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O hipertireoidismo € uma patologia epidemiologicamente importante, que
afeta o sistema cardiovascular de forma proeminente. O estado hipertireoideo
pode afetar o metabolismo basal, consumo de O, celular, sistema renina
angiotensina, assim como, estimular a producdo de espécies ativas de oxigénio.
Estas alteracdes produzem consequéncias morfolégicas, funcionais, bioguimicas
e moleculares no tecido cardiaco.

A hipertrofia cardiaca, decorrente do hipertireoidismo, instala-se devido a
uma série de eventos que sinalizam a proliferacdo e sobrevivéncia celular,
envolvendo as espécies ativas de oxigénio, a ativacdo do sistema renina
angiotensina cardiaco e o] sistema nervoso autonémico.

Neste estudo, bloqgueamos o receptor AT1 da angiotensina Il para
avaliarmos a influéncia do sistema renina angiotensina cardiaco sobre o

desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, a participacdo do balanco autondémico



sobre 0 coracdo e o papel das espécies ativas de oxigénio neste processo, em
modelo experimental de hipertireoidismo.

Para isto, foram utilizados ratos Wistar machos, pesando cerca de 220g,
divididos em 4 grupos experimentais: Controle (C), Losartan (L) (10 mg/Kg de
peso corporal/dia, 28 dias, sonda intragastrica) , T4 (12mg/L agua de beber, 28
dias), e T4+L. Foram avaliados a massa cardiaca, analise espectral do balanco
simpato-vagal, a expressao protéica do receptor AT1 da Angiotensina Il e da
gp91phox, peréxido de hidrogénio (H20,), Nrf-2 e Heme-oxigenase-1 (HO-1) no
tecido cardiaco.

A hipertrofia cardiaca e o desequilibrio autondmico induzidos pelo
hipertireoidismo foram atenuados no grupo T4+L. Os niveis de HO;, Nrf-2,
gp91phox e HO-1 foram elevados no grupo T4, e significativamente reduzidos no
grupo T4+L, quando comparados ao grupo Controle. A expressao protéica do
receptor AT1 esteve elevada nos dois grupos hipertireoideos.

Os resultados obtidos sugerem que o bloqueio do receptor AT1 promove
importante impacto sobre o balanco simpato-vagal e a hipertrofia cardiaca, no
hipertireoidismo, sendo as espécies ativas de oxigénio e o sistema Nrf-2/HO-1
possiveis mediadores destas alteracoes.

Palavras chave: losartan, sistema renina angiotensina, heme-oxigenase,
horménios da tiredide, hipertrofia cardiaca, analise espectral, espécies ativas de

oxigénio.
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ABSTRACT

Hyperthyroidism is an epidemiologic relevant pathology, which substantially
affects the cardiovascular system. The hyperthyroid state may affect basal
metabolism, O, cell consumption, renin-angiotensin system, and increase reactive
oxygen species production. Those alterations produce morphological, biochemical,
functional and molecular consequences in cardiac tissue.

Hyperthyroidism induced cardiac hypertrophy develops due to a set of
events, which signals cell survival and proliferation, including reactive oxygen
species, cardiac rennin-angiotensin system, and autonomic nervous system.

In the present study, the role of cardiac renin-angiotensin system on
development of hyperthyroidism induced cardiac hypertrophy, and the involvement
of autonomic nervous system and reactive oxygen species, were assessed trough
blockade of angiotensin Il receptor AT1.

For that, were used male Wistar rats, weighting about 220g, divided in 4
experimental groups,: Control (C), Losartan (L) (10mg/Kg body weight/day, 28
days, intragastric probe), T4 (12mg/L L-thyroxin in drinking water, 28 days), and
T4+L. Cardiac mass, spectral analysis (autonomic balance), hydrogen peroxide
(H20,), and myocardial protein expression of angiotensin Il receptor (AT1),
NADPH oxidase, Nrf-2, and heme-oxygenase-1 (HO-1), were quantified.

Cardiac hypertrophy and autonomic umbalance induced by thyroid
hormones were attenuated in the T4+losartan group. The H,0,, as well as Nrf-2,
gp91phox, AT1 and HO-1 immunocontent were elevated in T4 group. All these
effects were attenuated by losartan, except AT1 levels. The overall results suggest

that blockade of AT1 receptor lead to relevant impact on autonomic balance and
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cardiac hypertrophy, being ROS and Nrf-2/ HO-1 system possible mediators in this
alterations in experimental hyperthyroidism.
Key words: losartan, renin-angiotensin system, heme-oxygenase, thyroid

hormones, cardiac hypertrophy, spectral analysis, reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tiredide

A glandula tiredide é composta de um I6bulo direito e um esquerdo,
posicionados antero-lateralmente a traquéia. A unidade funcional da glandula
tiredide é o foliculo, uma estrutura esférica com cerca de 200 a 300 ym de
didmetro, revestida por uma Unica camada de células epiteliais (1; 2).

O produto secretorio da glandula tiredide consiste nas iodotironinas, ou
hormbénios da tiredide, uma classe de horménios formada pelo acoplamento de
duas moléculas iodinadas de tirosina. Aproximadamente 90% da producao
hormonal da tiredide é de 3,5,3',5’- tetraiodotironina (tiroxina, ou T4), 10% é de
3,5,3’- triiodotironina (T3), e menos de 1% é de 3,3’,5'- triiodotironina (T3 reverso,
ou rT3). O T4 é principalmente um pro-hormonio, sofrendo acdo enzimatica nos
tecidos periféricos para formar T3. O T3 é a forma mais ativa do horménio da
tiredide. Por fim, o rT3 é a forma inativa (1; 2). Para manter adequadas as
concentracfes destes hormoénios, € necessario um controle de retroalimentacao
dependente do eixo hipotalamo - hipofise (1; 2).

Os hormonios da tiredide exercem seus efeitos por meio de dois
mecanismos de acéo: classico e nao-classico. No mecanismo de acao classico,
ocorre a ligagdao dos horménios aos seus receptores nucleares (TR’s), este
complexo hormdnio-receptor age como fator de transcricdo na regulacdo da
expressdo génica (3). Por outro lado, o mecanismo nao classico ocorre por
intermédio de receptores localizados na membrana celular (receptor de integrinas

do tipo a,3). Estes efeitos modulam a atividade mitocondrial, de canais ibnicos, a
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mobilizac&o intracelular de Ca™ e a ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular,

entre outros (4; 5).

1.2 Efeitos fisiolégicos dos hormbnios da tiredide

Os hormonios da tiredide exercem atividade reguladora sobre praticamente
todas as células do organismo. Os efeitos destes podem tanto abranger os
eventos relacionados ao metabolismo quanto ao crescimento e desenvolvimento
3).

Os horménios da tiredide sdo imprescindiveis para o crescimento e
maturacdo adequados do sistema nervoso central e dos pulmbes, bem como o
crescimento de varios outros tecidos, tais como epidérmico, 6sseo e muscular
esquelético e cardiaco (6). Adicionalmente, estes hormdnios também exercem
efeitos regulatorios sobre o metabolismo energético, principalmente sobre o
consumo basal de oxigénio e producéo de calor, através do aumento do tamanho
e numero de mitocondrias, conferindo maior capacidade de geracao de energia e

calor (4;7).

1.3 Hipertireoidismo

O hipertireoidismo é um estado hipermetabdlico causado por elevados
niveis circulantes de T3 e T4. O termo hipertireoidismo primario é utilizado para
designar o hipertireoidismo decorrente de uma anormalidade intrinseca da

tiredide, como na doenca de Graves. Por outro lado, hipertireoidismo secundario
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designa a patologia decorrente de causas externas a tiredide, como um tumor
hipofisério secretor de TSH (8). A prevaléncia do hipertireoidismo varia de 0,5% a
2% na populacdo mundial, e € dez vezes mais prevalente em mulheres do que

em homens (9).

1.4 Efeitos cardiovasculares do hipertireoidismo

O hipertireoidismo tem grande impacto sobre a morfologia e funcdo do
sistema cardiovascular (Figura 1) (10). Estes efeitos incluem aumento na
contratilidade cardiaca, no consumo de oxigénio pelo miocardio, no débito
cardiaco, e reducao da resisténcia vascular periférica (11).

No leito vascular, os hormonios da tireéide promovem aumento da
fosforilacdo da via da PI3K/Akt, importante reguladora do crescimento, do
metabolismo e da sobrevivéncia celular. Esta, por sua vez, ativa a oxido nitrico
sintase (NO sintase) endotelial, potencializando a vasodilatacdo induzida por
acetilcolina, resultando em reducédo da resisténcia vascular periférica total, e
consequentemente, reducdo da pressao arterial e da pds-carga (5; 12).

No coracao, os horménios da tiredide aumentam a expressdo da SERCA,
promovendo uma remocdo mais eficiente do Ca*™ citoplasmatico, contribuindo
para um efeito lusitrépico positivo (13). Assim como, induzem aumento da sintese
de diversas proteinas, principalmente da cadeia pesada a da miosina, que possui
maior capacidade de ATPase que a cadeia B, contribuindo para um efeito
inotropico positivo (3). Os horménios da tiredide também estimulam a Na'/K"
ATPase, canais de K* dependentes de voltagem, e receptores B1 adrenérgicos,

acelerando a despolarizagdo e aumentando a frequéncia cardiaca, causando
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efeito cronotrépico positivo. Além disso, os horménios da tiredide inibem a
transcricdo da cadeia pesada B da miosina, da fosfolambam, do trocador Na'/
Ca'", e da adenilil ciclases tipo V e VI (11). Ainda, estes horménios, como aludido
acima, interagem com proteinas de sinalizacdo intracelular, como da via da
PI3K/Akt/mTOR, que parecem estar relacionadas com o crescimento celular, e a

hipertrofia cardiaca (14).

Cardiac Myocyte

v

Protein Synthesis

Gs
“‘b 2

Figura 1. Efeitos do T3 no midcito cardiaco (3).
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No hipertireoidismo, a intensificacdo na sintese de proteinas e o aumento
do volume celular estdo correlacionados com desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca. Este fendbmeno pode estar associado a redugdo na resisténcia periférica
total, atividade exacerbada do sistema nervoso simpatico, aumento da pré-carga,

e subsequentemente, aumento do trabalho cardiaco (15).

1.5 Hipertrofia Cardiaca

O remodelamento cardiaco € um dos principais elementos envolvidos na
patogénese de diversas doencas cardiovasculares, incluindo a hipertensdo e a
insuficiéncia cardiaca (16). Este processo pode ser definido como modificacbes
intersticiais, celulares e moleculares, que promovem alteracbes no formato e
tamanho do coracdo, bem como em sua funcdo apods lesdo ou sobrecarga
cardiaca (17).

O desenvolvimento do remodelamento cardiaco € influenciado por fatores
hemodinamicos e neurohumorais. Tais fatores sdo responsaveis por alteracfes
na expressao de diversos genes e no formato dos cardiomiécitos, além de
provocarem modificacbes na matriz extracelular. Essas alteracdes resultam no
espessamento da parede cardiaca, seguido por dilatacdo das suas camaras e,
consequentemente, disfuncdo miocéardica (16; 18; 19).

A hipertrofia cardiaca € uma caracteristica comum no processo de
remodelamento, sendo uma adaptacdo inicial tanto as condicfes fisioldgicas
guanto patolégicas, dependendo da natureza da carga imposta ao coracdo. Estes

padrées de hipertrofia apresentam diferentes caracteristicas estruturais e



17

funcionais (20; 21). A  hipertrofia fisiolégica € devida a sobrecargas
hemodindmicas transitorias, como a observada durante o crescimento cardiaco
na adolescéncia, na gravidez, e em resposta ao exercicio regular. Por outro lado,
a hipertrofia patolégica é causada pela sobrecarga hemodindmica persistente, a
exemplo da hipertensdo arterial sistémica (22). A  hipertrofia cardiaca,
inicialmente, constitui uma resposta adaptativa que normaliza o estresse
biomecénico e mantém a integridade da funcdo cardiaca. No entanto, quando
prolongada, a hipertrofia cardiaca € um fator de risco para desfechos de
insuficiéncia cardiaca, na qual ocorre dilatacdo do didmetro da camara cardiaca,
progredindo para a disfungéo contratil (23; 24).

Os mecanismos da hipertrofia cardiaca produzida por elevados niveis de
T4 incluem um efeito direto do hormdénio no coragcdo, e efeitos indiretos
relacionados a estimulacdo do sistema nervoso simpatico, e a alteragcdes nas
condicBes de carga do ventriculo esquerdo. A reduzida resisténcia vascular e 0
subsequente aumento no trabalho cardiaco também contribuem para hipertrofia
cardiaca induzida por T4 (25; 26). Adicionalmente, alguns autores observaram
gue a hipertrofia cardiaca induzida por T4, em preparacfes de coracao isolado, é
acompanhada por aumento na quantidade e atividade de sintese protéica (27;
28). Dentre os fatores humorais envolvidos na hipertrofia cardiaca induzida pelo
T4, o sistema renina angiotensina ocupa importante papel. Estudos
demonstraram que, no hipertireoidismo, ocorre aumento da sintese e secrecao de
angiotensinogénio, e também da atividade da renina plasmatica (15; 29).
Adicionalmente, o aumento da ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS),
indicado pelo maior numero de receptores adrenérgicos 1, constitui também

importante fator na hipertrofia cardiaca induzida por hipertireoidismo (30).
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1.6 Balango Simpato-vagal

As alteracdes cardiovasculares no hipertireoidismo refletem uma interacéo
de diversos fatores neuroenddcrinos, tais como sistema nervoso autbnomo e
sistema renina angiotensina, culminando em alteracdes morfoldgicas e funcionais
(31). Dentre as alteragBes funcionais, o aumento da frequéncia cardiaca é um

relevante evento no hipertireoidismo.

As alteracbes no balanco simpato-vagal produzem variacdes na frequéncia
cardiaca em situacdes patoldgicas (32; 33) e fisiologicas (34; 35). Tais variacdes
sdo obtidas através da acdo dos sistemas simpatico e parassimpatico que
interagem rapidamente, modulando a frequéncia cardiaca e a pressao arterial de

forma diferenciada (34).

A avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) fornece
informacfes importantes a respeito do controle autonémico, pois expressa
guantitativamente o0 impacto do balanco simpato-vagal sobre o sistema
cardiovascular. Quanto menor a VFC, maiores serdo 0s riscos de doencas
cardiacas (31). A diminuicdo da VFC constitui um importante fator prognostico
para o0 aparecimento de eventos cardiacos tanto em individuos previamente
sadios quanto em portadores de cardiopatias (36-42). Estes resultados séo
confirmados em pacientes pos-infarto do miocéardio, por exemplo, nos quais foi
observada uma reducdo na variabilidade da frequéncia cardiaca, sendo esta
entdo considerada um fator de risco independente para eventos arritmicos e

mortalidade global (31).

A andlise no dominio da frequéncia, ou analise espectral, € uma

metodologia de grande aplicacéo clinica, em grande parte, por usar registros ndo
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invasivos e fornecer uma avaliagdo quantitativa da funcéo cardiovascular (34; 35).

A analise espectral de séries temporais de frequéncia cardiaca, ou
tacograma, e de pressao arterial sistélica, ou sistograma, permite ndo apenas a
avaliacdo da variabilidade como também a sua caracterizagdo em componentes
de frequéncias especificas. As oscilacdes ritmicas presentes na frequéncia
cardiaca apresentam trés faixas distintas: a faixa HF (High Frequency), similar &
atividade respiratéria normal; a LF (Low Frequency) e a VLF (Very Low
Frequency). Tais oscilagdes variam em amplitude e freqiéncia de acordo com o

comportamento, condic¢des fisioldgicas e patoldgicas (34; 35; 43).

Os componentes LF e HF da VFC estdo relacionados as modulagcbes
simpatica e vagal, respectivamente. Entretanto, por serem obtidas de forma
indireta, diferentemente das medidas de tonus simpatico e vagal, as alteracbes
sobre tais componentes de freqiéncia ndo estdo sempre diretamente ligadas ao
aumento ou reducdo da atividade simpatica e/ou vagal. A avaliacdo da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca, por caracterizar resposta a acao do sistema
nervoso sobre o coracdo, permite avaliar o controle autondmico através da
relacdo entre as componentes espectrais LF/HF, ou seja, a relacdo entre as

modulacdes simpatica e vagal sobre o ritmo cardiaco (44).

O  hipertireoidismo ¢é tipicamente conhecido como um estado
hiperadrenérgico, apresentando um desequilibrio simpato-vagal, com incremento
do componente simpatico, e atenuacdo do parassimpatico. Neste estado, ocorre
aumento significativo da frequéncia cardiaca, ou seja, reducéo do intervalo R-R, e
também reducéo da variabilidade natural deste intervalo. O tratamento com beta-
bloqueadores inespecificos retorna os valores de VCF ao normal, indicando a

participacdo do sistema nervoso autbnomo (45). Também, a angiotensina Il
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potencializa a atividade simpética, e amortece a parassimpatica, contribuindo para
o desequilibrio simpato-vagal presente no hipertireoidismo. Da mesma forma, o
bloqueio do sistema renina angiotensina produz uma melhora do equilibrio entre

sistema nervoso simpético e parassimpatico (46).

1.7 Hipertireoidismo e sistema renina-angiotensina

No conceito classico, o0 sistema renina angiotensina (SRA) é ativado
através da liberacdo renal de renina para a circulacdo, onde converte
angiotensinogénio em angiotensina | (Ang 1), a qual é hidrolizada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), para formar angiotensina Il (Ang Il), um
hormbnio peptidico (47). Estudos prévios evidenciaram a existéncia de
componentes do SRA em tecidos periféricos, como coracao e vasos, indicando a
existéncia de SRA locais (48). Assim, a Ang Il presente no coracdo pode ser
proveniente tanto da circulacdo, como da producéo cardiaca local (49).

A Ang Il participa na manutencdo da homeostase atravées de
vasoconstricdo, modulacdo da hipertrofia e fibrose cardiaca, e sua funcédo é
mediada pelos receptores de angiotensina (AT), principalmente AT1 (50), bem
como é importante reguladora do balanco eletrolitico, e do volume de fluidos no
organismo (51).

Hu e colaboradores (2003) descreveram que o SRA local exerce papel
importante  no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida pelo
hipertireoidismo. Estes autores demonstraram que os hormbénios da tiredide

ativam o SRA circulante e cardiaco, sem necessariamente envolver o sistema
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nervoso simpatico (15), bem como aumentam a concentracdo de renina, a
producdo de Ang Il, e elevam os niveis de receptores AT1 e AT2 (29).

No coracédo, o SRA induz hipertrofia e fibrose, mediadas pelo receptor AT1
(52). Através deste receptor, a Ang Il ativa um conjunto de proteinas cinases
intracelulares, envolvidas no estabelecimento da hipertrofia cardiaca, como a
familia das proteinas cinase ativadoras de mitégeno (MAPK), as isoformas da
proteina cinase C, cinase de adesao focal, e a via de sinalizacdo da Akt (30).
Estudos demonstraram que o bloqueio da enzima conversora da angiotensina
(ECA) e dos receptores AT1 é capaz de atenuar ou prevenir o desenvolvimento
de hipertrofia cardiaca induzido por hormdénios da tiredide, in vivo (53). Isto
ressalta o papel da Ang Il no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida
pelo hipertireoidismo.

Também foi demonstrado que doses baixas de blogueadores dos
receptores AT1, incapazes de reduzir a pressao arterial, foram capazes de reduzir
a hipertrofia cardiaca (54). De forma geral, a interacdo entre os hormonios da
tiredide e 0 SRA esta longe de ser totalmente compreendida, e € importante
considerar outros fatores envolvidos na patogénese das doencas
cardiovasculares, como 0 estresse oxidativo. A Ang Il pode levar ao estresse
oxidativo, através da ativacdo do sistema NADPH oxidase, com destaque para a
subunidade gp91Phox, que gera o anion radical superéxido (O;7), uma espécie
ativa de oxigénio, que também esta relacionada com a sinalizacdo intracelular
(50).

Diante disso, o bloqueador de receptor AT1, Losartan, tem sido utilizado
como alternativa terapéutica para tratar pacientes hipertensos, portadores de

insuficiéncia cardiaca, e outras doencas associadas ao SRA. Contudo, os efeitos
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da utilizacdo deste farmaco na formacdo de espécies reativas de oxigénios
induzida por Ang IlI, decorrente do hipertireoidismo, ainda ndo estdo

completamente estabelecidos (55).

1.8 Espécies ativas de oxigénio

As espécies ativas de oxigénio (EAO) sao produtos normais do
metabolismo celular (56). EAO é um termo coletivo que inclui ndo somente 0s
radicais de oxigénio, mas também algumas espécies nao-radicalares, como o
peroxido de hidrogénio (H20-), acido hipocloroso (HOCI) e 0z6nio (O3) (57).

Os radicais livres podem ser definidos como espécies quimicas que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais atdbmicos ou
moleculares. Este elétron desemparelhado geralmente confere um consideravel
grau de reatividade ao radical livre (58). Os radicais livres derivados do oxigénio
representam os radicais mais importantes gerados nos sistemas biolégicos, dada
a importancia e quantidade utilizada de oxigénio, no metabolismo aerobico (57).

A geracdo das EAO ocorre durante os processos de oxidacao biologica.
Dentre os quais, podemos destacar a respiracdo celular acoplada a fosforilacao
oxidativa, para formacao de ATP na mitocéndria. Em principio, o oxigénio (O,) é
reduzido até agua (H,0), recebendo quatro elétrons de uma so vez pela citocromo
oxidase. Entretanto, em raz&do de sua configuracdo eletrdénica, o oxigénio tem uma
forte tendéncia a receber um elétron de cada vez, gerando compostos
intermediarios altamente reativos. Destes compostos intermediarios, pode-se
destacar: o anion radical superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H.O,) e o

radical hidroxil (OH®). A formacdo destas moléculas ocorre em aproximadamente
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5% de todo processo de reducdo do oxigénio até 4gua. Ainda deve-se relatar o
estado excitado do oxigénio denominado de oxigénio “singlet”, que também pode
causar danos a ceélula (Figura 2) (59-61).

Outras fontes de EAO compreendem ndo sé as acdes enzimaticas da
ciclooxigenase, lipooxigenase, xantina oxidase, aldeido oxidase e NADPH
oxidase, mas também a autooxidacdo das catecolaminas, das flavinas e
ferridoxinas, além das reacfes catalisadas por metais de transi¢cdo, como ferro e
cobre (57;59; 62). O potencial reativo das EAO é bem ilustrado na
lipoperoxidacdo (LPO) dos lipidios de membrana. A lipoperoxidacdo é um
processo sucessivo fisiologico que envolve ndo somente a renovacdo das
membranas celulares, como também a biossintese das prostaglandinas e
leucotrienos (60). As membranas celulares s&o preferencialmente atacadas,
porque sao formadas por lipidios de cadeias insaturadas e por proteinas com
grupos tidis (SH) (57; 60). As proteinas também sofrem reacdes oxidativas
iniciadas pelas EAO, que levam a alteracbes nas suas estruturas e nos seus
estados conformacionais. Processos como fragmentacdo, agregacdo, além da
maior susceptibilidade a proteases, exemplificam algumas das a¢des dos radicais
livres sobre proteinas (61). 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 mitocéndria é grande fonte de EAO (61).

A exposicdo a substancias oxidantes levou o0s organismos a
desenvolverem defesas antioxidantes, representados principalmente pelas
defesas enzimaticas e ndo enzimaticas (58). As enzimaticas incluem superoxido

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), e catalase (CAT). As defesas
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antioxidantes ndo enziméticas sédo representadas pelo 4cido ascorbico (vitamina
C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotendides, flavondides, entre
outros. Sob circunstancias normais, as substancias oxidantes e antioxidantes se
encontram em equilibrio (63). Os efeitos deletérios ocorrem quando as
concentragbes de EAO extrapolam o sistema antioxidante, causando estresse

oxidativo (64).
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Figura 2. Formacao e degradacao das EAO (65).

Todavia, as EAO também possuem papel fisioldgico. Os efeitos benéficos
das EAO ocorrem em concentracfes baixas a moderadas, e incluem ndo somente
reacbes a agentes infecciosos, mas também ativacdo de varias vias de
sinalizacdo intracelular (66). Este equilibrio € mantido por sistemas sensiveis a
alteracbes e moléstias celulares, mobilizando alteracbes bioquimicas e
moleculares, para manter a homeostase da célula. Algumas proteinas respondem

as alteracdes redox, no sentido de proteger a célula. O fator eritréide nuclear 2
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(Nrf-2) exerce um papel vital na protecdo celular contra o estresse oxidativo,
regulando genes citoprotetores, incluindo a via da glutationa (67; 68).
Fisiologicamente, o Nrf-2 encontra-se ligado ao repressor citoplasmatico Keapl
(Kelch ECH associating protein), que 0 mantém no citoplasma, e promove sua
degradacdo proteossomal. O Keapl possui muitos residuos de cisteina reduzidos
em sua estrutura (SH-), que quando oxidados, alteram a conformacgéo do Keapl,
liberando o Nrf-2 no citoplasma, que se dirige ao nucleo, atuando principalmente
como um ativador de transcricdo, em associacdo com outras moléculas (68).
Como resultado, ocorre aumento da transcricdo de enzimas da via da glutationa,
como glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase, glutationa redutase,
enzimas regeneradoras de NADPH (glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, enzima malica), antioxidantes (ferritina e
haptoglobina), e também a heme oxigenase (HO) (68).

Neste contexto, destaca-se o papel da heme-oxigenase (HO), enzima
presente em todos os tecidos, que compreende HO-1 e HO-2, e que age como
enzima chave na degradacdo do grupamento heme, um processo que leva a
formacdo de quantidades equimolares de biliverdina, ferro livre e monoxido de
carbono (CO). Sabe-se que a HO-2 é expressa constitutivamente, enquanto a
HO-1 é induzivel por uma variedade de circunstancias, como o choque térmico, e
0 estresse celular e oxidativo. O sistema HO fornece propriedades antioxidantes e
anti-apoptoéticas gracas aos seus subprodutos: bilirrubina/biliverdina, e CO,
respectivamente. A bilirrubina e o CO, produzidos pela acdo da HO, atuam como
antioxidantes diretamente, protegendo a célula da superproducéo de superoxido,
bem como inibindo a atividade da NADPH oxidase. A HO-1 é induzivel pelo

estresse oxidativo, e possui um papel fundamental na protecdo contra danos
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oxidativos no diabetes e em doencas cardiovasculares (69). Vera e
colaboradores, em 2007, observaram que a inducao da HO est& associada com o
decréscimo da producéo de superdxido mediada pela Ang Il (70).

O aumento do consumo de oxigénio no hipertireoidismo, a agédo da Ang Il
sobre o sistema NADPH oxidase, e a sua subsequente producdo acentuada de
EAO, tornam necessaria a investigacdo do papel destes elementos na

fisiopatologia da hipertrofia cardiaca.
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2. HIPOTESE

O hipertireoidismo conduz a ativacdo do sistema renina-angiotensina, com
correspondente aumento na producdo das espécies ativas de oxigénio. Estas
espécies estdo correlacionadas com a ativacdo das proteinas Nrf-2 e HO-1,
sensiveis ao estado redox celular, levando ao desenvolvimento da hipertrofia

cardiaca associado a disfuncéo autondmica cardiaca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar a influéncia do bloqueio do receptor AT1 na producéo das espécies
ativas de oxigénio e na expressao de proteinas sensiveis ao estado redox,
correlacionando com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e o controle

simpato-vagal, em ratos submetidos ao hipertireoidismo crénico.

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar os parametros hemodinamicos pela medida da frequéncia

cardiaca e da pressao aortica;

> Avaliar o balangco simpato-vagal cardiaco através da analise
espectral;

> Realizar medidas de avaliacdo de peroxido de hidrogénio no tecido
cardiaco;

> Determinar a expressao das proteinas heme-oxigenase (HO), fator

eritroide nuclear-2 (NrF-2) , bem como receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) e

subunidade gp91Phox do complexo NADP(H) oxidase, no tecido cardiaco.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com peso médio de 200 + 50 gramas. Os
animais eram 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 5 ratos cada, com o assoalho recoberto com serragem. Receberam
alimentacéo e agua a vontade e foram mantidos sob periodos de 12 horas luz/ 12

horas escuro e sob temperatura de 22°C.

4.2 Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sob o numero de protocolo 18158.

Todos os procedimentos desse estudo estdo de acordo com a Lei 11.794,
de 08 de outubro de 2008, que estabelece normas para a Pratica Didatico-
Cientifica da Vivisseccdo de animais; dos Principios Eticos na Experimentac&o

Animal (71).
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4.3 Manuseio de reagentes e animais

ApOs a morte, os animais foram congelados em freezer —20°C e levados ao
biotério da Universidade para serem recolhidos por empresa terceirizada,
contratada pela Universidade. Os materiais toxicos foram manuseados na capela
e, apos sua utilizacdo, encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de
Residuos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para sua correta
eliminagéo.

Todos os procedimentos com animais e reagentes foram realizados com o
uso de avental, luva cirtrgica e mascara, levando em consideracdo os devidos
cuidados necessarios para protecdo e seguranca dos animais e dos

pesquisadores envolvidos.

4.4 Intervencdes

4.4.1 Inducéao do Hipertireoidismo

O hipertireoidismo crénico foi obtido mediante administracdo de L-tiroxina
(0,15uM) -12mg T4 dissolvidos em 1mL de NaOH 1N para um volume final de um
litro de agua ad libitum durante quatro semanas, na agua de beber oferecida aos

ratos (63).
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4.4.2 Tratamento com Losartan

Os grupos Losartan e Hipertireoideo+Losartan foram tratados com Losartan
diluido em &gua, administrado por sonda intragastrica (10 mg/Kg de peso

corporal/dia) (54).

4.5 Grupos experimentais

Foram utilizados quatro grupos experimentais, sendo eles:

1. Controle: Animais que ndo receberam tiroxina e losartan.

2. Losartan: Animais que receberam apenas losartan.

3. Hipertireoideo (T4): animais que receberam apenas tiroxina.

4. Hipertireoideo+Losartan (T4+L): Animais que receberam tiroxina e

losartan.

4.6 Sequéncia experimental

O hipertireoidismo foi induzido através da administracéo de L-tiroxina (T4)
durante quatro semanas, concomitante a administracao de Losartan.

O seguimento do protocolo experimental deu-se pela cateterizacdo arterial,
para as medidas de frequéncia cardiaca e pressao aortica, e subsequiente morte
dos animais por decapitacdo. Os coracdes foram retirados e pesados para avaliar

o indice de hipertrofia cardiaca e para avaliagdes cardiacas de estresse oxidativo
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e de expressao protéica (receptor AT1, gp91Phox, Nrf-2, HO-1). Adicionalmente,

0 sangue troncular foi coletado para dosagem sérica de T3 e T4.

4.7 Coleta de Sangue

Nos animais anestesiados (quetamina 90mg/kg; xilazina 10mg/kg, i.p.), foi
realizada a decapitacdo, e subsequente coleta de sangue troncular. O sangue
coletado com ativador de coagulacéo silica gel foi centrifugado por 10 minutos a
1000 X g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o soro foi
separado e congelado em freezer a -80°C para posteriores dosagens de

hormonios tireoidianos.

4.8 Preparo do Homogeneizado de Tecido Cardiaco

Os ventriculos foram descongelados e homogeneizados durante 40
segundos em ultra-Turrax, na presenca de KCl 1,15% (5 mL/g de coracdo) e de
fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentragdo de 100 mM em
isopropanol (10 pL por mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de
proteases e € utilizado para evitar a degradacdo das enzimas cuja atividade sera
medida. Em seguida os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a
1000 X g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5 B — Rotor SM 24) e o
sobrenadante retirado e congelado em freezer a —-80° C para dosagens

posteriores (72).
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4.9 Quantificacdo de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, em 1951, que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina
bovina na concentracdo de 1 mg/mL. A medida foi efetuada em espectrofotometro

a 625 nm e os resultados expressos em mg/mL (73).

4.10 Dosagem dos hormaonios tireoidianos

O meétodo utilizado para dosar os hormbénios T3 e T4 foi
guimioluminescéncia por imunoensaio competitivo (74). As analises foram
realizadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os resultados estdo expressos

em ng/mL para o T3 e em pg/dL para o T4.

4.11 Morfometria cardiaca

O indice de hipertrofia cardiaca oferece uma estimativa do aumento da
massa muscular do coracdo, o0 qual € uma caracteristica importante a ser
ressaltada no hipertireoidismo. Este foi calculado pela razdo do peso em

miligramas de tecido cardiaco pelo comprimento da tibia em milimetros (75).



34

4.12 Registro da Pressédo Aortica

Um catéter de polietileno PE-50 foi utilizado para a canulacdo da artéria
aorta via artéria carétida direita. A pressao arterial foi registrada durante 5
minutos, com 0s animais anestesiados (quetamina 90mg/kg; xilazina 10mg/kg,
i.p.), através da conexdo da canula arterial na aorta a um transdutor de presséo
(Strain-Gauge - Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155, Houston,
Texas, USA) ligado a um amplificador de sinais (Pressure Amplifier HP 8805C).
Os sinais analdgicos da pressdo foram digitalizados (CODAS - Data Acquisition

System, PC 486) com taxa de amostragem de 2000 Hz (76).

4.13 Controle simpato-vagal (Variabilidade da Frequéncia Cardiaca)

A analise no dominio da frequéncia consistiu da decomposicdo do
sistograma pela Transformada Ré&pida de Fourier (FFT). Em seguido ao
remodelamento matematico, foram obtidas as poténcias absolutas e em unidades
normalizadas nas respectivas bandas de frequéncias pré-determinadas: baixa
frequéncia (LF; 0,2-0,75 Hz) e alta frequéncia (HF; 0,75-3,0 Hz). A variabilidade do
intervalo de pulso foi obtida pela andlise do tacograma a partir do registro da PAS,
em que a frequéncia dos batimentos foi determinada pelo intervalo entre dois
picos sistélicos. Para essas analises, foram utilizados registros estaveis, de no
minimo, 5 minutos e com freqiiéncia de amostragem de 2000 Hz. Também dois
componentes foram obtidos na analise espectral: baixa frequéncia (LF; 0,2-0,75

Hz) e alta frequéncia (HF; 0,75-3,0 Hz). Os dados foram expressos em valores
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absolutos e em unidades normalizadas. O componente LF foi usado como indice
da modulagédo simpética. O componente HF foi usado como um indice de

modulagéo parassimpatica (77).

4.14 Medida de peroxido de hidrogénio

O método baseia-se na oxidacdo do vermelho de fenol pelo perdxido de
hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete, resultando num produto que
absorve luz em 610 nm. O tecido foi incubado por 30 minutos em tampéao fosfato
10 mol/L (NaCl 140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). Apds centrifugacédo por 30
segundos a 1000 X g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o
sobrenadante foi coletado e adicionado na solucdo tampao de vermelho de fenol
0,28 mol/L e peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. ApGs o intervalo de 5 minutos, foi
adicionado NaOH 1mol/L e efetuada a leitura a 610 nm. O resultados estéo

expressos em nmoles de H,O, por g de tecido (78).

4.15 Analise por “Western Blot”

O ventriculo esquerdo foi homegeneizado (Tris 20 mmol/L, NaCl 150
mmol/L, EDTA 5 mmol/L, glicerol 10%, fenil methil sulfonil fluoreto-PMSF 20
mmol/L, aprotinina 10uL/mL e leupeptina 10uL/mL) em Ultra-Turrax. A suspenséao
foi centrifugada a 1000 g por 10 minutos a 0-4°C para remocéao de nucleo e restos

celulares. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Trinta microgramas de
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proteina foram expostos a eletroforese em gel monodimensional de dodecil
sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo usando
15% (p/v) de gel separador e 5% (w/v) de gel fixador (79). As proteinas separadas
foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose, em tampéao
contendo 20 mmol/L Tris, 150 mmol/L glicina, metanol 20%(V/V) SDS 0.1% (p/v),
pH 8.2 em uma unidade Bio-Rad TransBIlot resfriada.

Apés, os sitios de ligacdo protéica ndo-especificos foram bloqueados por
incubacéo durante 1 hora em leite desnatado com Tris-buffer (63). As membranas
foram processadas por imunodetecc¢éo utilizando anticorpos de coelho anti-Nfr-2
(57 Kda, SC-722) (1:500); anti coelho anti-heme-oxigenase-1 (12 Kda, SC-10789)
(1:500), anti coelho anti-receptor AT1 (41 Kda, SC-1179(1:500), anti coelho anti-
gp91phox (91 Kda, SC-20782) (1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), incubados a 4°C. Os anticorpos primarios ligados foram detectados
utilizando anticorpos secundarios de coelho anti-cabra, coelho anti-camundongo
ou cabra anti-coelho conjugado com peroxidase de rabanete (1:10000 — 1:5000),
e as membranas foram reveladas por quimioluminescéncia. As autoradiografias
geradas foram guantitativamente analisadas para os niveis de proteinas com um
densitbmetro de imagens (Image Master VDS CI, Amersham Biosciences Europe,
IT). Os pesos moleculares das bandas foram determinados por referéncia a um
marcador padrdo de peso molecular (RPN 800 Rainbow Full Range Bio-Rad, CA,
USA). Resultados em unidades de densidade Optica, com 2 bandas

representativas de cada grupo, sobrepostas a B-tubulina.
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5. ANALISE ESTATISTICA E CALCULO DA AMOSTRA

Os resultados das analises sdo apresentados como médias e desvios
padrées. Para a comparacdo entre os grupos foi aplicada analise de variancia
(ANOVA) de uma via, complementada com o teste de Student-Newmann-Keuls, e
correlacdo produto-momento de Pearson .

O tamanho da amostra para a analise da expressao protéica, da analise da
morfologia do tecido cardiaco e da avaliagdo do estresse oxidativo foi calculado
através do programa PEPI 3, utilizando-se dados de estudos prévios realizados
pelo nosso laboratério (63). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0.05,
poder estatistico de 90% e diferenca entre as meédias de 0.1 unidades arbitrarias,

chegando-se a um n de 15 animais por grupo, em um total de 60 animais.



38

6. RESULTADOS

6.1 Hormonios da tiredide

Os grupos T4 e T4+L, tratados com T4, apresentaram um aumento de
~611% nos niveis séricos de T4 e ~230% nos de T3, em comparacdo com 0S
grupos Controle e Losartan, que nao receberam T4 (P<0,05). Estes resultados
comprovam a eficacia do método em induzir o hipertireoidismo. Valores de

hormonios da tiredide na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo sérica de hormonios da tiredide nos grupos

experimentais.

Controle Losartan T4 T4+L

T3 (ng/dL) 69 + 23 54 +8 463 +119* 405+157*

T4 (ug/dL) 3,19+1,71 235+0,11 899+199* 8,87+165*

Valores representam meédia + desvio padrdo. *=P<0,05 em relacdo ao grupo
Controle, (n=3/grupo).
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6.2 Morfometria cardiaca e parametros hemodinamicos

O hipertireoidismo foi capaz de levar a hipertrofia cardiaca, elevando a
relacdo entre peso cardiaco e comprimento tibial em ~59% no grupo T4, quando
comparado ao grupo Controle (P<0,05). O grupo T4+L apresentou um indice de
hipertrofia cardiaca (IHC) ~23% menor, quando comparado ao grupo T4 (P<0,05).

Quanto a frequéncia cardiaca, o coracdo dos animais tratados com T4
encontrava-se em estado hipercinético, caracteristico do hipertireodismo, com
aumento significativo da frequéncia cardiaca de ~52% em relagdo ao grupo
Controle (P<0,05). O grupo T4+L mostrou uma frequéncia cardiaca ~23% menor
do que o grupo T4 (P<0,05).

Entretanto, tampouco o hipertireoidismo quanto o tratamento com Losartan
apresentaram quaisquer alteragbes nos niveis pressoricos aorticos diastolicos e
sistélicos. Valores apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Relacdo peso cardiaco (mg)/comprimento da tibia (mm) — indice de

hipertrofia cardiaca (IHC), frequéncia cardiaca (bpm) (FC) e pressao aortica (mm
Hg) (PA).

Controle Losartan T4 T4+L
IHC (mg/mm) 16,10+1,05 16,41+1,49 25,66 + 3,31* 20,76 £ 2,56 *#
FC (bpm) 254 + 47 236 +41 388 + 73* 314 + 87 *#
PA diastdlica 83+7 103 +8 84 +14 88 +14
PA sistolica 107 + 4 128 + 11 109+ 14 116 + 12

Valores representam media + desvio padréo.*=P<0,05 em relagdo ao grupo
Controle, #= P<0,05 em relac&o ao grupo T4 (P<0,05), (n= 4 a 9/grupo).
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6.3 Balango autonémico

A variabilidade da frequéncia cardiaca, os componentes de baixa e alta
frequéncia, low frequency (LF) e high frequency (HF), e o balan¢co simpato-vagal
(LF/HF), foram avaliados.

O hipertireoidismo levou a alteracdes significativas em todos os parametros
avaliados. A variabilidade da frequéncia cardiaca apresentou reducao significativa
de ~66% no grupo T4 quando comparado ao grupo Controle (P<0,05). No
entanto, o tratamento com Losartan no grupo T4 preveniu esta reducao.

A faixa de baixa frequéncia normalizada (LFnu), que indica a porcentagem
de atividade autbnoma exercida pelo sistema nervoso simpatico, apresentou
incremento significativo de ~219% no grupos tratados com T4, quando
comparados ao grupo Controle (P<0,05). Todavia, o grupo T4+L apresentou uma
reducdo de ~44% deste parametro quando comparado ao T4 (P<0,05), assim
como o0 grupo Losartan que apresentou uma reducdo de ~30% em relacdo ao
Controle (P<0,05).

A faixa de alta frequéncia normalizada (HFnu), que indica a porcentagem
de atividade autdnoma exercida pelo parassimpatico sobre o coracdo, apresentou
significativa reducéo de ~53% no grupo T4, em comparacdo ao grupo Controle
(P<0,05). Ja no grupo T4+L, a reducdo foi de ~16%, em relacdo ao grupo
Losartan (P<0,05).

O balanco simpato-vagal LF/HF, que indica a proporcdo de controle
autonbmico, apresentou aumento significativo de ~770% no grupo T4 , quando
comparado com o grupo Controle (P<0,05), indicando hiperatividade simpatica,

condizente com o hipertireoidismo. Ja o grupo T4+L apresentou reducdo desta
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razdo em ~67%, quando comparado com grupo hipertireoideo T4 (P<0,05).

Valores na Tabela 3.

Tabela 3. Valores da analise espectral no dominio da frequéncia.
Controle Losartan T4 T4+L
VFC (msz) 10,54 + 1,49 11,91 +4,03 464 +181* 12,10 £ 4,24
LFnu 0,67 £0,28 0,42+0,16* 2,14+041* 1,82+ 0,52 *#
HFnu 90,90 + 1,87 95,03+297 42,73+6,43* 77,23 + 3,00 *#

LF/HF 0,10+0,01 0,03+0,01 0,87%0,34* 0,28 + 0,03 *#

Valores representam média + desvio padrdo.*=P<0,05 em relacdo ao grupo
Controle, #= P<0,05 em relac&o ao grupo T4 (P<0,05), (n=4/grupo).

6.4 Expresséo protéica de receptor AT1 e gp91phox

A quantificacdo do imunoconteudo de receptor AT1 e da subunidade
gp91phox da enzima NAPDH oxidase apresentou perfil semelhante nas duas

analises, com elevacdo maxima no grupo T4, e valores intermediarios no grupo

T4+L, figurando entre o grupo Controle e o grupo T4.

Na quantificacdo do conteudo protéico de AT1, o grupo hipertireoideo T4
apresentou aumento significativo de ~117% em relacdo ao grupo Controle

(P<0,05). O grupo T4+L ndo apresentou alteracdo nesta proteina quando

comparado com o grupo T4. Valores demonstrados na Figura 3.
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Figura 3. Imunocontetdo do receptor AT1, em densidade Optica.

Controle Losartan T4 Td+L
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Valores representam média + desvio padrao.*=P<0,05 em relacdo ao grupo Controle,
#= P<0,05 em relacdo ao grupo T4 (P<0,05), (n=4/grupo). Gel representativo,
mostrando duas bandas de cada grupo experimental.
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O imunoconteudo da subunidade gp9lphox da enzima NADPH oxidase
também apresentou elevacdo no grupo T4, de ~88% se comparado ao grupo
Controle (P<0,05). O grupo T4+L apresentou reducéo significativa de ~64%,

guando comparado com o grupo T4 (P<0,05). Valores demonstrados na Figura 4.

Figura 4. Imunocontetdo da subunidade gp91phox, em densidade Optica.
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Valores representam média + desvio padrdao.*=P<0,05 em relacdo ao grupo Controle,
#= P<0,05 em relacdo ao grupo T4 (P<0,05), (n=4/grupo). Gel representativo,
mostrando duas bandas de cada grupo experimental.
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6.5 Analise do perdéxido de hidrogénio e proteinas redox sensiveis

O hipertireoidismo promoveu aumento significativo de ~37% nos niveis de
H.O, no tecido cardiaco, comparado ao grupo Controle (P<0,05). O grupo T4+L
apresentou reducdo significativa de ~20% quando comparado ao grupo T4

(P<0,05). Dados na Figura 5.

Figura 5. Concentracao de H,O, no tecido cardiaco (nmol/g de tecido).
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Valores representam média * desvio padrdo.*=P<0,05 em relagdo ao grupo
Controle, #= P<0,05 em relacdo ao grupo T4 (P<0,05), (n=8/grupo).
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Os niveis de Nrf-2 no grupo T4 apresentaram elevacdo significativa de
~108% em relacdo ao grupo Controle (P<0,05). O grupo T4+L apresentou
reducdo significativa de ~26% em relacdo ao grupo T4 (P<0,05). Valores

demonstrados na Figura 6.

Figura 6. Imunocontetdo do fator de transcricdo Nrf-2, em densidade

Optica.
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Valores representam meédia + desvio padrdo.*=P<0,05 em relacdo ao grupo
Controle, #= P<0,05 em relagdo ao grupo T4 (P<0,05), (n=4/grupo). Gel
representativo, mostrando duas bandas de cada grupo experimental.
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A enzima Heme-oxigenase no grupo T4 apresentou elevagao significativa
de ~54% em relacdo ao grupo Controle (P<0,05). O grupo T4+L apresentou
reducdo significativa de ~30%, quando comparado com o grupo T4 (P<0,05).

Valores na Figura 7.

Figura 7. Imunocontetdo da enzima HO, em densidade 6ptica.
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Valores representam meédia + desvio padrdo.*=p<0,05 em relagdo ao grupo
Controle, #= P<0,05 em relagcdo ao grupo T4 (P<0,05), (n=4/grupo). Gel
representativo, mostrando duas bandas de cada grupo experimental.



6.6 Correlagcbes de Pearson

Os valores de hipertrofia cardiaca e peroxido de hidrogénio apresentaram

correlagéo positiva direta de 0,99 (P<0,01) (figura 8).
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Figura 8. Correlacao entre IHC e H,0..



Os niveis de peroxido de hidrogénio também apresentaram correlagcéo

positiva direta de 0,98 com a expresséo da subunidade gp91phox (P<0,01)

(Figura 9).

Figura 9. Correlacao entre H,O, e gp91phox
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, foi enfocada a relacdo entre balango simpato-vagal
cardiaco, sistema renina angiotensina e o papel das espécies ativas de oxigénio
no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo.
Primariamente, foi observado um desequilibrio autonémico, indicando uma
exacerbada ativacdo simpatica (atribuida especialmente a razdo LF/HF) no grupo
hipertireoideo. Em segundo lugar, foi verificada influéncia do sistema renina
angiotensina tanto no balanco autonémico quanto na hipertrofia cardiaca, uma
vez que a inibicdo do receptor AT1 no grupo T4 gerou uma atenuacdo das
alteracdes nos parametros espectrais e da massa cardiaca induzidos pelo
hipertireoidismo. Finalmente, o bloqueio do receptor AT1 conduziu a reducdo néo
somente nos niveis de peroxido de hidrogénio (H,0O,), mas também nos sistemas
de resposta ao estresse oxidativo, como o Nrf-2 a heme-oxigenase-1 (HO-1).

A confirmacdo do desenvolvimento do modelo de hipertireoidismo, neste
estudo, se deu inicialmente pelo aumento nos niveis de hormoénios da tiredide. A
elevacao dos niveis hormonais (aproximadamente 611% para o T4 e 230% para o
T3) nos animais submetidos a este modelo experimental, sugerem um quadro de
hipertireoidismo tireotoxico. Por conseguinte, esta situacédo possibilita um grande
impacto sobre os aspectos hemodinamicos e morfométricos cardiacos nos ratos
hipertireoideos. Desta forma, foram analisados relevantes parametros, tais como
pressdo arterial sistolica, pressdo arterial diastélica, e frequéncia e massa
cardiaca, a fim de observar o estabelecimento do hipertireoidismo neste
experimento.

Inicialmente, ndo foram observadas alteracbes na pressdo arterial. Esta

descrito que os hormdnios da tiredide exercem um importante papel vasodilator,
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uma vez que modulam vias de sinalizacdo que estimulam a sintese de
vasodilatadores, como o Oxido nitrico. Neste contexto, haveria uma reducédo da
resisténcia periférica total associada ao aumento do débito cardiaco, induzidos
pelos hormbnios da tiredide. A resultante desta associacdo poderia ser um dos
fatores importantes na manutencédo dos niveis pressoricos do grupo hipertireoideo
(4; 12). Neste cenério, estudos prévios do nosso grupo demonstraram um
aumento da presséo sistdlica ventricular esquerda e da presséo diastdlica final
ventricular esquerda, porém sem haver alteracdo na pressao arterial (63).

Por outro lado, os ratos hipertireoideos desenvolveram um expressivo
aumento na frequéncia cardiaca. Este dado reflete o importante efeito
cronotropico positivo dos hormdnios da tiredide sobre o tecido cardiaco (3). A
taquicardia induzida pelo hipertireoidismo é um sintoma clinico classico observado
em pacientes hipertireoideos (44). Um amplo espectro de fatores pode influenciar
as variacfes da frequéncia cardiaca, tais como sistema nervoso autbnomo e
sistema renina angiotensina. De fato, o grupo T4 demonstrou importante
incremento na frequéncia cardiaca, sendo o sistema nervoso simpatico um
provavel elemento chave neste processo no hipertireocidismo (80).
Adicionalmente, também € importante a avaliagcdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca, uma vez que este parametro pode indicar informacdes a respeito do
controle autonémico, demonstrando a influéncia do balanco simpato-vagal sobre a
frequéncia cardiaca. A diminuicdo na capacidade do coragcdo de variar a sua
frequéncia denota um relevante fator predisponente para o aparecimento de
eventos cardiacos (31). Desta forma, para testar a hipétese do envolvimento do
sistema autonémico, foi realizada a andlise espectral para explorar aspectos

como a variabilidade da frequéncia cardiaca, o componente de baixa frequéncia
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normalizada (LFnu), que indica a porcentagem de atividade autbnoma exercida
pelo sistema nervoso simpatico e o componente de alta frequéncia normalizada
(HFnu), que indica a porcentagem de atividade autdonoma exercida pelo
parassimpatico sobre o coracdo, assim como, a razdo LF/HF (balan¢co simpato-
vagal) (81). Observamos uma elevacdo na atividade simpatica e redugdo da
atividade vagal no coracdo dos ratos hipertireoideos, verificada pela diminuicao da
variabilidade da frequéncia, aumento no componente LFnu e reducdo no
componente HFnu, neste grupo. Em relacdo a analise do balanco simpato-vagal,
0 grupo T4 demonstrou um desequilibrio neste sistema, com predominancia do
sistema simpatico. Portanto, estes dados sugerem que o hipertireoidismo conduz
a elevacdo da atividade simpatica sobre o tecido cardiaco. Estes dados
experimentais corroboram com os achados clinicos que sugerem um estado
hiperadrenérgico para os pacientes hipertireoideos. De fato, pacientes quando
tratados com beta-bloqueadores, apresentam melhora dos parametros da anélise
espectral. Por outro lado, alguns autores relatam a relacdo entre o sistema
nervoso simpatico e sistema renina angiotensina no hipertireoidismo (15).

Neste contexto, procedeu-se o bloqueio do receptor tipo | da angiotensina
(AT1) com losartan, inibidor seletivo do receptor AT1. A dose utilizada (10 mg/Kg
de peso corporal/dia) foi preconizada para ndo alterar significativamente os
valores da pressdo arterial (54). Como mostrado em nossos resultados, 0s
animais tratados com losartan (grupos Losartan e T4+losartan) ndo apresentaram
modificacdes significativas nos valores das pressbes arteriais sistolica e
diastdlica. Por outro lado, a administracdo do losartan gerou um importante
impacto sobre a frequéncia cardiaca dos animais hipertireocideos (grupo

T4+Losartan), reduzindo-a significativamente. Do mesmo modo, este tratamento
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recuperou completamente a variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais
hipertireoideos. Por conseguinte, os demais parametros da analise espectral
também sofreram influéncia do bloqueio do receptor AT1. Os animais controles
tratados com lostartan (grupo Losartan) mostraram diminuicdo da porcentagem de
atividade exercida pelo sistema nervoso simpatico sobre o coragdo, como
demonstrado pela reducdo do componente LFnu. Da mesma forma, os animais
hipertireoideos, que receberam losartan (grupo T4+Losartan), também
apresentaram um decréscimo do impacto do sistema nervoso simpatico sobre o
tecido cardiaco, havendo uma reducdo de 44%, aproximadamente, no
componente LFnu em relagéo ao grupo T4. Por outro lado, o bloqueio do receptor
AT1 nos ratos hipertireoideos levou ao aumento da porcentagem de atividade
exercida pelo sistema nervoso parassimpatico, indicando uma recuperagao
parcial da atividade vagal sobre coracdo, como observado pelo aumento do
componente HFnu. Em verdade, o tratamento dos animais hipertireoideos com
losartan promoveu uma recuperacéao parcial das condic¢des fisiologicas do sistema
autonémico, especialmente, do balanco simpato-vagal. A aumentada razdo LF/HF
dos animais hipertireoideos, indicando maior influéncia da acdo simpatica, foi
significativamente reduzida pela administracdo de losartan no grupo T4. Estes
dados sugerem uma importante comunicagcdo entre 0Ss sistemas nervoso
simpatico e renina angiotensina neste modelo hipertireoidismo.

Em paralelo, o hipertireoidismo experimental também induziu o crescimento
cardiaco, conforme verificado no grupo T4. O desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca é um efeito conhecido dos hormbnios da tiredide (63). Neste contexto,
ressalta-se o mecanismo classico de acdo dos hormdnios da tiredide, em que o

complexo hormdnio-receptor nuclear promove a transcricdo génica de proteinas
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estruturais, levando ao crescimento do miocardio (82). Por outro lado, tem sido
descrita uma agéo nao-classica dos hormonios da tiredide, onde estes horménios
poderiam se ligar aos receptores na superficie da célula (proteina integrina),
disparando a transducdo de sinal através da via das cinases (ERK 1/2, PI3K,
AKT, FRAP) na direcdo do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (83). Estudos
prévios do nosso laboratério também demonstraram que em duas semanas de
inducdo de hipertireoidismo (12 mg/L de T4) os animais ja apresentavam
hipertrofia cardiaca, porém com algumas proteinas apoptéticas ativadas (84).
Adicionalmente, experimentos, em que a inducdo ao hipertireoidismo foi por
guatro semanas, demonstraram a ativagdo de vias de sinalizagdo para o
crescimento (AKT e ERK 1/2) associada ao estabelecimento da hipertrofia e
sinais de insuficiéncia cardiaca (63; 85). Ademais, também tem sido atribuido
papel importante ao sistema renina angiotensina, como modulador desta via de
sinalizacdo para o crescimento cardiaco no hipertireoidismo (86).

Recentemente, dados da literatura demonstraram que os hormdnios da
tiredide estimulam a ativacdo do sistema renina angiotensina no coracéo, levando
ao desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (47). Protocolos experimentais in vivo
demonstraram importante participacdo do receptor AT1, neste contexto (86). Em
um estudo in vivo prévio de nosso laboratério, foi observado aumento na
expressao protéica dos receptores AT1 e AT2 nos ratos hipertireoideos, o qual
estava associado com o0 aumento da massa cardiaca (87). Assim, como foi visto
no presente estudo, os animais hipertireoideos, que desenvolveram hipertrofia
cardiaca, apresentaram maior expressao protéica do receptor AT1 em relacdo
aos seus respectivos controles. Com base nisto, para avaliar o envolvimento

efetivo do sistema renina angiotensina nas alteracfes cardiacas no presente
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estudo, o grupo hipertireoideo foi tratado com losartan, um bloqueador especifico
do receptor AT1.

Nossos resultados mostraram que a inibigdo do receptor AT1 pelo losartan
em animais hipertireoideos promoveu a reducdo do indice de hipertrofia cardiaca
no grupo T4+L, sugerindo um envolvimento efetivo deste sistema como
modulador do crescimento da massa cardiaca no hipertireoidismo. Todavia, ndo
houve alteracdo na expressao protéica deste receptor no grupo hipertireoideo
tratado com losartan. Este fato denota que nao apenas a expressao do receptor
AT1, mas também a sinalizacao intracelular, por ele desencadeada, é importante
na ativagéo do desenvolvimento do tecido cardiaco induzido pelos horménios da
tireoide.

Desta forma, foram avaliados os mecanismos moleculares associados a
transducdo de sinal a partir do receptor AT1, nos coracdes hipertireoideos (47).
Neste estudo, foi observado o papel importante da NADPH oxidase na ativacao
do sistema renina angiotensina induzida pelo hipertireoidismo (88). Em 2011,
Araujo e colaboradores demonstraram aumento no imunoconteudo da subunidade
gp91phox nos ratos hipertireoideos (87). Estes dados corroboram com este
estudo, em que também se observou uma elevacao na expressao protéica desta
subunidade, nos grupo hipertireoideo, sendo que o tratamento com losartan
promoveu significativa reducdo no imunoconteudo desta proteina.

Somado a isto, a NADPH oxidase € uma importante enzima geradora de
anion radical superéxido (O,"), sendo este radical livie um possivel intermediario
na sinalizacdo intracelular na transducdo de sinal do receptor AT1 (89). O
tratamento dos animais hipertireoideos com losartan poderia diminuir a producéo

desta espécie ativa de oxigénio, uma vez que, no grupo T4+losartan, a expressao
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protéica desta foi diminuida. Desta forma, reduzindo a sinalizacdo para o
crescimento celular no coragéo dos ratos hipertireoideos.

A relacdo entre os hormdnios da tiredide e as espécies ativas de oxigénio
(EAO) é largamente estudada (63; 90; 91). Classicamente, o consumo de
oxigénio induzido pelos horménios da tiredide pode levar ndo somente ao
aumento na geracdo de EAO, como também a respostas contra-regulatorias (92).
Neste estudo, o grupo T4 apresentou niveis mais elevados de H,0,. Ao H,O, tém
sido atribuidas funcfes envolvidas ndo somente com o estresse oxidativo, mas
também no processo de sinalizagdo intracelular na homeostase do crescimento
celular no tecido cardiaco (93). De fato, existe uma correlagcdo positiva (r=0,99
P<0,01) entre os niveis de H,O, com o indice de hipertrofia cardiaca (IHC) neste
modelo de hipertireoidismo. Dados da literatura claramente demonstram que o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca esta associado a producéo desta espécie
ativa de oxigénio (94). Resultados prévios do nosso laboratério indicaram a
associacao entre a ativacao de proteinas de sobrevivéncia (por exemplo, AKT),
hipertrofia cardiaca e aumento de peroxido de hidrogénio no hipertireoidismo,
bem como, uma significativa reducédo destes fatores com a administracdo de um
antioxidante (95). Em paralelo, o sistema renina angiotensina também contribui
para a producdo de EAO no hipertireoidismo. A estimulacdo da angiotensina Il
sobre o receptor AT1 promove uma transducdo de sinal mediante ativacdo da
NADPH oxidase, como referido acima. O O, produzido pela NADPH oxidase
poderia ser dismutado pela superoxido dismutase (SOD), levando a formacéao
perdxido de hidrogénio (H202) (96). Neste cenario, foi demonstrado um aumento
nos niveis de SOD, ndo somente em relacdo a sua atividade, mas também na

expressao protéica desta enzima, no hipertireoidismo (63). Este sistema poderia
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explicar, em parte, o aumento do H»O; no grupo hipertireoideo. Nossos resultados
também apresentaram uma correlacao positiva (r=0,98 P<0,01) entre os niveis de
H.O, e gp91phox, demonstrando uma possivel interacdo entre o sistema renina
angiotensina e a geragcado de EAO no hipertireoidismo. Neste contexto, 0s ratos
hipertireoideos tratados com losartan apresentaram uma reducdo dos niveis de
H,0,, reforcando que a ativacdo do receptor AT1 exerce um relevante papel na
formacdo de EAO no hipertireoidismo. As variagdes nos niveis de H,O, podem
modular algumas proteinas sensiveis ao estado redox ativando ou inibindo-as
(66). Dentre estas proteinas, pode-se destacar o complexo Nrf-2- Keapl.

A proteina Keapl forma um dimero com o Nrf-2 e promove sua degradacéo
proteossomal. O Keapl é rico em residuos de cisteina reduzidos (SH-), sendo
sensivel a oxidacdo. Quando o Keapl € oxidado, ocorre uma mudanca na sua
conformacéo, levando ao seu desligamento do Nrf-2 no citoplasma. Este ultimo,
guando livre, € um importante fator de transcricdo que modula a expressao génica
de um amplo espectro de proteinas antioxidantes, tais como enzimas da via da
glutationa, como glutationa-S-transferase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase (68). Nossos resultados mostraram um aumento nha expressao protéica
do Nrf-2 que foi associado aos niveis elevados de H,O; no grupo hipertireoideo.
Estes dados estdo em concordancia com os achados de Araujo e colaboradores,
2010 (97). Entretanto, o grupo hipertireoideo tratado com losartan apresentou
uma pequena, mas significativa, reducdo na expressao desta proteina (P<0,05). E
possivel que as concentracfes mais baixas de H»0,, no grupo T4+Losartan,
tenham influenciado na reducéo da expressédo protéica do Nrf-2. OQutra proteina

modulada pelo Nrf-2 € a heme-oxigenase-1 (HO-1).
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A HO-1 € uma proteina que esté envolvida no metabolismo do grupo heme,
cujos metabdlitos exercem um potente papel antioxidante. Em paralelo, a HO-1
também pode atuar como uma proteina cardioprotetora. Alguns autores
demonstraram que HO-1 poderia agir como uma proteina moduladora do
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, impedindo a sua progressdo para
insuficiéncia cardiaca (69). Nossos resultados mostraram que hipertireoidismo
levou ao aumento da expressao protéica desta proteina. A elevacao nos niveis da
HO-1 pode ser uma resposta contra-regulatoria ao desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca, no hipertireoidismo. Adicionalmente, cabe ressaltar também seu papel
antioxidante, uma vez que as concentracdes de H,O, estdo elevadas no grupo
T4. Por outro lado, o tratamento do grupo T4 com losartan diminui a expressao
protéica da HO-1. Este fendmeno poderia estar relacionado ndo somente a
reducdo de peroxido, mas também a diminuicdo da massa cardiaca no grupo
T4+Losartan. De fato, o mesmo perfil foi verificado com a hipertrofia cardiaca,
indicando associacao entre o0 sistema renina angiotensina e a resposta celular da
HO-1 no tecido cardiaco de ratos hipertireoideos.

Em resumo, a inibicdo do receptor AT1 promoveu importante impacto no
balanco simpato-vagal cardiaco, no hipertireoidismo. Somado a isto, o tratamento
com losartan, nos ratos hipertireoideos, também reduziu a massa cardiaca,
demonstrando participacdo critica do sistema renina angiotensina no
estabelecimento da hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo. Ademais,
as concentracbes de H,O, e de proteinas contra-regulatérias, tais como Nrf-2 e
HO-1, foram sensiveis ao bloqueio do receptor AT1. Estes dados sugerem que o
ambiente redox celular constitui importante mediador das alteracfes cardiacas

funcionais e morfologicas, no hipertireoidismo.
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8. CONCLUSOES

O tratamento com T4 diluido na agua de beber foi efetivo em induzir o
hipertireoidismo, de acordo com 0s niveis séricos dos horménios da
tiredide;

O hipertireoidismo promoveu alteragcdo no controle autonémico cardiaco,
demonstrado pela analise espectral do dominio da frequéncia,
possivelmente por modular a acdo adrenérgica sobre o coracao, bem como
pela agéo sobre o sistema renina angiotensina;

O hipertireoidismo foi capaz de induzir hipertrofia cardiaca, reduzida pelo
Losartan, sugerindo a participacdo do sistema renina angiotensina no
estabelecimento da hipertrofia cardiaca induzida pelos horménios da
tireoide;

Os horménios da tiredide promoveram aumento da expressao protéica do
receptor AT1 e da subunidade gp9lphox, sugerindo uma modulacéo
destes hormdnios sobre estas proteinas no tecido cardiaco;

O aumento nos niveis dos hormdnios da tirebide promoveu desequilibrio
redox, através do acumulo de H,O,, induzindo aumento da expressao das
proteinas redox-sensiveis contra-regulatérias Nrf-2 e HO-1, que modulam a
hipertrofia cardiaca e com possivel participacdo do sistema renina

angiotensina.
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