitamina C (BAVERMAN & UTIGER,
1996). Com a diminuicdo de ferro e vitamina C a producao das espécies
ativas de oxigénio pode diminuir, principalmente o radical hidroxil, que é
altamente lesivo ao tecido (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Ratos tireoidectomizados submetidos a isquemia renal apresentaram
protecao funcional e histolégica contra os danos oxidativos, confirmada pela
reducao da LPO e aumento do GSH renal comparados com ratos eutiroideos

com isquemia renal (PALLER, 1986).



38

Em suma, as referéncias encontradas sugerem que o estresse oxidativo
pode ser influenciado de acordo com as concentragdes séricas dos

hormonios tireoideanos.

2 - HIPOTESE

O hipotireoidismo leva a uma queda da taxa metabdlica basal, com a
correspondente diminuicdo da produgdo das EAO. Com a reducédo de
radicais livres, a probabilidade de dano oxidativo nos lipidios e proteinas
devera ser menor também. Por outro lado, a diminuicdo da oferta de EAO
pode induzir os tecidos ao processo de adaptagao, levando-os a minimizar

suas defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas.
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3 .OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o estresse oxidativo cardiaco, hepatico e sistémico de ratos
hipotireoideos através de medidas de dano oxidativo e de defesas

antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas.

Objetivos Especificos

= Induzir o hipotireoidismo experimental através da extirpagdo da glandula
tiredide, processo denominado de tireoidectomia, verificando a
efetividade deste procedimento através da dosagem dos horménios

tireoidianos e parametros biométricos.

= Avaliar o efeito do hipotireoidismo na lipoperoxidagao cardiaca, hepatica

e sistémica.

= Quantificar a oxidagédo de proteinas no plasma sanguineo dos ratos

tireoidectomizados.

= Verificar a capacidade antioxidante no homogeneizado cardiaco e

hepatico e no plasma sanguineo de ratos tireoidectomizados.
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= Medir a atividade das enzimas antioxidantes em homogeneizado

cardiaco, hepatico e sistémico de ratos hipotireoideos.

= Determinar a concentracdo das enzimas antioxidantes em

homogeneizado cardiaco, hepatico e sistémico de ratos hipotireoideos.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados, no trabalho, ratos machos Wistar, com peso médio de
170 £ 20 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da UFRGS, sendo mantidos em caixas
plasticas de 270 x 260 x 310 mm, com trés ratos cada, com o assoalho
recoberto com serragem. Receberam ragao e agua a vontade e foram
mantidos sob periodos de 12 horas na luz / 12 horas no escuro e sob

temperatura de 22°C.

4.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados dois grupos experimentais, sendo eles:
e Grupo hipotireoideo: animais tireoidectomizados pelo modelo proposto por
Bouhnink et al. (1975) (n=25).
e Grupo eutireoideo: animais que sofreram apenas a simulagdo da cirurgia
de tireoidectomia (n=25).
Ambos os grupos foram sacrificados apds quatro semanas da realizagao
da cirurgia de tireoidectomia e de sua simulagdo nos controles. Antes do

sacrificio dos animais foi coletado sangue para as medidas hormonais.
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4.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

A inducado ao hipotireoidismo nos animais, foi feita seguindo o modelo
experimental de tireoidectomia, segundo a técnica de Bouhnik (BOUHNIK et
al., 1975). Os animais foram posicionados em decubito dorsal,
tricotomizados e sofreram uma incisdo longitudinal abaixo da laringe, de
aproximadamente 0,5 cm de comprimento na pele e no tecido subcutaneo.
Em seguida, afastou-se a camada muscular, atingindo a glandula tiredide
que foi removida completamente (Figura4). Nos animais controle, foi
realizada a mesma cirurgia, no entanto ndo houve a remogao da glandula.

Os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/Kg de peso corporal)

e xilazina (10mg/Kg de peso corporal).

Figura 4. Demonstragéo do procedimento cirurgico da tireoidectomia.
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4.4. COLETA DE SANGUE

Realizou-se a coleta de 1,5mL de sangue, através de puncédo do plexo
venoso retro-orbital com um capilar de vidro com uma das extremidades
quebrada em bisel (HALPERN, 1951). Para isso, os animais foram
previamente anestesiados com quetamina (90mg/Kg de peso corporal) e
xilazina (10mg/Kg de peso corporal).

O sangue coletado foi centrifugado por 10 minutos a 1000 x g em
centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o plasma foi separado
e congelado em freezer a -80°C para posteriores de dosagem de horménios
tireoidianos e da capacidade antioxidante total plasma. Os eritrécitos foram
lavados com soro fisiologico (NaCl 0,9%) por trés vezes e aliquotados.

Para a medida de lipoperoxidagao, os eritrocitos foram ressuspensos em
soro fisiolégico (NaCl 0,9%) e analisados imediatamente. Para a verificagao
da atividade e concentracdo das enzimas antioxidantes foi adicionado aos
eritrocitos solucdo de acido acético 1mM e sulfato de magnésio 4mM,

podendo ser armazenados em frezeer a —80°C.

4.5. SACRIFiCIO DOS ANIMAIS E PREPARO DOS HOMOGENEIZADOS

Os animais foram pesados e sacrificados apds transcorridas as 4

semanas da intervengdo cirurgica (tireoidectomia) por deslocamento

cervical.
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4.5.1 Homogeneizados para LPO e Atividade das Enzimas

Os coragbes e os figados foram rapidamente retirados, pesados e
homogeneizados por 30 segundos em Ultra-Turrax, na presenca de KCI
1,15% (5mL/g de tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na
concentragdo de 100mM em isopropanol (10uL/mL de KCI adicionado). O
PMSF é um inibidor de proteases e foi utilizado para que nao houvesse
degradagao das enzimas das quais a atividade foi medida.

Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a
1000 x g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24) e o
sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80°C para as dosagens
posteriores de LPO e atividade das enzimas antioxidantes (LLESUY et al.,

1985).

4.5.2. Homogeneizados para o Western Blot

Parte dos tecidos cardiacos, hepaticos foram rapidamente retirados e
homogeneizados por 30 segundos em Ultra-Turrax, na presenga do tampéo
de homogeneizacéo para Western Blot (Tris-HCI 100mM, EDTA 5mM, PMSF
1mM, Aprotinina 5ug/mL). Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 20 minutos a 11000 x g em centrifuga refrigerada (Sorvall
RC 5B-Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a

-80°C.
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4.6. DOSAGEM HORMONAL

O método utilizado para dosar os hormbnios T3 e T4 foi de
quimiluminescéncia por imunoensaio competitivo. O aparelho utilizado para
esta medida foi o IMMULITE 2000, com os seguintes reagentes: substrato
quimiluminescente dioxietano (LSUBM), reagente T4 total Wedge (LT42) e
reagente T3 total (LT32), que sao constituidos pela combinagdo dos
hormonios tireoidianos com fosfatase alcalina, e esferas recobertas com um
anticorpo altamente especifico para os horménios. O método se baseia na
competicdo pelo anticorpo especifico para hormdnios tireoidianos, das
moléculas da amostra analisada com as moléculas do T3 ou T4 ligadas a
fosfatase alcalina.

Inicialmente, a amostra sanguinea foi incubada com o reagente T3 ou T4
Wedge. Apos o término desta incubagao, fez-se a lavagem dos viais para
remover o restante das moléculas nao ligadas ao anticorpo. Imediatamente,
adicionou-se o substrato quimiluminescente dioxietano que reage com a
fosfatase alcalina presente no meio, emitindo energia quimiluminescente.

A concentragcdo de locais de ligagdo, ou seja, a quantidade de
anticorpos, é fixa e limitante. Por essa razdo, o aumento progressivo do
numero de moléculas de T3 ou T4 da amostra vai deslocar do anticorpo as
moléculas do reagente T3 ou T4 Wedge, levando a diminuigdo da
quimiluminescéncia. Esse decaimento de energia se deve a menor

concentracio de fosfatase alcalina no meio.
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A quantidade absoluta de horménio na amostra € calculada através de
curva padrao. Esta curva é obtida pela incubacdo de quantidades variadas
de horménio auténtico com quantidades idénticas de anticorpos e de
horménio marcado. Os niveis plasmaticos de T3 e T4 foram avaliados ao
término de quatro semanas poés-cirurgia de tireoidectomia. Os resultados sao
expressos em ng por mL de plasma (FERREIRA & AVILA,2001; ROITT et

al.,1997). As analises foram realizadas pelo Laboratério Weimann.

4.7. QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrdo uma solugédo de albumina bovina na
concentracdo de 1mg/mL (LOWRY et al., 1951). Para a realizagdo das

dosagens foram utilizados os seguintes reagentes:

1) Reativo de Folin Ciocalta diluido em agua destilada na propor¢ao de 1:3;
2) Reativo C, que é composto por 50mL do reativo A, 0,5mL do reativo B1 e
0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2 sao respectivamente:

= NaHCO; (bicarbonato de sodio) 2% em NaOH (hidréxido de sodio) 0,1N;
= CuS04.5H,0 (sulfato de cobre) 1%;

= KNaC4H406.4H,0 (tartarato de sédio e potassio) 2%.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 20uL da amostra

(homogeneizado de tecido ou de sangue) em 0,8mL de agua destilada e
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2mL de reativo C preparado a fresco, aguardando-se 10 minutos. Depois,
adicionava-se 0,2mL do reativo de Folin Ciocalta, aguardando-se mais 30
minutos. Apds isso, a solugdo adquiria uma coloragdo azulada que era
medida a 625nm em espectrofotdmetro marca Varian modelo Cary.

O calculo foi feito utilizando-se um fator de correcdo médio calculado a
partir da solugdo padrao de albumina bovina e os resultados expressos em

miligrama (mg) por mililitros (mL).

4.8. DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina foi dosada nas amostras de sangue preparadas para a
medida de lipoperoxidagao, ou seja, eritrocito diluido em soro fisioldgico.
Esta analise foi feita utilizando-se uma mistura de cianetos para se obter o
reativo de Drabkin, este reativo reage com a hemoglobina formando
cianometahemoglobina, que foi medida, em espectrofotdbmetro marca Varian
modelo Cary, a 546 nm e os resultados expressos em miligrama (mg) por

mililitros (mL).

SOLUCAO DE DRABKIN:
= 0,85mL de KCN 9mM
= 6,6mL de K3[Fe(CN)6] 0,9mM

= q@.s.p. 10mL de agua destilada
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4.9. SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBA-RS)

Esta técnica é bastante utilizada para medir a lipoperoxidado, pois o
acido tiobarbiturico reage com os produtos da lipoperoxidagdo, dentre os
quais esta o malondialdeido e outros aldeidos.

A técnica consiste em aquecer o material biolégico a ser testado na
presenca de acido tiobarbituirico em meio acido, para medir
espectrofotometricamente a formagdao de um composto corado (base de
Schiff). Para que ocorra a reagao, adicionou-se a 0,25mL de homogeneizado
0,5mL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (P/V) (que tem a fungado de
desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacao) e 0,75mL
de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% (P/V), que reage com os produtos da
lipoperoxidagao formando um composto de coloragédo rosada. A mistura foi,
entdo, incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida resfriada no gelo.
Subsequente a isso, foram adicionados 1,5mL de n-butanol e agitados os
tubos vigorosamente, em agitador de tubos por 40 segundos, com o objetivo
de extrair o pigmento formado. O material foi centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos, sendo entdo utilizado o sobrenadante (fase com o n-butanol), para
a leitura da absorbancia a 535nm.

Os resultados sao expressos em umoles de TBA-RS por mg de proteina

a partir da curva padrao com tetrametoxipropano (BUEGE & AUST, 1978).
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4.10. QUIMILUMINESCENCIA

O método consiste na adicdo de um hidroperéxido organico de origem
sintética ao homogeneizado de tecido, para avaliacdo da capacidade de
resposta produzida pela amostra. A realizacdo deste tipo de teste consiste
no fato de que os hidroperdoxidos sao espécies quimicas bastante instaveis,
reagindo com lipidios por um mecanismo radicalar que gera produtos que
emitem luz pela amostra em estudo. Este método € um dos mais sensiveis
para a medida de LPO. A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack
Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma,
Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o canal
de tritio. As determinacdes foram realizadas em sala escura, com frascos de
vidro mantidos na penumbra, afim de evitar a ativagcdo da fosforescéncia
pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio
consistiu em 3,5mL de uma solugado reguladora (KClI 140mM e fosfatos
20mM) em pH 7,4, na qual foi adicionado 0,5mL de homogeneizado. Ja para
a amostra de sangue utilizou-se 4mL do mesmo tampdo e 10uL do
preparado de eritrécitos (conforme explicado no item 3.4). Apds, foi realizada
uma leitura inicial, considerando a emissdo de Iuz basal pelo
homogeneizado. O hidroperoxido organico utilizado foi o hidroperoxido de
terc-butila a 400mM, sendo adicionados 30uL no meio de reagado, para uma
concentracdo final de 3mM. Foi medida a emissdo de luz e, desta, foi
descontada a emissdo basal para fins de calculos. Os resultados foram

expressos em contagens por segundo (cps) por miligrama (mg) de proteina,
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para o homogeneizado, e cps por miligrama de hemoglobina, para as

amostras de sangue (GONZALEZ FLECHA et al., 1991).

4.11. DOSAGEM DE CARBONILAS

O ensaio para detecgao das carbonilas € uma das técnicas utilizadas
para a determinacado de proteinas modificadas oxidativamente (REZNICK &
PACKER, 1994). A técnica se baseia na reagao das proteinas oxidadas do
plasma sanguineo com 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em meio acido,
seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos e
incubacao final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das carbonilas
foi medida em um espectrofotdmetro da marca Varian, modelo Cary a

360nm, num meio de reagao contendo os seguintes reagentes:

= Guanidina (6M) em HCI (2,5M) pH= 2,5

= 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH)em HCI (2,5M)
= TCA 20%

= TCA 10%

= Etanol - acetato de etila 1:1 (V/V)

Paralelamente foi realizada a curva padrao de proteina, com albumina,
com a absorbancia lida em 280nm no espectrofotdbmetro da marca Varian,

modelo Cary. Os resultados foram expressos em nmoles por mg de proteina.
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4.12. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

A técnica utilizada para medir a capacidade antioxidante total € baseada
na formagdo de um radical que emite luz, e que vai ser detectado em um
contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB
Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de tritio, como descrito por Lissi e
colaboradores em 1992. As determinacdes foram realizadas em sala escura,
em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a fosforescéncia
ativada pela luz fluorescente.

Esta técnica é dependente da temperatura. Em baixas temperaturas é
muito mais lenta. Isto porque esta técnica € baseada na decomposi¢cao do
2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) diidrocloreto que gera radicais livres. Esta
substancia tem uma ligagao dupla entre dois nitrogénios, bastante instavel e
que com o aumento da temperatura ha termdlise, gerando dois radicais
livres.

Estes radicais livres por sua vez vao reagir com o luminol e gerar um
outro radical livre mais energético e com maior emissao de luz e, assim,
mais facilmente detectado pelo contador. No entanto se tivermos presente
no meio de reacdo um antioxidante, ele ira neutralizar os radicais livres e
assim diminuir a emissao de luz. Como padrao utiliza-se o antioxidante trolox
(vitamina E hidrossoluvel) que forma um radical estavel. Quando todo o
antioxidante tiver reagido, o luminol reage novamente com o Azo radical e,

novamente, ha um aumento na emissao de luz.
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Para medir a capacidade antioxidante da amostra, coloca-se a amostra
no vial contendo Azo e luminol e observa-se por quanto tempo esta amostra
inibe a formacéao dos radicais do luminol (tempo de indugao). Esta analise foi

feita utilizando-se os seguintes reagentes:

= Tampao fosfato 50mM, pH 7,4;
= 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) diidrocloreto 0,5% em tampéao fosfato;
= Luminol Tmg/mL em NaOH 0,1N;

= Trolox 319 uM em tampé&o fosfato.

O meio de reagao no qual foi realizado o ensaio consistiu em 3,0mL de
uma solugdo de Azo, na qual foi adicionado 10uL de luminol e fez-se uma
leitura que tem que ser maior que 50000. Apds adicionava-se amostra (50uL
de plasma ou 5uL de homogeneizado de figado ou 10uL de homogeneizado
de coragao). Foram feitas também duas leituras utilizando-se trolox nas
quantidades de 5uL e 10uL, para fazer a curva padréao, sendo os resultados

expressos em milimolar (mM) de Trolox (LISSI, 1992; EVELSON, 2001).

4.13. CATALASE

A atividade da enzima catalase é diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, obedecendo a uma cinética de
pseudo-primeira ordem. Sendo assim, a atividade da catalase pode ser

medida através da avaliagcdo do consumo do peroxido de hidrogénio. O
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meétodo consiste em avaliar a diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda de 240 nm, sendo este o comprimento de onda onde ha maior
absorcao do peroxido de hidrogénio. Para realizacdo deste ensaio foram

utilizados os seguintes reagentes:

= Solugao tampao constituida de fosfatos a 50mM e pH 7,4;

= Perdxido de hidrogénio 0,3M.

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL do tampéao fosfato e
10uL de amostra do tecido ou 30uL de amostra de sangue, esta cubeta foi
colocada em espectrofotdmetro e descontada contra um branco de tampéo
fosfato. Feito isso, foram adicionados 35uL do perdxido de hidrogénio para o
tecido e 15uL para amostra de sangue e se observou a diminui¢do da
absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram

expressos em pmoles por mg de proteina (AEBI, 1984).

4.14. SUPEROXIDO DISMUTASE

A superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutagdo do anion radical
superdxido em peréxido de hidrogénio. A técnica, utilizada neste estudo,
para medir sua atividade, baseia-se na capacidade de inibicdo da
autooxidagao do pirogalol pela SOD. Portanto, quanto maior a concentragéo
de SOD na amostra, menor a autooxidagdo do pirogalol. Utilizou-se uma

solugéo tampao (Tris-base na concentracéo de 50 mM; EDTA a 1mM, e HCI



54

para atingir o pH 8,2), pirogalol 24mM (em &acido cloridrico a 10mM) e
catalase a 30uM. Para que os valores de inibicao, dados em percentagem,
fossem transformados em unidade de SOD, necessitou-se de um fator de
calibracdo. Por isso, fez-se necessario a constru¢cdo de uma curva padrao
com uma solucdo de SOD de concentragdo conhecida. Desta forma,
calculou-se o fator de calibragdo necessario para converter a percentagem
de inibicdo da autooxidagdo em unidades de enzima. No ensaio, adicionou-
se a cubeta 988uL de tampado Tris-base, 4uL de catalase. Zerou-se o
espectrofotdbmetro a 420nm e adicionou-se 8ulL de pirogalol, observando-se
a autooxidagcdo do mesmo. Desta forma, obtivemos o maximo (100%) de
oxidagao desta substancia, para calcular a percentagem de inibicdo causada
pela SOD da amostra. Com a amostra, procedeu-se da mesma forma,
apenas com o ajuste do volume de tamp&o de acordo com a quantidade de
amostra adicionada, para se ter um volume final de 1TmL (MARKLUND,

1985).

4.15. GLUTATIONA PEROXIDASE

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reagdo de
hidroperoxidos com a glutationa reduzida (GSH), formando glutationa
oxidada (GSSG) e o produto da redugao do hidroperéxido. A sua atividade
pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na reagédo de

reducdo da GSSG a GSH.
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A amostra era previamente preparada adicionando-se uma mistura de
cianetos para inibir a atividade pseudo-peroxidativa da hemoglobina,
transformando-a em cianometahemoglobina. Desta forma, a atividade da
GPx foi medida em um espectrofotdmetro da marca Varian, modelo Cary.
Foi observada diminui¢gado de absorbancia do NADPH a 340nm, num meio de

reacao contendo os seguintes reagentes:

= Solugao tampao de fosfatos 140mM e EDTA 1mM, com pH 7,5;
= NADPH 0,24mM;

= Azida sddica 1mM, utilizada para inibir a atividade da catalase;
= GSH 5mM;

= Glutationa redutase (GR) 0,25U/mL;

= Hidroperdéxido de terc-butil 0,5mM.

Na cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330uL de tampao,
50uL de amostra (homogeneizado de tecido ou sangue), 500uL de NADPH,
10uL de azida sddica, 50uL de GSH e 10uL de GR. A absorbancia foi
registrada por um periodo de aproximadamente 3 minutos, até ocorrer uma
certa estabilizagdo da linha base. Depois, foram adicionados 50uL de
hidroperéxido de tert-butila e observou-se a diminuicdo da absorbancia
devido ao consumo de NADPH, por aproximadamente 5 minutos. Os

resultados foram expressos em nmoles por minuto por mg de proteina

(FLOHE & GUNZLER, 1984).
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4.16. GLUTATIONA -S- TRANSFERASE

A glutationa-S-transferase (GST) € uma enzima que catalisa a reagao de
combinagao da glutationa reduzida (GSH) com outras substancias toxicas,
que possam a vir a prejudicar o funcionamento celular. Essa combinagao
forma os conjugados de glutationa que serdao exportados para fora do meio
interno da célula. Deste modo, esta enzima desempenha um papel
importante na detoxificagao celular.

Este ensaio esta baseado na capacidade da GST de combinar o 1-cloro-
2,4-dinitro-benzeno (CDNB) com a GSH formando 2,4dinitro-fenil-glutationa
(DNP-SG). A formacdo do DNP-SG pode ser observada
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 340 nm, utilizando

0s seguintes reagentes:

= Tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 6,5;
= GSH 20 mM;

= CDNB 20 mM

Na cubeta de 1 mL foram adicionados 850 uL de tampao, 50 uL de
homogeneizado de tecido, mais 50 uL de GSH (de concentracdo final de
1mM), zerou-se o espectrofotometro a 340 nm, e, por fim, adicionou 50 uL

de CDNB e observou-se a formacdo do DNP-SG. O resultado € dado em

pgmol por mg de proteina (MANNERVIK & GLUTHENBERG, 1981).
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4.17. WESTERN BLOT

As amostras homogeneizadas foram diluidas (1:4) em tampao para
amostra (Tampao Laemmli) e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio 15% (SDS-PAGE), seguida da
transferéncia para a membrana de nitrocelulose (Bio-Rad,Richmond-CA-
USA) e bloqueadas para imunodetecgao.

As membranas com as proteinas transferidas foram incubadas por 16
horas a 4 °C com o primeiro anticorpo para SOD (Anti Cu/Zn SOD sheep
pollyclonal IgG) ou para GST (anti GST rabbit polyclonal IgG) na diluicao
1:1000 (primeiro anticorpo) em tampao de lavagem (NET).

A seguir, foram lavadas por cinco vezes com NET, e incubadas com o
segundo anticorpo para SOD (rabbit anti-sheep IgG HRP conjugate) ou para
GST (goat anti rabbit IgG,HRP) na diluicdo de 1:10000 em NET.

A reacgao de quimiluminescéncia ocorreu através do uso do sistema de
deteccao Kit-ECL (Amersham, IL, USA) e expondo as membranas ao filme
radiografico Kodak Omat por quatro minutos.

A autorradiografia gerada foi analisada por meio do densitémetro, para
determinar a concentragao das enzimas antioxidantes Cu/Zn SOD e GST. O
peso molecular das proteinas estudadas foi verificado através da utilizagao
do marcador padrao de peso molecular ( RPN 800 rainbow-Full range-Bio-

rad, Richmond-CA-USA).
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Reagentes:

= Tampé&o para amostra (Glicerina 30%, Tris-HCI 0,5 M; SDS 10%; 2-
mercaptoetanol; Azul de bromofenol 0,05%).

= Gel de poliacrilamida (15%).

= Tampéo de corrida de eletroforese (Glicina 192 mM; Tris 25 mM; SDS
0,1%; pH=8,3).

= Tampéo de transferéncia (Glicina 192 mM; Tris 25 mM; Metanol 10%;
pH=8,3).

= Tampéao para lavagem da membrana — NET (NaCl 150 mM; EDTA 5mM,;
Tris 50mM; Triton 0,05%; Gelatina 0,25%; pH 7,4)

= Solugao para bloqueio da membrana (5% de leite em pé em NET).

4.18. ANALISE ESTATISTICA

Apos efetuados todos os testes, foram calculadas as médias e os
desvios padrdes para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados. Para a analise estatistica dos dados, foi realizado o teste
t de Student, sendo as diferengas consideradas significativas para p<0,05
(nivel de significancia de, pelo menos, 5%). A analise estatistica foi efetuada

com o auxilio do programa computacional Graph Pad.
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5. RESULTADOS

Os resultados apresentados neste trabalho sdo relativos a média %
desvio padrdo da média de cada parametro avaliado nos distintos grupos
experimentais.

Realizou-se a quantificacdo dos horménios que indicam a funcionalidade
da tiredide (T3 e T4) no plasma sanguineo, além da variagdo do peso
corporal dos animais.

No coracdo e no figado, foram determinados a lipoperoxidagéo, através
da medida do TBA-RS e da Quimiluminescéncia, juntamente com as defesas
antioxidantes enzimaticas (atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase) e néo
enzimaticas avaliadas pela capacidade antioxidante total (TRAP). A
concentragdo da superéxido dismutase e da glutationa-S-transferase foram
medidas nestes tecidos através da técnica de Western Blot.

No sangue, a lipoperoxidacdo foi quantificada somente através da
Quimiluminescéncia. O dano as proteinas foi avaliado pela dosagem das
carbonilas. As defesas antioxidantes foram verificadas pela determinagao da
atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase e
glutationa peroxidase) além da avaliagdo da capacidade antioxidante total
(TRAP) ndo enzimatica. A concentracdo da superdxido dismutase e da
glutationa-S-transferase foram medidas nos eritrocitos através da técnica de

Western Blot. A medida da atividade da glutationa -S- transferase nao foi



60

possivel de ser realizada por dificuldades de padronizagao da técnica para

as amostras de sangue.

5.1. RESULTADO DA MEDIDA DE HORMONIOS DA TIREOIDE

Houve diferenga significativa entre os grupos hipotireoideo e eutireoideo
(p<0,05), nas medidas de hormoénios tireoidianos. Os resultados sé&o

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Medida dos niveis plasmaticos de T3 e T4 nos grupos
experimentais.

GRUPOS T3 (ng/mL) (n) T4 (ng/mL) (n)
Eutireoideo 0,67 £ 0,07 (16) 57,2+2,18 (16)
Hipotireoideo 0,10 £ 0,02 * (18) 82 14 ~ (18)

Valores representam média + desvio padrdo. * diferenca significativa do grupo
hipotireoideo em relagao ao grupo eutireoideo (p<0,05).

5.2. MEDIDA DO PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Foi feita a medida do peso corporal dos animais antes e apds as
cirurgias. O ganho de peso dos animais do grupo eutireoideo foi maior do
que dos animais hipotireoideos (p<0,05). Os resultados s&o apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2. Medida do ganho de peso corporal (em gramas) dos animais
durante quatro semanas.

GRUPOS g/semana (n)
Eutireoideo 16,7 £+ 4,1 (10)
Hipotireoideo 47+12 * (12)

Valores representam média + desvio padrdo. * diferenga significativa do grupo
hipotireoideo em relagao ao grupo eutireoideo (p<0,05)

5.3. RESULTADOS DAS MEDIDAS NO CORAGAO

5.3.1. Biometria do Coracgao

O peso dos coragdes dos animais do grupo eutireoideo foi maior do que

dos animais hipotireoideos, bem como a relacdo peso do coracdo pela

massa corporal (p<0,05). Os resultados sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Peso absoluto do coragdo (em gramas) e relativo ao peso
corporal (em gramas) nos grupos experimentais.

GRUPOS Coracao (g) (n) coracdo/corpo x10° (n)
Eutireoideo 0,79 £ 0,07 (10) 3,0+0,1 (10)
Hipotireoideo 0,45+0,05 * (12) 2,5+03 * (10)

Valores representam média + desvio padrdo. * diferenga significativa do grupo
hipotireoideo em relagdo ao grupo eutireoideo (p<0,05)
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5.3.2. TBA-RS

A lipoperoxidacdo medida através da técnica do TBA-RS, em

homogeneizado cardiaco, apresentou-se menor no grupo hipotireocideo em

relagcdo ao grupo eutireoideo. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.

2,5

1,5

0,5

EUTIR HIPOTIR

Figura 5. Medida dos niveis de lipoperoxidagdo no coragao, obtidos através
da técnica de TBA-RS (umol/mgprot).

Valores representam média + desvio padrao de 17 animais. # diferenca significativa
em relagdo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.3.3 - QUIMILUMINESCENCIA

A LPO medida através da quimiluminescéncia, no homogeneizado
cardiaco, mostrou-se significativamente menor nos animais hipotireoideos

em relacdo aos eutireoideos (p<0,05). Os resultados sé&o apresentados na

Figura 6.
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Figura 6. Medida dos niveis de lipoperoxidagao por quimiluminescéncia

(cpm/mgprot) em homogeneizado cardiaco.

Valores representam média + desvio padrao de 17 animais. # diferenca significativa
em relacéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.3.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

A capacidade antioxidante total, no homogeneizado cardiaco, apresentou-
se reduzida nos animais hipotireoideos em relagdo aos eutireoideos. Os

resultados s&o apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Medida capacidade antioxidante total (mM trolox) em
homogeneizado cardiaco.

Valores representam média + desvio padrao de 10 animais. * diferenga significativa
em relagédo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.3.5. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Avaliou-se a atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase) em
homogeneizado cardiaco, observando diminuicao significativa destas no
grupo hipotireoideo em relagao ao grupo eutireoideo (p<0,05). Os resultados

estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Medida atividade das enzimas antioxidantes em homogeneizado
cardiaco.

Enzimas Eutireoideo Hipotireoideo
Catalase 635,00 + 60 535,00 + 64 *
(pmol/mg prot)

Superoéxido Dismutase 6,48 + 0,7 451+08 *
(U/mg prot)

Glutationa Peroxidase 46,60 + 7,8 34,80+5,0 *
(nmol/mg prot)

Glutationa-S-Transferase 0,024+ 0,003 0,013 + 0,004*
(nmol/mg prot)

Valores representam média + desvio padrdo de 17 animais. * diferenga significativa
em relacéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.3.6. CONCENTRAGAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A concentragdo da superéxido dismutase (Cu/Zn-SOD) medida em
homogeneizado cardiaco, entre o0s grupos experimentais apresentou

diferenca significativa. Os resultados sao apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Medida da concentragdo da enzima superdxido dismutase (em
valor de percentagem do controle) em homogeneizado cardiaco

Valores representam média + desvio padrdo de 3 experimentos, expressos em
relagdo a percentagem do controle (100% ou 49969 pixes). * diferencga significativa
em relagdo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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A concentragao da glutationa S transferase (GST), no homogeneizado
cardiaco, apresentou diferenca significativa (p<0,05). O grupo hipotireoideo
apresentou valores menores do que os eutireoideos. Os resultados séo

apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Medida concentragéo da enzima glutationa S transferase (em valor
de percentagem do controle) em homogeneizado cardiaco.

Valores representam média + desvio padrdo de 2 experimentos, expressos em
relacdo a percentagem do controle (100% ou 22737 pixes). * diferenca significativa
em relagéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.4. RESULTADOS DAS MEDIDAS NO FiGADO

5.4.1. TBA-RS

A lipoperoxidagdo medida através da técnica do TBA-RS, em
homogeneizado hepatico, ndo apresentou diferenga significativa no grupo
hipotireoideo em relagdo ao grupo eutireoideo (p>0,05). Os resultados s&o

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Medida dos niveis de lipoperoxidacédo hepatica obtidos através da
técnica de TBA-RS (umol/mg prot).

GRUPO (wmol/mg prot) (n)
Eutireoideo 3,14 £ 0,71 (19)
Hipotireoideo 3,34 £ 0,38 (19)

Valores representam média + desvio padrdao. Nao houve diferenga significativa do
grupo hipotireoideo em relagao ao eutireoideo (p>0,05).
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5.4.2 QUIMILUMINESCENCIA

A LPO medida através da quimiluminescéncia, no homogeneizado
hepatico, ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos
hipotireoideos em relacido eutireoideos. Os resultados sao apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6. Medida dos niveis de lipoperoxidagao no figado obtidos através
de quimiluminescéncia (cpm/mg prot).

GRUPO (cpm/mg prot) (n)
Eutireoideo 6504 + 2142 (16)
Hipotireoideo 6116 + 2107 (19)

Valores representam média + desvio padrdo. Nao houve diferenca significativa
do grupo controle em relagéo ao hipotireoideo (p> 0,05)



70

5.4.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

A capacidade antioxidante total, no homogeneizado hepatico, nao
apresentou diferenca significativa (p>0,05) nos grupos hipotireoideo em

relacao eutireoideo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7.. Medida capacidade antioxidante total (mM de trolox) em
homogeneizado hepatico.

GRUPO TRAP (mM de trolox ) (n)
Eutireoideo 216 + 30,9 (9)
Hipotireoideo 206 + 30,3 (9)

Valores representam média + desvio padréo. Nao houve diferenga significativa do
grupo controle em relagdo ao hipotireoideo (p> 0,05)
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5.4.4. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Avaliou-se a atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase) em
homogeneizado hepatico. Nao houve diferenga significativa na atividade
enzimatica do grupo hipotireoideo em relagédo ao grupo eutireoideo. Com
excecao da catalase cuja atividade esteve significativamente diminuida no

grupo hipotireoideo (p>0,05). Os resultados estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 8. Medida atividade das enzimas antioxidantes em homogeneizado
hepatico.

Enzimas Eutireoideo Hipotireoideo
Catalase 8464 + 1708 6240 + 917*
(pmol/mg prot)

Superoéxido Dismutase 7,02+1,18 6,58 + 1,05
(U/mg prot)

Glutationa Peroxidase 93,8 +37,3 86,5+ 14,3
(nmol/mg prot)

Glutationa-S-Transferase 0,0346 + 0,003 0,0348 + 0,004
(nmol/mg prot)

Valores representam média + desvio padrdo de 16 animais. * diferenca significativa
em relacéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.4.5 CONCENTRAGAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A concentragdo da superédxido dismutase (SOD Cu/Zn) medida em
homogeneizados hepaticos, ndo apresentou diferenca significativa entre os

grupos experimentais(p>0,05). Os resultados s&o apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Medida da concentracdo da enzima superoxido dismutase (em
valor de percentagem do controle) em homogeneizado hepatico.

Valores representam média + desvio padrdo de 2 experimentos, expressos em
relacdo a percentagem do controle (100% ou 116887 pixes). Nao houve diferenca
significativa em relagédo ao grupo eutireoideo (p>0,05).
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A concentragdo da glutationa S transferase (GST), no homogeneizado

hepatico, ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos

experimentais. Os resultados sao apresentados na Figura 10.

HIPO EUTI

120 -

100 +

80 +

60 -

40 -

20 +

EUTIR

Figura 10. Medida concentragado da enzima glutationa S transferase (em
valor de percentagem do controle) em homogeneizado hepatico.

HIPOT

Valores representam média + desvio padrdo de 2 experimentos, expressos em
relacdo a percentagem do controle (100% ou 44290 pixes). Nao houve diferenca

significativa em relagdo ao grupo eutireoideo (p>0,05).
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5.5. RESULTADOS DAS MEDIDAS NO SANGUE

5.5.1 QUIMILUMINESCENCIA

A LPO medida através da quimiluminescéncia nos eritrocitos se
apresentou significativa diminuida no grupo: hipotirecideo em relagdo ao

eutireoideos (p<0,05). Os resultados sao apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Medida dos niveis de lipoperoxidagdo por quimiluminescéncia
(cpm/mgprot) em eritrocitos.

Valores representam média * desvio padrao de 19 animais. * diferenca significativa
em relagédo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.5.2. DOSAGEM DE CARBONILAS

A oxidagcdo das proteinas medida através das carbonilas, no plasma
sanguineo, apresentou significativamente reduzida nos animais do grupo
hipotireoideos em relagdo aos do eutireoideo (p<0,05). Os resultados sao

apresentados na Figura 12.

EUTIR HIPOTIR

Figura 12 . Medida da oxidagao das proteinas através das carbonilas
(nmol/mg prot.) em plasma sanguineo.

Valores representam média + desvio padrdo de 7 animais. * diferencga significativa
em relagédo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.5.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

TRAP(mM trolox)

A capacidade antioxidante total, no plasma, apresentou diferenca
significativa (p<0,05) no grupo hipotireoideos, sendo os valores menores do

que nos eutireoideos. Os resultados sao apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Medida capacidade antioxidante total (mM de trolox ) em
plasma sanguineo.

Valores representam média + desvio padrao de 11 animais. * diferencga significativa
em relagéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.5.4. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Avaliou-se a atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase) nos eritrécitos. Observou-se a diminuigao
significativa da atividade enzimatica no grupo hipotireocideo em relagdo ao
grupo eutireoideo (p<0,05). Com excecgao da glutationa peroxidase que nao
apresentou diferenga significativa entres os grupos. Os resultados estao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Medida atividade das enzimas antioxidantes em eritrécitos.

Enzimas Eutireoideo Hipotireoideo
Catalase 42116 + 2795 31373 + 4173~
(pmol/mg prot)

Superdéxido Dismutase 6,40+ 1,85 4,20+0,88 "~
(U/mg prot)

Glutationa Peroxidase 55,0+7,4 48,7+ 11,9
(nmol/mg prot)

Valores representam média *+ desvio padrao de 16 animais. * diferenca significativa
em relagéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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5.5.5. CONCENTRAGAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A concentragdo da superoxido dismutase (SOD Cu/Zn)) medida nos
eritrocitos, apresentou-se menor no grupo hipotireoideo em relagdo ao
eutireodeo significativamente (p<0,05). Os resultados sdo apresentados no

Figura 14.
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Figura 14. Medida da concentragdo da enzima superéxido dismutase (em
valor de percentagem do controle) nos eritrocitos.

Valores representam média + desvio padrdo de 3 experimentos, expressos em
relacéo a percentagem do controle (100% ou 24087 pixes). * diferenca significativa
em relagéo ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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A concentragdo da glutationa S transferase,
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no nos eritrocitos,

apresentou —se reduzida significativamente no grupo hipotireoideo em

relacdo ao eutireoideos. Os resultados sao apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Medida concentragéo da enzima glutationa S transferase (em

valor de percentagem do controle) nos eritrocictos.

Valores representam média + desvio padrdo de 2 experimentos, expressos em
relacéo a percentagem do controle (100% ou 58738 pixes). * diferenca significativa

em relagao ao grupo eutireoideo (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Os animais foram induzidos ao hipotireocidismo através da técnica
cirurgica de tireoidectomia. Esse procedimento foi escolhido a fim de
minimizar os efeitos adversos da utilizagdo de farmacos, como por exemplo
propiltiouracil (PTU). Tal substancia possui grupos tidis (SH) que podem
interferir nas medidas da lipoperoxidagdo (LPO) e da capacidade
antioxidante total (TRAP). No entanto, muitos autores induzem o
hipotireoidismo usando o PTU e desconsideram o seu potencial antioxidante
(ASAYAMA et al.; 1987; VENDITTI et al.,1997). Deste modo, quando
comparamos a redugdo hormonal dos animais tireoidectomizados com
aquela obtida pela utilizagcdo de farmacos indutores de hipotireoidismo,
podemos evidenciar diferengas significativas entre os dois métodos. Na
maioria das vezes, obtemos concentracbes de horménios da tiredide
menores nos animais tireoidectomizados do que nos tratados por drogas.
Isso podera se refletir, em alguns casos, em distintos resultados no que diz
respeito ao metabolismo basal do animal, no metabolismo do oxigénio, na
apreciagao do estresse oxidativo, na perda ou ganho de peso dos animais,
entre outros. Cabe salientar, que o processo de tireoidectomia induz ao
hipotireoidismo severo e extremo, de consequéncias fisiopatolégicas de
mesma magnitude, ao passo que a utilizagdo de PTU leva ao hipotireoidismo
cuja severidade das manifestagées organicas sdo proporcionais a dose do

farmaco aplicada aos grupos experimentais.
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Apos quatro semanas da cirurgia de tireoidectomia, as concentragdes
séricas de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), medidas pelo método
imunoldgico de quimiluminescéncia, foram extremamente reduzidas em
relacdo ao grupo eutireoideo, caracterizando, dessa forma, a condigcéo
hormonal de hipotireoidismo em ratos Wistar. Essa diminuigéo foi de 75% de
T3 e de 75,6% de T4 em relagdo ao grupo controle. Esses resultados
hormonais comparados com os de outros autores que langaram mao da
tireoidectomia se correlacionam perfeitamente (TEARE et al., 1993;
BILGILAN et al., 1996).

Foi feita a verificagdo do peso corporal dos animais envolvidos no
experimento, enfatizando o ganho de peso desses animais, apés quatro
semanas de tireoidectomia. Os animais contidos no grupo de hipotireoideos
tiveram menor ganho de peso ao longo desse tempo quando comparados ao
grupo eutireoideo. O valor observado foi cerca de 71% menor do que nos
animais nao tireoidectomizados. Outros pesquisadores também verificaram
este mesmo resultado. Nos dados da literatura os animais hipotireoideos
tiveram nao somente menor acréscimo de peso, mas também peso final
menor que 0s animais controle num periodo de 3-4 semanas (ASAYAMA et
al, 1987; VENDITTI et al, 1997; PAMPLONA et al, 1999; DAS & CHAINY,
2001). Em humanos cerca de 45 a 50% dos pacientes hipotireoideos
aumentam de peso em fungao da diminui¢cdo da exigéncia metabdlica basal.
Entretanto 45% desses pacientes possuem diminui¢cao drastica do apetite, o
que pode leva-los ao acréscimo menor de peso do que realmente esperado

(BRAVERMAN & UTIGER, 1996). Podemos creditar a diminuigao de peso
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dos animais hipotireoideos a quebra do balango entre a sintese e a
degradacao das proteinas, levando entdo a diminuicdo da massa corpoérea
desses animais, principalmente pela diminuicdo da sintese de proteinas
(PAMPLONA et al,1999). Por outro lado, o préoprio estado de hipotireoidismo
pode induzir ao catabolismo protéico moderado que, somado com a menor
sintese de proteinas, gera perda de peso em ratos Wistar (ASAYAMA et al,
1987; PAMPLONA et al,1999; LOPEZ-TORRES et al, 2000). Devemos
considerar também a deficiéncia de absorcdo de nutrientes como ferro,
vitaminas e glicose pela mucosa do trato gastrointestinal nos animais
hipotireoideos. Além disso, o metabolismo no hipotireoideo esta
consideravelmente desacelerado e isso leva a um menor consumo de
oxigénio, menor geracdo de energia e, portanto, menor necessidade de
substratos energéticos. A utilizagdo da glicose, por exemplo, pelo tecido
muscular esquelético esta extremamente afetada, uma vez que sua
captagcdo se apresenta diminuida nessas células, consequentemente
alterando seu padrdo metabodlico nos musculos dos ratos hipotireoideos
(BRAVERMAN & UTIGER, 1996). Essa redugao da captacao e utilizagao da
glicose é devida a menor concentracdo do transportador GLUT4 nas
membranas celulares dos animais (SHEPHERD & KAHM, 1999). Outras
rotas metabdlicas passam a ser utilizadas por esses animais, como a via do
catabolismo das proteinas, aumentando a sua degradacdo (PAMPLONA et
al., 1999).

A massa cardiaca € um relevante parametro avaliado nesse trabalho. Os

animais do grupo hipotireoideo apresentaram decréscimo da massa do
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miocardio em relagdo ao grupo eutireoideo. A magnitude dessa diminuigao
foi de 43% nos coragdes dos animais hipotireoideos. Outros autores também
encontraram essa diminuigdo, evidentemente com cifras um pouco
diferentes da encontrada neste estudo (ASAYAMA et al.,1987; LOPEZ-
TORRES et al., 2000). As razdes para essa diminuicado da massa miocardica
baseiam-se no decréscimo da expressdo de proteinas muito importantes,
ndo somente estruturais do tecido muscular cardiaco, como também
essenciais ao seu funcionamento adequado. Podem exemplificar essa
situacdo as seguintes proteinas: Ca*’-ATPase, Na‘/K*-ATPase, enzima
malica e receptores beta adrenérgicos. O decréscimo na sintese de
proteinas induz o coragao a exercer de forma deficiente a sua funcédo de
bomba, porque pode prejudicar, por exemplo, a contragdo muscular cardiaca
e a sensibilidade dos cardiomidcitos as catecolaminas. Desta forma, isso
promove o0 quadro de bradicardia e de diminui¢do do débito cardiaco. Tais
disfungdes podem acarretar a diminuicdo da massa cardiaca, uma vez que o
coragao trabalha menos e tende a sofrer uma atrofia muscular (Braverman &
Utiger, 1996). O que reforga essa situagao, paradoxalmente, € o quadro de
hipertireoidismo em que temos o processo de taquicardia e o aumento do
débito cardiaco com uma consequiente hipertrofia cardiaca (BRAVERMAN &
UTIGER, 1996; GUYTON & HALL, 2002). Existe também uma intensa
relagdo entre os hormdnios da tiredide e os receptores tirosina quinase
(RTK), como os da insulina e dos fatores de crescimento. Uma situagao que
exemplifica bem esta relacédo é o crescimento do tecido cartilaginoso que

ocorre através do sinergismo entre o T3 e o fator de crescimento tipo
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insulina (IGF-I). Neste caso, os hormbnios da tiredide aumentam a
sensibilidade das células do tecido cartilaginoso a acdo do IGF-I,
proporcionando um crescimento adequado (BRAVERMAN & UTIGER,
1996). Nos ratos tireoidectomizados ha uma diminuicdo significativa dos
receptores tirosina quinase no figado e nas glandulas mamarias,
consequentemente o desenvolvimento desses tecidos esta comprometido
(VAN DERHAAR et al., 1986; MACKOWIAK et al.,1999). O conjunto desses
fatores pode contribuir para a explicagao da perda de massa cardiaca nos
animais hipotireoideos.

Dentro dos fenbmenos de oxidagdes biolégicas, o primeiro aspecto que
verificamos foi a lipoperoxidagao (LPO) tecidual e sistémica. A medida das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) apresentou, no tecido
cardiaco, dos animais do grupo hipotireoideo um decréscimo de 40% em
relacdo ao grupo eutireoideo. Semelhantemente, concentragdes diminuidas
de TBA-RS foram observadas em musculo extensor digitério longo em
animais hipotireoideos de acordo com a literatura (ASAYAMA et al.,1987).
Esses resultados se correlacionam com a menor concentragao de proteinas
modificadas pelo MDA (malondialdeido), subproduto do processo de
lipoperoxidacao e principal substancia detectada na técnica de TBA-RS de
acordo com Pamplona et al, 1999. Diferentes autores obtiveram resultados
que demonstraram uma menor  lipoperoxidacao nos ratos
tireoidectomizados, assim como, obtivemos nesse trabalho (TEARE et al,
1993; PEREIRA et al, 1994). Isso, possivelmente, seja reflexo do estado

hipometabdlico causado pelo hipotireoidismo (ASAYAMA et al, 1987). A
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menor produc¢ao de radicais livres e das espécies ativas de oxigénio pela
respiragao celular “in vivo” também pode ser uma das causas para a menor
lipoperoxidagao encontrada (PAMPLONA et al, 1999). Ja foi observado que
o0 processo de indugdao de formacdo de malondialdeido, detectado pela
técnica de TBA-RS, utilizando perdxido de hidrogénio, hidroperéxido de terc-
butil e ferro, € minimizado pelo hipotireoidismo. Segue a essa constatagao o
fato de que os ratos hipotireoideos possuem acidos graxos, constituintes das
membranas bioldgicas com grau menor de insaturagdo do que os animais
controle (DAS & CHAINY, 2001). E sabido que quanto maior for o grau de
insaturagao do acido graxo, tanto maior sera a sua susceptibilidade a agao
de radicais livres desencadeando a sua oxidagao (MARKS et al., 1996).
Portanto, possuindo uma quantidade menor de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), os hipotireoideos sdo menos propensos a sofrer
lipoperoxidacao (DAS & CHAINY, 2001).

A lipoperoxidacdo também foi verificada pela técnica de
Quimiluminescéncia. Essa medida confirmou o decréscimo da
lipoperoxidagdo detectado anteriormente pelo método de TBA-RS. Os
coragdes dos animais hipotireoideos (HPO) apresentaram uma queda de QL
de 30% em relagao ao grupo controle.

Através de duas técnicas de medidas de lipoperoxidagado diferentes
podemos observar diminuigdo da mesma no tecido cardiaco dos ratos
hipotireoideos em relagdo aos animais do grupo controle. Refletindo o
resultado obtido no tecido cardiaco, a analise da LPO sistémica, através de

medidas sanglineas, demonstrou uma correlagdo positiva com as
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modificagdes ocorridas no miocardio. A QL dos eritrocitos também diminuiu
sensivelmente (25%) em relagdo a do grupo eutireoideo. A diminuigdo da
lipoperoxidagdo nos animais tireoidectomizados pode ser reflexo da
constituicdo de acidos graxos na membrana dos eritrocitos. A constituicao
dos acidos graxos nas membranas celulares € altamente regulada pelos
horménios da tiredide (DAS & CHAINY, 2000). Como citado anteriormente, a
sensibilidade das membranas a lipoperoxidacdo esta na constituicdo de
acidos graxos da mesma, com a diminuicdo da insaturagao destes acidos
menor sera a lipoperoxidagdo dessas membranas, menor sera a formagéao
de MDA e de carbonilas excitaveis. No hipotireoidismo, ocorre, de fato, a
diminuicdo dos PUFAs nos fosfolipidios da membrana celular e
consequentemente temos menor lipoperoxidagdo (GUERRERO et al., 1998).
Essa diminuigdo na concentragcao de PUFAs se deve a agao dos horménios
tiredideos (ALICIGUZEL et al., 2001). H& a sugestdio de que no
hipotireoidismo exista diminuicdo da formacao dos radicais livres celulares.
Segundo Lopez-Torres et al., 2000, a producao de peroxido de hidrogénio
nas mitocdndrias cardiacas dos ratos hipotireoideos diminuiu 51% em
relacdo ao grupo eutireoideo. Este fato é atribuido a menor geracéo de
radicais livres pela mitocondria, sobretudo pelos complexos 3 e 1, da cadeia
respiratdria, onde temos como consequéncia a diminuicdo da redugao
monovalente do oxigénio, gerando portanto menos EAO. Essa condigao que
desfavorece a producdo de radicais livres € consequéncia do estado de
hipotireoidismo (LOPEZ-TORRES et al., 2000). De fato, com o

hipotireoidismo ocorre a redugdo do consumo de oxigénio quando os
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animais estdo em dieta normal ou em tratamento com alcool etilico que
comprovadamente aumenta o consumo de oxigénio (ROSS et al., 1994).
Mais um fator que comprova a correlagao entre o consumo de oxigénio e a
geracao de radicais livres é o estado de hipertireoidismo em que ha um
aumento do metabolismo basal, do consumo de oxigénio e da geragao de
radicais anion superoxido (ALICIGUZEL et al., 2001). A relagdo contraria,
diminuicdo do metabolismo basal levando a diminui¢do da produgao das
EAOQO, ja foi verificada e comprovada por diferentes autores (PEREIRA et
al.,1994; ASAYAMA & KATO, 1990). Tais autores demonstraram em
diferentes momentos que o decréscimo do consumo de oxigénio tem como
consequéncia direta a queda na geracgao de radicais livres, em experimentos
feitos com os musculos gastrocnémicos e soleos a partir das medidas de
TBARS.

A reducdo do metabolismo basal associada com o decréscimo dos
radicais livres também foi demonstrada pela queda da producéo do radical
anion superoxido e da atividade da citocromo oxidase, citocromo P450
redutase e oxidase no hipotireoidismo. Isso leva ao decréscimo de lesdes
nas membranas celulares por acéo da lipoperoxidacdo medidos pelo TBARS
e QL (TEARE et al., 1993). A reducédo da atividade das enzimas citocromo
P450 redutase na fragdo microssomal dos hepatécitos de ratos
hipotireoideos foi também detectada por Ross et al., 1994. Além disso, a
baixa concentracdo de T3 e T4 parece estar altamente correlacionada com a
menor producao de radical hidroxil, quando se administra etanol aos animais

hipotireoideos (ROSS et al., 1994). Essas consideragbes tém por
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consequéncia a diminuicdo das concentragcées de MDA, ou seja, um menor
indice de LPO. Mais uma vez, o estado oposto ao hipotireoidismo confirma
esses resultados: no hipertireoidismo temos aumento das espécies ativas de
oxigénio e da lipoperoxidacdao (MIHARA et al., 1999). Ja foi observado que
os horménios da tiredide estdo aptos a estimular a atividade da citrato
sintase favorecendo a formacdo de radicais livres em alguns tecidos
(PEREIRA et al., 1994). Além disso, no hipotireoidismo ha um aumento da
produgdo do acido urico que em grande quantidade pode ser um util
antioxidante e contribuir para o decréscimo da lipoperoxidagao cardiaca e
sistémica.

Outro fato que deve ser considerado € que no hipotireoidismo ocorre o
estado de anemia (BRAVERMAN & UTIGER, 1996). Os hormdnios da
tiredide atuam em sinergismo com a eritropoetina e favorecem a absorgao
do ferro, proporcionando a producdo adequada dos eritrocitos
(BRAVERMAN & UTIGER, 1996; GUYTON & HALL, 2002). Com isto, no
estado de hipotireoidismo tem-se menor concentragcdo de ferro circulante e
consequentemente a anemia. Sabendo que o ferro é cofator importante para
a geracao de radicais livres, o que € demonstrado pelas Reagdes de Fenton
e Haber Weiss, a sua diminui¢cdo, € um fator importante para explicar a
menor lipoperoxidacao nos animais hipotireoideos.

No tecido hepatico dos animais hipotireoidieos ndo houve diminui¢do da
lipoperoxidagdo. Desta forma, para este tecido, a hipdtese, formulada
inicialmente, nao foi provada. Este fato mostra que as respostas

relacionadas com o estresse oxidativo sdo dependentes do tipo de tecido
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estudado. Cada tecido tem uma suscetibilidade prépria as variacoes
oxidativas que pode estar associada com o nivel de defesas antioxidantes,
amplamente variavel para cada estrutural tecidual.

Além deste fato, o processo de oxidacdo das proteinas do plasma,
medido através das carbonilas oxidadas, também foi significativamente
menor no grupo hipotireoideo (34%) em relacdo ao eutireoideo. Este
resultado esta de acordo com a reducédo da lipoperoxidagdo sanguinea,
sugerindo um menor dano oxidativo sistémico, que pode estar associado
com a reducao dos hormdnios da tiredide.

Para se ter uma visdo mais completa do fendmeno de estresse
oxidativo, além de medidas de dano oxidativo, € importante analisar as
defesas antioxidantes nos diferentes tecidos estudados.

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas foram analisadas pela medida
da capacidade antioxidante total (TRAP) no tecido cardiaco, hepatico e
sanguineo. O TRAP no coragdo e no sangue foi menor no grupo
hipotireoideo em relacdo ao controle. O tecido hepatico ndo demonstrou
diferenca significativa Esses resultados paradoxais demonstraram que
mesmo tendo menor capacidade antioxidante, os ratos hipotireoideos
possuem menor lipoperoxidacdo. A diminuicdo na capacidade antioxidante
também tem sido observada em homogeneizado cardiaco de animais
hipotireoideos, medida por técnicas quimiluminescentes (VENDITTI et al.,
1997). Segundo a literatura, pode haver redugao significativa da coenzima
Q9, um antioxidante n&o enzimatico, no musculo cardiaco de ratos

hipotireoideos comparados ao grupo controle, demonstrando um disturbio no
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metabolismo oxidativo nos animais com a disfuncgao tireoidiana. Os animais
tireoidectomizados possuem alteragdo no metabolismo dos carotendides,
diminuindo sua conversao a vitamina A. Além disso, o hipotireoidismo
também diminui a absor¢cdo dos carotendides pelo trato gastrointestinal. No
entanto ha aumento da vitamina D (1,25 diidroxi vitamina D) o que leva ao
aumento da absor¢ao do ion calcio. Ha também a diminuigcdo da absorgao
da vitamina B2 (riboflavina) que é cofator importantissimo para a atividade
da glutationa redutase. Além disso, os ratos tireoidectomizados possuem
niveis baixos de vitamina C (BRAVERMAN & UTIGER, 1996; SHINORAHA
et al,2000).

Uma das explicagdes para obtermos TRAP diminuido nos hipotireoideos é
que de fato vitaminas hidrossoluveis, como a vitamina C, estdo em menores
concentragdes. Como a técnica de TRAP, utilizada neste estudo, s6 mede
os antioxidantes nao enzimaticos hidrossoluveis, isso reforcou o achado de
valores baixos do TRAP. No entanto, é sabido que o acido urico, que é
hidrossoluvel esta acentuado no hipotireoidismo e poderia dar valores de
TRAP maiores ou no minimo iguais, estatisticamente, ao dos controles, uma
vez que compensaria a queda da vitamina C. Nao obstante, segundo
Evelson et al. (2001), foi demonstrado que o aumento de acido urico é
significativo para os fins de antioxidante quando medido pela técnica de
TRAP, apenas no tecido hepatico. E de fato no tecido hepatico os niveis de
TRAP foram estatisticamente iguais ao controle, confirmando os resultados
previamente encontrados na literatura. Outro aspecto importante é que a

técnica de TRAP so6 detecta os antioxidantes hidrossoluveis (acido urico,
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vitamina C, por exemplo), e ndo a vitamina E, que é altamente lipossoluvel.
Por essa razdo, nao conseguimos detectar o aumento da vitamina E,
evidenciado pelos dados da literatura. A elevagao do alfa tocoferol seria
mais um componente importante que explicaria a diminuicdo da

lipoperoxidagao nos animais tireoidectomizados (ARUOMA et al., 1990).

No miocardio, as enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase,
glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase apresentaram suas
atividades diminuidas no grupo hipotireoideo em relagdo ao grupo controle.
Novamente, a medida das enzimas antioxidantes nos eritrécitos foi ao
encontro dos valores obtidos no tecido cardiaco. Nos eritrocitos, a catalase e
a superoéxido dismutase diminuiram no grupo hipotireoideo, ndo havendo, no
entanto diferenga na atividade da enzima glutationa peroxidase. No tecido
hepatico, apenas a catalase apresentou a sua atividade catalitica reduzida
no grupo hipotireoideo, sem haver diminuicdo significativa nas demais
enzimas antioxidantes. Pereira et al. (1994) também observaram decréscimo
na atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (Cu/Zn) na ordem
de 28% em relagdao aos animais controle em musculo séleo. A catalase
também apresentou sua atividade reduzida em 6érgéo linféide prematuro
(timo) em funcdo do estado de hipotireoidismo. A glutationa peroxidase
também teve declinio de sua atividade enzimatica nos musculos
gastrocnémico e soleo, nos animais hipotireoideos. A catalase foi igualmente
diminuida no experimento realizado com linfonodos e com hepatdcitos (DAS

& CHAINY, 2001), juntamente com redugdo da atividade da glutationa
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redutase. Asayama et al. (1987) observaram em tecido hepatico, cardiaco e
s6leo o decréscimo da atividade da superéxido dismutase (Cu/Zn) nos
animais hipotireoideos, enquanto que a catalase apresentou decréscimo
apenas no figado dos animais com deficiéncia de T3 e T4. Braverman e
Utiger, em 1996, também observaram diminui¢gado da glutationa redutase em
animais hipotireoideos.

No que diz respeito a catalase, esta enzima tem como grupo principal para
sua atividade catalitica uma hemeproteina, tipo hemoglobina, constituida de
ferro. Como ja sabemos que os hipotireoideos possuem anemia e absorvem
menor quantidade de ferro que o normal, a constituicdo da hemeproteina
para a sintese da catalase fica prejudicada, levando consequentemente a
diminuicao da sua atividade enzimatica e sintese (VENDITTI et al., 1997).
Associada a esta falta, a diminuigdo da respiragao celular, principalmente no
estagio 4 (onde a taxa de produgdo de perdxido de hidrogénio e anion
superoxido seria maior), diminui a producdo de peroxido de hidrogénio.
Desta forma, temos um menor estimulo para sintese da catalase, bem como
da superéxido dismutase e da glutationa peroxidase (DAS & CHAINY, 2001).
Uma vez que a oferta de substrato para a catalase (H20), para a SOD (0,")
e GPx (H20O, e peroxidos orgéanicos) esta diminuida, poderiamos ter uma
“‘down regulation” destas enzimas (ASAYAMA et al,1987; MANO et al, 1995).

A absorcdo defeituosa de vitaminas, ferro, selénio, cobre e zinco nos
animais hipotireoideos contribuem muito para a diminuicdo da atividade das
enzimas antioxidantes. Além disso, a ma absor¢ao de vitamina B12 causa

diminuicdo em conjunto da atividade do sistema glutationa peroxidase e
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glutationa redutase (BRAVERMAN & UTIGER, 1996). A diminuicdo da
atividade catalitica ndo € privilégio apenas das enzimas antioxidantes. No
hipotireoidismo, temos decréscimo da atividade da citocromo oxidase,
citocromo P450 e citrato sintase. Segundo Pereira et a.l., (1994) deve haver
concentracdo adequada dos horménios da tiredide para manter a atividade
catalitica das enzimas antioxidantes no nivel 6timo, sem o qual essas
enzimas acabam perdendo sua capacidade de participar adequadamente do
metabolismo do oxigénio. De fato, a atividade catalitica da enzima
superoxido dismutase aumenta com a elevagdo do anion superéxido. Por
outro lado, o aumento da superoxido dismutase relaciona-se com maiores
concentragbes séricas de T4, sugerindo além do controle pelo substrato
oxigénio, um controle baseado na agdo do T4 em eritrécitos (ALICIGUZEL et
al, 2001). Também se observou que a agao da catalase e da glutationa
peroxidase € vinculada aos produtos gerados pela superdxido dismutase:
com o aumento do anion superéxido, aumenta a atividade da SOD, aumenta
a producdo do peroxido de hidrogénio, desencadeando a atividade da
catalase e da glutationa peroxidase (ALICIGUZEI et al., 2001). Mas também
ha relagao positiva com T4, onde aumenta T4 também aumenta a atividade
destas enzimas em eritrdcitos (ALICIGUZEL et al., 2001). Alicigiizel et al.
(2001) sugeriram uma correlagdo entre os horménios da tiredide e a
atividade das enzimas antioxidantes em ratos hipertireoideos, de forma que
além do controle pelo substrato, ha controle direto pelos horménios T3 e T4.
Usando esse mesmo raciocinio de controle enzimatico para ratos

hipotireoideos teremos, provavelmente, a diminuicdo na atividade das
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enzimas antioxidantes (como observado nos eritrécitos € no coragao dos
ratos hipotireoideos neste trabalho).

Além da diminuicdo da oferta de substrato houve também diminui¢ao da
expressao génica destas enzimas (ROSS et al,1994). A expressao e sintese
de proteinas no hipotireoidismo estdo diminuidas e podem provavelmente
estar relacionadas com a reducdo da atividade enzimatica, ja que os
horménios da tiredide modulariam a expressao génica protéica (PEREIRA et
al., 1994; GUYTON & HALL, 2002; BRAVERMAN & UTIGER, 1996). A partir
desses achados, mediu-se a concentracdo das enzimas antioxidantes SOD
e GST, pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS (SDS-
PAGE) e imunodeteccdo em membrana de nitrocelulose (Western Blot). No
coragao, a SOD (Cu/Zn) de fato estava com a concentragdo diminuida nos
hipotireoideos em relagdo ao grupo controle (18%), nao alterou-se no figado,
mas manteve a correlagdo com o0 sangue apresentando imunoconteudo
extremamente reduzido no grupo hipotireocideo em relagdo ao controle
(43%). A GST demonstrou imunoconteudo diminuido nos eritrécitos dos
animais hipotireoideos (25%) e também no coragao (17%). A diminuigdo da
concentragcao e expressao de enzimas pode ocorrer no hipotireoidismo como
visto com as enzimas citocromo P450 e redutase (ROSS et al.,1994). Isso
confirma a possibilidade de ocorrer diminuicdo na sintese e na expressao de
proteinas enzimaticas no hipotireoidismo. Essa diminuicdo na concentragao
destas duas enzimas antioxidantes observada principalmente no sangue,
sugere que além do decréscimo da oferta de substrato enzimatico (EAO)

para ativar a enzima, ha também um decréscimo na concentracdo desta
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enzima intracelular (sobretudo da SOD) que pode, em parte, explicar a
menor atividade destas enzimas nos animais hipotireoideos. Além disso,
também pode sugerir que o controle da atividade das enzimas antioxidantes,
por parte dos hormdénios da tiredide, se da pela regulacdo da expressao

génica destas proteinas.

Apesar da menor lipoperoxidagao obtida nos animais hipotireoideos, néo
podemos afirmar que exista diminuicdo efetiva do estresse oxidativo, ja que
as defesas antioxidantes avaliadas também diminuiram. A reducido dos
niveis de LPO e de proteinas oxidadas apenas sugere um menor dano
oxidativo nos animais tireoidectomizados. E ndo uma protegcdo antioxidante
proporcionada pelas baixas concentragdes dos hormdnios da tiredide, uma
vez que nao submetemos estes animais a outros diferentes tipos de

estresses para medir a sua resposta frente ao dano oxidativo ofertado.
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7. CONCLUSOES

7.1) A tireoidectomia foi eficiente na indu¢do do hipotireoidismo, tendo em
vista os resultados laboratoriais dos horménios T3 e T4, cujas concentragdes
séricas apresentaram-se significativamente diminuidas nos animais

tireoidectomizados.

7.2) A lipoperoxidagdo medida pelas técnicas de TBARS e
quimiluminescéncia demonstrou-se diminuida nos tecidos cardiaco e
sanguineo de ratos hipotireoideos, sugerindo que no hipotireoidismo ha uma
diminuicdo na producao de EAO e no seu ataque as membranas. Esta
hipotese n&o foi provada para o tecido hepatico. A lipoperoxidagéo no figado
manteve-se inalterada em relagdo ao grupo eutireoideo, sugerindo uma

menor sensibilidade desse 6rgdo aos horménios da tiredide.

7.3) As carbonilas, medidas no plasma, apresentaram-se diminuidas em
relacdo aos eutireoideos, sugerindo um menor dano oxidativo as proteinas

dos animais tireoidectomizados.

7.4) A capacidade antioxidante ndo enzimatica medida pela técnica de TRAP
demonstrou decréscimo nos animais hipotireoideos. Isso sugere uma
caréncia na absorcdo e na metabolizacdo destes antioxidantes hidrofilicos

por parte do hipotireoideo.



97

7.5) A atividade das enzimas antioxidantes (CAT, GPx, SOD e GST) no
coracado e no sangue apresentaram-se diminuidas, possivelmente por
decréscimo na sua sintese devido uma acao direta da diminuigdo dos
horménios da tiredide, por déficit de componentes importantes para a
composic¢ao estrutural das enzimas ou também pela propria diminuigao dos
substratos (EAO) que ativam essas enzimas a atividade. Esta hipotese nao
foi provada para o tecido hepatico, uma vez que a atvidade das enzimas

antioxidantes nao se alterou.

7.6) A concentragao das enzimas antioxidantes (SOD E GST) medidas pela
técnica de Western Blot acompanhou o decréscimo de atividade enzimatica,
principalmente no tecido sanguineo e cardiaco dos animais hipotireoideos,
sugerindo uma regulagdo da atividade e da concentragcdo enzimatica das
enzimas antioxidantes pelos horménios da tiredide nestes tecidos. No tecido

hepatico, nao houve modificagdes.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a grande importancia
que possuem os horménios da tiredide no metabolismo do oxigénio e na
geracao das espécies ativas de oxigénio. Além disso, mostra que a
deficiéncia destes pode diminuir a producdo de radicais livres e
consequentemente os danos oxidativos em diferentes tecidos. No entanto,
este fato ndo caracteriza uma forma de protegcao, uma vez que parece haver

uma diminuigao da protecao antioxidante enzimatica e nao enzimatica.
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