UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

Viviane Cristina Pederiva

IMPACTO DA HOMEOSTASE REDOX SOBRE O EFEITO VASOATIVO DOS
HORMONIOS DA TIREOIDE

Porto Alegre
2022



Viviane Cristina Pederiva

IMPACTO DA HOMEOSTASE REDOX SOBRE O EFEITO VASOATIVO DOS
HORMONIOS DA TIREOIDE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia do Instituto de Ciéncias Béasicas da
Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a
obtencao do titulo de mestre em Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Alex Sander da Rosa Araujo
Coorientador: Dr. Patrick Turck

Porto Alegre
2022



CARTA DE APROVACAO

@w UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %CEUA
\ L = UGS

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

CARTA DE APROVACAO
Comisséao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
Nimero: 38964
Titulo:

Impacto da homeostase redox scbre o efeito vasoativo dos horménios da tirecide
Vigéncia: 07/07/2020 & 07/12/2023

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

ALEX SANDER DA ROSA ARAUJO - coordenador desde 07/07/2020

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
08/06/2020 - Reunido por ambiente virtual - Plataforma UFRGS - Mconf, ern seus aspectos
éticos e metodol6gicos, para a utilizagdo de 180 ratos machos Wistar com 45 dias de idade,
provenientes do CREAL/UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas
Nacionals e Internacionais, especialmente a Lei 11,794 de 08 de novembro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgao, manutencgéo
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

Forto Alegre, Segunda-Fera, 15 de Junho de 202 /]
/i f’)’(’./,ff L é'

ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA




“Existem mais pessoas que desistem, do que pessoas que
fracassam” — Henry Ford

“Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas
ao tocar em uma alma humana, seja apenas outra alma
humana” — Carl Jung

“Diante da vastidao do tempo e da imensidao do universo,
€ um imenso prazer para mim dividir um planeta e uma
época com vocé” — Carl Sagan



DEDICATORIA

Quero dedicar esse trabalho a todos os pesquisadores que se empenham para
buscar conhecimentos maiores sobre os hormoénios da tireoide e sua funcéo,

principalmente, frente ao endotélio vascular, como a vasodilatacao.

Dedico esse trabalho também, a todas as pessoas que se beneficiardo com
esses resultados. Aos pacientes, acometidos por patologias diversas, que possam

estar desesperangosos, persistam e mantenham-se firmes em seus tratamentos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer a Deus, pois nada disso seria feito sem que
Ele assim o quisesse.

Agradeco aos meus pais, que sempre me apoiaram e ajudaram a me manter
firme nesse caminho cheio de incertezas e insegurancas. Pelo esfor¢co que fizeram
para que essa etapa na minha vida fosse concluida com sucesso.

Ao meu namorado, que me apoiou e incentivou ao longo dessa trajetoria,
principalmente nos momentos que foram mais decisivos, sendo compreensivo em
todos os momentos.

Aos demais familiares e amigos, que estiveram de uma forma ou outra,
apoiando e incentivando nos momentos dificeis.

Ao orientador Professor Dr. Alex Sander da Rosa Araujo, pela forma acolhedora
com que trabalhou comigo.

Ao meu coorientador Dr. Patrick Turck, pelo tempo dedicado a me ajudar nesse
trabalho, e pelo conhecimento compartilhado.

Aos demais professores, pesquisadores e colegas do Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do ICBS, que sempre estiveram de uma forma ou outra se
disponibilizando para auxiliar em qualquer ponto necessario.

A agéncia de fomento, Cnpqg, pelo auxilio financeiro que possibilitou essa
pesquisa.

A UFRGS, pelos seus laboratorios, e todos funcionarios, desde o mais simples
até os mais altos cargos, que possibilitam que todos os profissionais possam trabalhar

de maneira eficaz e tranquila.



RESUMO

O aumento do numero de diagnosticos de doencas cardiovasculares e a preocupacao
com o prognostico dos pacientes acometidos por tais patologias vem preocupando a
sociedade ja algum tempo. Com isso, pesquisas vém sendo feitas a fim de buscar
novos conhecimentos sobre tratamentos possiveis. Uma dessas areas sob analise
envolve os efeitos vasodilatadores dos hormoénios tireoidianos. Nesse estudo,
objetivamos analisar os efeitos vasodilatadores da triiodotironina (T3) em aortas de
ratos Wistar machos com 45 dias de idade. Analisamos a reatividade vascular em
grupos com e sem endotélio, na presenca de éster metil-N-nitro L-arginina (L-NAME),
gue é um inibidor da oOxido nitrico sintase (NOS). Nesse contexto, verificamos a
participacdo da modulacdo da homeostase redox, por meio da atividade das enzimas
NADPH oxidase, superoxido dismutase (SOD) e catalase, assim como da
mensuracao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) e do grupo sulfidrilas
(SH). Nos protocolos realizados para a analise da reatividade vascular, tanto na
presenca de endotélio, com a administracdo de L-NAME, quanto na sua auséncia,
encontramos o efeito vasodilatador de T3 nas maiores doses administradas. Nos
protocolos que envolveram as andlises bioquimicas, observamos diminuicdo da
atividade da enzima NADPH oxidase e o aumento da atividade da enzima SOD na
presenca de T3. Os dados sugerem que o T3 possui acdo vasodilatadora
independente de endotélio, mas dose-dependente; ademais, esse efeito sobre o0 vaso

pode envolver uma preservacédo da homeostase redox.



ABSTRACT

The increase in the number of diagnoses of cardiovascular diseases and the concern
about the prognosis of patients affected by such pathologies has been worrying society
for some time. As a result, further research was carried out in order to gain new
knowledge about possible treatments. One of the areas of research involves the
vasodilatation effect of the thyroid hormones. In this study, we aimed to explore the
effects of T3 in aortas of 45-day-old male Wistar rats. We analyzed vascular reactivity
in groups with endothelium and without endothelium, in the presence of the methyl-N-
nitro L-arginine ester (L-NAME), which is a nitric oxide synthase (NOS) inhibitor. We
evaluated the oxidative stress through, NADPH oxidase, superoxide dismutase (SOD),
and catalase activity and reactive oxygen species (ROS) levels, as well as the
concentration of the sulfhydryl group (SH). In the vascular reactivity protocol, both with
and without endothelium, with the L-NAME administration, T3 administration led to
vasodilation. Oxidative stress-induced in vitro experiments, revealed reduced NADPH
oxidase, and increased SOD activities in the presence of T3. We conclude that T3
vasodilatation effect is endothelium-independent and dose-dependent and may be

associated with redox homeostasis modulation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Glandula Tireoide

A glandula da tireoide possui um formato de borboleta, e se localiza na regido
anterior ao pescoco, logo abaixo da laringe. Cada lobo possui cerca de 4 cm de
diametro. E responsavel pela sintese e secre¢édo dos hormonios triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4), que sdo abordados nesse trabalho, e também pela calcitonina
(SILVERTHORN, 2017; GUYTON & HALL, 2015; AIRES, 2015; RUBIN, 2010).

A sintese dos hormonios da tireoide se d& por meio das células foliculares
presentes na glandula da tireoide. Primeiramente, tem-se a conversao de iodeto para
a forma oxidada de iodo (GUYTON & HALL, 2015). As células foliculares sintetizam
inicialmente a tireoglobulina, que é encaminhada para o coloide, onde, somente nele
havera a iodagéo dos residuos de tirosina da tireoglobulina. A tireoglobulina ligada a
um atomo de iodo forma o MIT (monoiodotirosina), ja a ligacéo da tireoglobulina com
dois 4tomos de iodo formam o DIT (di-iodotirosina). E com a liga¢&o de MIT e DIT que
ocorre a sintese dos hormdénios da tireoide propriamente ditos (a ligacdo de um MIT
mais um DIT forma o T3; ja a ligacdo de dois DITs forma o T4). (SILVERTHORN,
2017; GUYTON & HALL, 2015; RUBIN, 2010).

111T3eT4

A tireoide esta encarregada de sintetizar e secretar os horménios tiroxina (T4)
e triiodotironina (T3), sendo que o T3 é a forma mais ativa, e por isso, responsavel
pelos efeitos fisioldgicos no organismo, mesmo que este se encontre em menores
guantidades (SILVA, et. al. 2018). Ja o T4, é considerada um pré-horménio, uma vez
gue se apresenta menos ativo, assim como sua deiodinagédo promove a formacéao de
T3 (SILVERTHORN, 2017; RUBIN, 2010).

Ha um tempo atras, pensava-se que 0os hormoénios da tireoide se difundiam para
fora da célula folicular, mas ja se tem conhecimento da existéncia do transportador

monocarboxilato que participa dessa atividade (AIRES, 2015).

Esses horménios possuem maior dificuldade para passar livremente pela

corrente sanguinea, sendo necessario, em uma grande porcentagem, a ligacdo com
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um transportador, como a globulina ligadora da tiroxina (TGB) (SILVERTHONR,
2017). Entretanto, conseguem atravessar a membrana da célula-alvo faciimente,
entrando em contato com receptores intracelulares que se encontram no ndcleo da
célula, podendo estar associados com o DNA diretamente. Porém, essa passagem é
saturavel e gasta energia, com isso esses hormdénios podem ainda se ligar a
receptores de membrana celular (AIRES, 2015) ou ainda podem modular vias
intracelulares por meio da ligacdo com proteinas especificas (GUYTON & HALL, 2015;
RUBIN, 2010).

Pelo fato de existir, circulando pela corrente sanguinea, maior quantidade de T4,
€ importante reconhecermos que a maior producéo de T3 se d& na propria célula-alvo
por meio da conversao, através de deiodinases (especialmente tipo | e tipo 1), enzimas
conversoras especificas, que podem converter T4 em T3 ou em T3-reverso (SILVA et
al. 2018; SAMUEL et al. 2017; SILVERTHORN, 2017).

1.1.2 Efeitos nos Diferentes Sistemas do Corpo Humano

Ha& em praticamente todos os tipos celulares proteinas receptoras para o T3.
Isso significa dizer que, T3 possui acdo em diferentes regidbes do organismo
(SILVERTHORN, 2017), podendo interferir tanto positivamente quanto
negativamente, quando em altas concentracdes, principalmente, no masculo cardiaco
e na vasculatura. Ha receptores dos hormonios da tireoide nas células endoteliais
(SAMUEL et al. 2017). Neste contexto, T3 pode estimular a vasodilatacdo e provocar
reducdo da resisténcia vascular total, a fim de compensar a demanda maior do
metabolismo provocada pelo aumento da taxa metabdlica basal ocasionado pelo
préprio horménio (SILVA et al. 2018; GONCALVES et al. 2006; EPSTEIN et al. 1994).

Entre alguns outros efeitos que o T3 pode ocasionar no organismo,
encontramos o aumento da frequéncia cardiaca e aumento do fluxo sanguineo. Fora
do sistema cardiovascular, ele pode gerar aumento da frequéncia respiratoria,
aumento da atividade metabolica celular, aumento do numero e da atividade das
mitocondrias, estimulo do metabolismo dos carboidratos e lipideos, efeito
termogénico, entre outros, como mostrado na figura 1, logo abaixo (GUYTON & HALL,
2015; RUBIN, 2010).
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Efeitos intracelulares
(principais)

Enumas' ) @ ¢ TMitocéndria
respiratorias

T Atividade bomba T Proteinasde
sodia/potéssio Sacdiraenta

o
e maturagao
celular

Efeitos no corpo
(principais) l Tecido adiposo

T Didxido de carbono
TDébito cardiaco

T Termogénese

T Ventilagdo T Sudorese

o l Massa muscular
Fungaorenal

Figura 1: Efeitos causados pelo T3. Adaptado de BERNE & LEVY, 2018

*As setas para cima indicam aumento dos componentes ou efeitos indicados, ja as setas para
baixo indicam diminuicdo dos componentes ou efeitos indicados.

No estudo de Ojamma et al. 1996, o T3 foi descrito apresentando uma
importante funcdo vasodilatadora. Além disso, o receptor nuclear dos horménios da
tireoide alfa (TRa) parece ser essencial para o controle do tonus vascular,
particularmente do relaxamento mediado por T3 (LIU et al. 2014). Ja é sabido que as
acOes mais comuns de T3 se dao através de ativacdo genbmica, levando a ativacéo
ou inibicdo da transcricdo de genes (NUNES et al. 2003). Com novos dados na
literatura relatando que além de respostas gendmicas o T3 também desenvolve
respostas rapidas envolvendo sinalizacdo de receptor de membrana, ja existem
algumas vias de atuacdo conhecidas, sendo dois exemplos a via PKG/VASP (via
proteina quinase-G/fosfoproteina estimulada por vasodilatador) (SAMUEL et al. 2017)
e a via PI3K/Akt (via fosfatidilinositol-3-quinase/proteina quinase-B) (CARRILLO-
SEPULVEDA et. al. 2010). Essas vias medeiam o efeito direto de T3, ativando a eNOS
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e consequentemente a acdo vasodilatadora rapida nas células da musculatura lisa
vascular e nas células endoteliais (SAMUEL et al. 2017; NING et al. 2013; HIROI et.
al. 2006).

Embora o hormonio tireoidiano promova o relaxamento vascular e reduza a
contracdo da musculatura lisa do vaso em virtude da producéao de éxido nitrico (NO)
nas células do musculo liso vascular, niveis elevados dos horménios, assim como sua
acao em ambientes celulares previamente oxidados, podem amplificar o efeito de

vasoconstricdo (HU et al. 2014).
1.2 Sistema Cardiovascular

O sistema cardiovascular € composto pelo coracéo, que funciona como bomba
para manter o sangue circulando, e pelos vasos sanguineos, compostos pelas
artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias. Esses vasos sdo formados por algumas
camadas de tecidos especificos. Como exemplo, as artérias possuem uma camada
muito mais grossa de musculo liso e tecido eldstico, ja que elas precisam suportar
pressdes maiores de sangue. Um importante componente que estd presente nos
vasos é o endotélio vascular (SILVERTHORN, 2017; GUYTON & HALL, 2015).

1.2.1 Endotélio Vascular

O endotélio vascular, por muito tempo, foi entendido como sendo apenas uma
fina camada de células que compunha os vasos sanguineos. Contudo, foi observado
gue as células endoteliais possuem fun¢des como a sintese e secrecdo de muitas
substancias bioativas que participam de diversas reacbes locais nos vasos
sanguineos. (TEIXEIRA et al. 2014). Essas substancias desempenham papéis na
vasodilatacdo (por exemplo o NO e algumas prostaglandinas) e vasoconstricdo (tal
como a endotelina). O principal vasodilatador produzido pelo préprio endotélio
vascular € o NO (AIRES, 2015; RUBIN, 2010; GOTTSCHALL, 2005).

A clivagem do aminoéacido L-arginina para L-citrulina gera o NO, pela acéo da
enzima oOxido nitrico sintase (NOS), a qual se apresenta em trés isoformas diferentes,
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), 6xido nitrico sintase neuronal (NnNOS) e éxido
nitrico sintase induzivel (INOS) (GOTTSCHALL, 2005).
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O NO possui um relevante papel na manutencdo de um endotélio saudavel e
intacto. Trabalha como um mensageiro local, que transmite sinais do endotélio para
as demais células lisas da regido. Por exemplo, para modular o ténus vascular,
gerando vasodilatacdo, e participar da proliferacdo das células da musculatura lisa
vascular, ele aumenta a formacéo de GMPc (monofosfato ciclico de guanosina), o que
posteriormente ocasiona a ativacao da proteina cinase dependente de GMPc (AIRES,
2015; RUBIN, 2010). Porém, quando sua sintese é afetada, ocorrendo um
desequilibrio entre suas concentracdes, que gera estresse oxidativo através dos
radicais livres presentes, que intensifica o dano endotelial (NEVES et al. 2016;
TEIXEIRA et al. 2014; GOTTSCHALL, 2005).

1.3 Radicais Livres

Sabe-se que os radicais livres estdo ligados diretamente ao desenvolvimento
de algumas doencas, como por exemplo as de origem vascular e neuroldgica
(HALLIWELL et al. 2004).

Os radicais livres podem ser formados a partir de reacdes de oxido-reducéo no
proprio metabolismo aerdbio. Eles sdo espécies quimicas reativas com elétrons ndo
pareados na Ultima camada de valéncia ou no orbital mais externo, situagdo que 0s
mantém mais instaveis (FERREIRA et al. 1997). Produzidos em locais como na
mitocondria, em elevadas concentracdes, tornam-se toxicas, as células (BARBOSA et
al. 2010; RUBIN, 2010).

Nem todas as espécies reativas que causam danos ao organismo sao radicais
livres. Entdo é errbneo dizer que apenas radicais livres geram danos celulares.
Existem, dessa forma, outras espécies nao radicalares que podem derivar do oxigénio
e apresentar consideravel reatividade com outras biomoléculas. Portanto, no sentido
de agrupar essas estruturas quimicas radicais e ndo-radicais, criou-se a denominacgao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) (FERREIRA et al. 1997).

Na figura 2, mostrada a seguir, observa-se as espécies reativas mais

comumente geradas no organismo:
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Figura 2: Reac8es quimicas que geram as espécies reativas de Oz (BAST, 1991)

1.4 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produtos que se formam no
decorrer do processo de reducdo das moléculas de O2. O Oz é reduzido para formar
moléculas de &gua (H20), como demonstrado na figura abaixo. Esses produtos
intermediarios possuem potencial de reacdo a outras moléculas, em especial
proteinas e lipideos (RADI, 2018), e producdo de danos nas células de diversos
tecidos (FERREIRA et al. 2019; FERREIRA et al. 1997). A figura 3 abaixo, mostra o

processo de reducdo do oxigénio e a consequente formacdo de espécies reativas.

2H

(H:0:0) HO 2

H,.O, (HOé H)

02 (6:5)
| J—

e

4

* o= (:g':):g':)j)

v

¥

l )

H_.O (H:O: H)

Figura 3: Reducdo de O: até se transformar em H20, com formagdo de diversas espécies reativas
(FERREIRA et al. 1997)
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Assim como a mitocondria é responsavel pela formacao de radicais livres, ela
também esta envolvida com a producdo de espécies reativas de oxigénio. Muitas
enzimas estdo ligadas com a produgcédo de EROS, sendo bastante proeminente o
papel da NADPH oxidase com acéo pro-oxidante (KOCHMAN et al. 2021; QADDUMI
etal. 2021; ORTIZ et al. 2015; KONIOR et al. 2014; RABELO et al. 2010). Um exemplo
de espécie reativa que possui alto potencial, mas ndo € considerado um radical livre
€ o peroxido de hidrogénio (H202) (BARBOSA et al. 2010). Outras espécies possuem
alta reatividade, como é o caso do radical hidroxila (OH¢), que rapidamente reage com
metais, oxidando-os e lesando, assim, as células (FERREIRA et al. 1997). Rabi 2018,
descreveu que quantidades exageradas de O:2" (radical superéxido) e H202 geram
reacdes de oxidacdo na mitocbndria, induzindo a apoptose celular. A prépria glandula
da tireoide utiliza de EROS para sintetizar seus horménios, sendo necessario haver
um controle para as espécies reativas que mesmo produzidas ndo serao utilizadas

para esse fim, e ndo devem ficar acumuladas no organismo (KOCHMAN et al. 2021).

1.5 Antioxidantes

Para controlar os niveis de espécies reativas no organismo, existem
substancias que mesmo em pequenas concentracdes conseguem atrasar ou impedir
gue a oxidacdo dos substratos seja feita. Essas substancias recebem o nome de
antioxidantes (BARBOSA et al. 2010; BIANCHI et al. 1999). Os antioxidantes séo
responsaveis por romper as ligacbes das EROS, evitando que as células fiquem
sujeitas a demasiada exposi¢ao a essas moléculas (KOCHMAN et al. 2021).

Na figura 4, abaixo, vemos 0s principais mecanismos de acdo de enzimas

antioxidantes no organismo, apos a formacao de moléculas oxidantes.
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Figura 4: Mecanismos de a¢éo dos antioxidantes enziméaticos. Adaptado de Sandi et al. 2010.

A tabela 1, colocada abaixo, mostra algumas substancias que se encontram na

defesa antioxidante do organismo.

Enzima Acdo biologica Local de predominio
Superéxido Catalisa a dismutacdo do Oz para H202, que € menos reativo ~ Abundante em células
dismutase e pode ser degradado por outras enzimas aerébicas

Catalase Catalisa a formacao de agua e oxigénio a partir de H202 Eritrocitos e bago, rim

de mamiferos e figado
Glutationa Catalisa a reducgéo de H20: e peréxidos organicos ao alcool Citosol
peroxidase correspondente ao custo de converséo da forma de
glutationa reduzida, em glutationa oxidada
Glutationa Mantém o sistema de protecéo das células incorrupta, Figado e Linfonodos
redutase reduzindo glutationa oxidada para glutationa reduzida

Tabela 1: Defesas antioxidantes enzimaticas, suas agdes e local de acdo (adaptado de OLIVEIRA E
SCHOFFEN, 2010)

Os antioxidantes séo classificados em enziméaticos e ndo-enzimaticos. Como o
préprio nome diz, os enzimaticos sdo formados por enzimas que agem prevenindo ou
controlando o aumento das concentracdes de espécies reativas, sendo as mais
comuns a superoxido dismutase (SOD) que possui maior agdo neutralizando o O2™, a
catalase que atua neutralizando o H20:2 e a glutationa peroxidase (GPx) que também
atua na eliminacdo do H202 (KUCHMAN et al. 2021, BARBOSA et al. 2010;

FERREIRA et al. 1997).
21



O grupo dos antioxidantes nao-enzimaticos € aquele formado a partir de
moléculas que podem ser obtidas por meio da dieta, na qual encontramos as
vitaminas, tais como vitamina C, vitamina E, vitamina A, B-caroteno, minerais, como o
zinco, e produtos fendlicos como os flavonoides (BARBOSA et al. 2010). A estrutura
guimica pode definir o local de ac&o desses antioxidantes. A vitamina E, desse modo,
promove sua a¢do nas membranas celulares, dado seu carater lipossolavel
(FERREIRA et al. 1997). Ao passo que, a vitamina C, por ser hidrofilica, pode ter seus

efeitos antioxidantes em meio aquoso (BARBOSA et al. 2010).
1.6 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € definido, como sendo uma desproporc¢ao nos niveis de
producdo de espécies reativas e de antioxidantes (HALLIWELL et al. 2004).

Esse quadro de estresse oxidativo gera uma falha no estado redox da célula, o
gue, diretamente, acaba desencadeando alteracbes no DNA, principalmente,
interferindo na funcdo da mitocondria, que como visto anteriormente, tem papel
importante na produgédo de radicais livres (YU et al. 2016; FORINI et al. 2015;
GUSTAFSSON et al. 2008).

Doencas cardiovasculares estdo associadas aos altos niveis de estresse
oxidativo (DAIBER et al. 2021). Nesse sentido, o controle do dano oxidativo pode ser
uma acao terapéutica importante. Dados na literatura demonstram o papel do estresse
oxidativo no estabelecimento das doencas cardiovasculares, tais como a hipertenséo
arterial, aterosclerose, doencas pulmonares, em que é possivel encontrar suas
interacdes lesivas com o DNA da célula (AKHIGBE et al. 2021; RADI, 2018; PEREZ
et al. 2019; NAKABEPPU et al. 2019; LIU et al. 2018; ZHANG et al. 2016; YU et al.
2016; BIANCHI et al. 1999).

Existem duas vias pelas quais o estresse oxidativo acaba influenciando em
patologias, sendo a primeira a producdo de espécies reativas que acabam oxidando
as macromoléculas, levando a apoptose, e a segunda, que é sinalizacdo redox
anormal, o que implica na desestabilizagdo da homeostase entre as moléculas
produzidas (FORMAN et al. 2021). As doencgas da tireoide, como certos disturbios e
cancer, podendo elas serem a causa ou a consequéncia do aumento de EROS e

surgimento de danos oxidativos (RUCHMAN et al. 2021).
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Cabe ressaltar que o T3 possui acdo antioxidante, agindo diretamente na
mitocéndria, protegendo essa organela, o que é importante para a homeostase redox
e para o controle dos danos que possam ser causados pelo estresse oxidativo
(FORINI et. al. 2019). O estudo de Frascarelli et al. 2011, descreve a eficacia do T3
como cardioprotetor, uma vez que parece modular a transicdo da permeabilidade
mitocondrial mediada por uma via dependente da proteina quinase C. Em outro
estudo, Castro et al. 2018, descreveu possiveis efeitos anti-inflamatérios da
administracdo de T3 e T4 em relacdo ao dano cardiaco gerado em situacées como no

infarto.

Em suma, a busca terapéutica visando reestabelecer a homeostase redox é
promissora, para que novas formas de tratamento sejam encontradas, a fim de ampliar
os conhecimentos e melhorar o prognéstico dos pacientes acometidos por doencas,

especialmente cardiovasculares.

2. HIPOTESE

Uma vez que esse tema € de grande importancia, com o aumento dos casos
de doencas cardiovasculares, a busca por novas linhas de tratamento vém sendo
pesquisadas. Visando melhorar o progndstico dos pacientes e entender novos

possiveis tratamentos, nossas hipoteses sao as seguintes:

H1= Os hormbnios da tireoide possuem ac¢éo vasodilatadora sobre a artéria

aorta mediada pela modulacéo do estresse oxidativo.

HO= Os horménios da tireoide possuem ac¢éo vasodilatadora sobre a artéria

aorta nao mediada pela modulagéao do estresse oxidativo.
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3. OBJETIVOS

Analisar se 0s mecanismos oxidativos, estimulados pelas espécies reativas,
estdo envolvidos no efeito vasodilatador dos horménios da tireoide sobre sistema

arterial.
3.1 Objetivos Especificos
As analises serao realizadas nos tecidos arteriais, a fim de:

e Avaliar a reatividade vascular apds incubacdo com T3 em diferentes
doses;

e Avaliar a reatividade vascular apos pré-incubacao com L-NAME;

e Analisar o estresse oxidativo (NADPH oxidase, espécies reativas totais,
peroxidacéo lipidica);

e Determinar as defesas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase,

sulfidrilas).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados, ao todo, 60 ratos machos Wistar cuja idade foi de 45 dias
provenientes do Centro de Reproducao e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL). O transporte dos roedores, do CREAL ao Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foi realizado
por veiculo especializado (modelo utilitario) de responsabilidade do proprio CREAL,
em caixas de polipropileno, descrita logo abaixo (com 4 animais por caixa). Os animais
foram alocados no Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS
- UFRGS), e mantidos em caixas de dimensdes de 410 mm x 340 mm x 160* mm com
0 assoalho recoberto com serragem (*a altura desta gaiola ndo atende a RN 15 do
CONCEA para o alojamento de ratos, porém o biotério setorial do Departamento de
Farmacologia do ICBS utiliza grades para as gaiolas que asseguram altura minima de

17,8 cm). A area interna de cada gaiola é de 111,0 cm?, assegurando uma area de
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187,05 cm? por animal o que, desta forma, permite comportar, no maximo, quatro ratos
(peso: 200 — 3009) por caixa. Todos os animais foram mantidos sob condi¢géo padréo
de biotério: ambiente com temperatura controlada (21°C), ciclo claro-escuro de 12
horas e umidade relativa do ar de 70%. Agua e racdo comercial foram oferecidas “ad
libitum”. Os animais foram também aclimatados por um periodo de sete dias antes do

inicio do protocolo experimental.
4.2 Consideragdes Eticas

Este projeto foi submetido a avaliagdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todos os
procedimentos desse estudo estédo de acordo com o Cadigo Estadual de Protecéo aos
Animais/ Rio Grande do Sul — Lei 11915/2003 e as Diretrizes do CONCEA 05/2013 e
as Diretrizes da Pratica da Eutanadsia CONCEA 2013, que estabelecem normas para
a Pratica Didatico-Cientifica da Vivissec¢do de animais; dos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal; assim como aquelas contidas nos Principios Internacionais Orientadores para
a pesquisa Biomédica envolvendo Animais provenientes do Council for International
Organizations of Medical Science (CIOMS) (GOLDIM, 1997).

4.3 Eutanasia

Inicialmente, os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/kg, i.p. e
volume de 0,45 mL para um rato de 250g) e xilazina (10mg/kg, i.p. e volume de 0,12
mL para um rato de 250g), para permitir sua contencdo manual. Apés, foi feito a
eutanasia certificada mediante decapitacdo em guilhotina manual, em ambiente
isolado (— Lei 11915/2003 Diretrizes do CONCEA 05/2013 e Diretrizes da Prética da
Eutanasia CONCEA 2013). GRAU DE SEVERIDADE: sem recuperagcdao. Apos a

eutanasia, retiramos a aorta, que foi utilizada para o estudo.
4.4 Desenhos experimentais e grupos experimentais

Para o primeiro protocolo do estudo, n amostral de 11 animais, fizemos um
desenho experimental para mensurar a acdo do T3 frente a reatividade vascular do

vaso integro. Dessa forma, apés a retirada das aortas, com cuidado para nao
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ocorrerem danos ao vaso, e apos preparo dos tecidos, que se encontra no item 4.5

desse capitulo, dividimos da seguinte forma:

e Controle: anéis adrticos que nao foram incubados com T3;

e T3 - anéis aodrticos incubados com T3 (nas concentracdes 108 M, 107/
M, 10°M, 10°M e 104 M).

Utilizamos para contracédo do anel adrtico, fenilefrina na concentracéo 10 M.

Para verificar a presenca do endotélio, utilizamos acetilcolina na concentracdo 10> M.

Adicionamos a fenilefrina 10® M, aguardamos 6 minutos para contracdo
méxima. Posteriormente, fizemos a curva com as doses de T3 acima citadas, fazendo
as leituras a cada 3 minutos, totalizando 33 minutos ao final do experimento. Logo
apoés, verificamos a presenca de endotélio adicionando acetilcolina 10° M, e

aguardamos 3 minutos para observar o vasorrelaxamento.

Finalizando esse protocolo, pré-incubamos o anel adrtico com T3 na maior
concentracdo (104 M) por 3 minutos, e posteriormente administramos fenilefrina (10°
M), para verificarmos se a contracdo induzida por fenilefrina na presenga do hormonio

sofria alguma alteracdo. N amostral utilizado foi de 17 animais.

Uma observacdo importante a ser feita € que nas cubas, durante todo o
experimento, além das drogas e hormdnio presentes, havia 10 mL de tampé&o tyrode,
gue mantinha o pH da solucéo. Esse tampao foi trocado quando alteramos as drogas,
sendo que nos grupos controle, onde nao foi utilizado T3, adicionamos e retiramos 1
mL de tampd&o, para que todas as cubas, consequentemente todos o0s anéis aorticos,

passassem pelo mesmo processo.

Para o segundo protocolo do estudo, foi utilizado um n amostral de 6 animais,
fizemos o desenho experimental visando analisarmos a influéncia da via do NO na
vasodilatacado desenvolvida pelo T3. Nesse protocolo, fizemos uso do L-NAME, um

blogueador da via do NO. Desse modo, dividimos em grupos da seguinte forma:

e Controle — anéis aorticos incubado com L-NAME (na concentragéo 10

5M) por 20 minutos, sem incubagdo com T3;
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e T3 -anéis adrticos incubados com L-NAME (na concentracéo 10-°) por
20 minutos, com incubacdo com T3 (na concentracéo 104 M).

Utilizamos para contracdo do anel adrtico, fenilefrina na concentracdo 106 M.

Para verificar a presenca do endotélio, utilizamos acetilcolina na concentracdo 10> M.

Apds contragdo maxima do vaso induzida por fenilefrina (10 M), foi adicionado
L-NAME (10-°M). Ap6s 20 minutos de incubagédo com L-NAME, adicionamos T3 (10
M). Fizemos as leituras no ponto dos 5 minutos e no ponto de 8 minutos e 30 segundos
apos a adicdo de T3. Os anéis aorticos utilizados ao final desse protocolo, também
foram pré-incubados com T3 104 M, e posteriormente contraidos com fenilefrina 10

M, sendo os resultados lidos ap6s 3 minutos.

Para o terceiro protocolo do estudo, foi utilizado um n amostral de 13 animais,
fizemos o desenho experimental afim de verificar o papel do endotélio na presenca de
T3. Sendo assim, fizemos a retirada do endotélio dos anéis adrticos. Portanto,

dividimos em grupos da seguinte forma:

e Controle — anéis aorticos sem endotélio, ndo incubados com T3;

e T3 — anéis aodrticos sem endotélio, incubados com T3 (nas
concentracdes 108 M, 107 M, 10°M, 10°M e 104 M).

Utilizamos para contracdo do anel adrtico, fenilefrina na concentracéo 10 M.

Para verificar a presenca do endotélio, utilizamos acetilcolina na concentracéo 10-> M.

Adicionamos a fenilefrina 10® M, aguardamos 6 minutos para contracdo
méxima. Logo apés, verificamos a auséncia de endotélio adicionando acetilcolina 10
> M, e aguardamos 6 minutos para observar se ndo havia relaxamento.
Posteriormente, fizemos a curva com as doses de T3 acima citadas, fazendo a leitura

a cada 3 minutos, totalizando 33 minutos ao final do experimento.

Finalizando esse protocolo, pré-incubamos o anel aortico com T3 na maior
concentracdo (10“ M), e posteriormente administramos fenilefrina (10° M), para
verificarmos se a contracdo induzida por fenilefrina ja na presenca do hormonio sofria

alguma alteracdo. Fizemos a leitura desses resultados apds 3 minutos.
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Uma observacdo importante a ser feita € que nas cubas, durante todo o
experimento, além das drogas e hormdnio utilizados, continha 10 mL de tampéo
tyrode, que mantinha o pH da solug&o. Esse tampao foi trocado quando alteramos as
drogas, sendo que nos grupos controle, onde nao foi utilizado T3, adicionamos e
retiramos 1 mL de tampdo, para que todas as cubas, consequentemente todos os

anéis aorticos, passassem pelo mesmo processo.

O quarto protocolo desse estudo foi dedicado a analise bioquimica do
estresse oxidativo. Com um n amostral de 11 animais, para tal, fizemos a inducéo de
estresse, como descrita no item 4.8, 0s grupos experimentais estdo dispostos da

seguinte forma:

e Controle com estresse — 5 homogeneizados de aorta com indugéo de

estresse oxidativo e sem presenca de T3;

e Controle sem estresse — 5 homogeneizados de aorta sem inducéo de

estresse oxidativo e sem presenca de T3;

e T3 com estresse — 6 homogeneizados de aorta com inducao de

estresse oxidativo e com presenca de T3 (10 M);

e T3 sem estresse — 6 homogeneizados de aorta sem inducao de

estresse oxidativo e com presenca de T3 (104 M).

Utilizamos para esse protocolo, o T3 mais concentrado (10%* M) para as

amostras do grupo T3.
4.5 Preparacao do Tecido para Reatividade Vascular

Apés eutanasia, as aortas foram rapidamente isoladas e mantidas em solucao
tampéao de Ringer-Henseleit, composta por: NaCl 115 mM, CaClz 2,5 mM, KCI 4,6 mM,
KH2PO4 1,2 mM, MgS0O4-7H20 1,2 mM, NaHCOs3 25 mM, glicose 11,1 mM, Na2EDTA
3 mM, na temperatura de 37°, borbulhando continuamente com uma mistura de 95%
de Oz2a 5% de CO:2 (pH 7,4). Os tecidos adiposo e conjuntivo foram removidos
cuidadosamente. Em seguida, as aortas foram cortadas em segmentos de anel com
um comprimento de 4-5 mm. O endotélio, do grupo sem endotélio, foi removido
mecanicamente esfregando suavemente a superficie interna do anel usando fio de
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aco inoxidavel. Cada aorta gerou dois anéis, um gue foi utilizado para o grupo controle

e outro que foi utilizado no grupo amostra.
4.6 Reatividade Vascular

Os vasos permaneceram no banho que continha 10 mL de uma solucao
tampao de Ringer-Henseleit, composta por: NaCl 115 mM, CaClz 2,5 mM, KCI 4,6 mM,
KH2PO4 1,2 mM, MgSOa4-7H20 1,2 mM, NaHCOs 25 mM, glicose 11,1 mM, Na2EDTA
3 mM, na temperatura de 37°, borbulhando continuamente com uma mistura de 95%
de O2a 5% de CO2 (pH 7,4). A artéria ficou submetida a uma tenséo de 1,0 gf, que foi
ajustada a cada 15 minutos. Para o grupo sem endotélio, a verificacdo da auséncia
de endotélio, se deu através da administracédo de 10° M de acetilcolina e constatacdo
da auséncia de relaxamento. Foram realizadas curvas de dose-resposta para
descrever a resposta do vaso mediante auséncia/presenca de T3 (triiodotironina) em
concentracdes (108M, 107 M, 10°M, 10°M e 10 M) ao longo do tempo (LIU et al.
2014). Essas curvas foram obtidas ap6s incubacdo por 20 min com o inibidor da
enzima oxido nitrico sintase, denominado de éster metil-N-nitro L-arginina (L-NAME)
(na concentracdo de 10° M), para avaliar o papel do 6xido nitrico. Esse método foi
descrito detalhadamente em outros estudos (LLEVENES et al. 2018; NIELSEN et al.
1971).

4.7 Preparacdo da T3

No primeiro dia do experimento preparamos T3 da seguinte forma: 6,5 mg T3
diluido em 1 mL de NaOH, adicionamos a diluicdo 50 pyL de HCI puro e completamos
com mais 9 mL de tampéo tyrode (essa solucdo ao final se encontrava na 104 M).
Contudo, vimos que, a maior concentragdo no experimento de T3 seria 10° M (ja que
na cuba ele fica mais diluido pela presenca do tampao) e que esse preparo nao

mantinha o pH.

Assim sendo, ajustamos o preparo de T3 para ficar mais concentrado da
seguinte forma: 6,5 mg T3 diluido em 100 yL de NaOH, adicionamos a diluicdo 9 mLe
900 uL de tampao tyrode (essa solugdo ao final se encontrava, fora da cuba, na
concentracédo de 103 M, permanecendo na cuba como dose mais concentrada 10+
M).
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4.8 Preparacdo de Tecido para Anédlise Redox in vitro

Para preparar os tecidos para as analises bioquimicas, iniciamos pesando as
aortas para sabermos quantos mL de tampdo deveriam ser preparados. Apoés,
preparamos 6 mL de tamp&o nas seguintes proporc¢des: 600 yL RIPA LYSIS 10X em
5,340 mL de agua destilada mais a adigdo de 60 yL de PMSF (esse ultimo reagente

€ colocado na proporcao de 1% do volume final preparado).

Cada aorta foi colocada em um ependorff, adicionado o volume de tampéao
individual de cada amostra e picotada com tesoura. Posteriormente, fizemos a
homogeneizacdo por 40 minutos (o ependorff sobre o gelo), utilizando do
homogeneizador Ultra-Turrax (OMNI Tissue Homogeneizer, OMNI International,

EUA). Apés, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 8000 xg, 4°C.

O homogeneizado produzido foi congelado, e posteriormente, utilizado para as

analises descritas a sequir.
4.9 Inducéo de Estresse

Do homogeneizado preparado com as aortas, 125 uL foi adicionado a 125 yL
de T3 na concentracdo de 104 M (no caso de amostras), e 125 uL de agua deionizada

(no caso de controles). Apods foi deixado 15 minutos em banho maria, 37°C.

Dividimos os homogeneizados conforme desenho experimental descrito no
item 4.4 desse trabalho. Nos grupos com estresse, foi pipetado 2,5 uL de FeCl2
(preparacéo: 5,5 mg de FeClzem 10 mL de agua deionizada - 0,02 mM), 2,5 uL de
H20:2 (preparagéo: 5,6 yL de H202 em 1 mL de agua deionizada — 50 mM), 25 uL de
acido ascoérbico (preparacao: 8,81 mg em 5 mL de agua deionizada — 1 Mm). Nos
grupos sem estresse, foi pipetado 30 yL de agua deionizada. Apds isso, novamente

foi colocado em banho maria 37°C e, aguardado 30 minutos.

Posteriormente, esses preparados foram congelados, para serem utilizados

nas analises bioquimicas descritas a seguir.
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4.10 Atividade de NADPH Oxidase

A atividade enzimatica foi determinada, por técnica espectrofotometrica,
monitorando o consumo de NADPH em 340 nm. Aos 12,5 yL de homogenizado foi
adicionado 462,5 pL de tampéo fosfato 100 mM pH 7,4 e adicionado 25 pyL de NADPH 1
mg/mL, observando-se o consumo de NADPH por um intervalo de 20 minutos na
presenca das amostras. Os resultados foram expressos em nmol NADPH/mg de
proteina por minuto (WEY et al. 2006).

4.11 EROS Total

A quantificacdo total de espécies reativas foi baseada na medicdo de
fluorescéncia produzida pela oxidacdo de DCFH-DA (diacetato de 2,3-
diclorofluoresceina) por espécies reativas presentes na amostra. Uma curva padréao
com concentracdes conhecidas de DCF foi usada (LEBEL et al. 1992). A fluorescéncia
foi medida usando excitagédo (480 nm) e emissao (535 nm) como comprimentos de
onda (LS 55 Fluorescence Spectrometer, Perkin EImer, MA, EUA). Resultados foram

expressos como pmol de DCF/mg de proteina.
4.12 Oxidacao Lipidica

A oxidacdo lipidica foi avaliada pela producdo de quimioluminescéncia (QL)
iniciada pela adicdo de hidroxido de terc-butila (TBOOH), conforme indicada por
Llesuy et al. 1990. A QL foi medida em um espectrometro de cintilagdo (LKB Wallac
Rack Beta Liquid Scintillation Spectrometer 1215, Australia) operando como
luminbmetro e com sensor de emissdo fototubos na faixa de 380-620 nm. Os

resultados foram expressos como contagens por segundo (cps)/mg de proteina.
4.13 Atividades de Enzimas Antioxidantes

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi avaliada pelo método de auto-
oxidagado do composto pirogalol a 420 nm (MARKLUND et al. 1974), e os resultados
foram expressos em unidade de SOD/mg de proteina. A atividade da catalase foi
analisada pelo consumo de perdxido de hidrogénio a 240 nm (AEBI, 1984), e os

valores foram expressos em nmol/min/mg de proteina.
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4.14 Sulfidrilas (SH)

Para o ensaio da quantificacdo de sulfidrilas totais da amostra, foi utilizado
DTNB 10 mM adicionados a 15 pL de homogeneizados de aorta, previamente
preparados, incubados por 30 minutos em ambiente no escuro. A absorbancia
(formacao de TNB) foi medida espectrofotometricamente a 412 nm (Anthos Zenyth
200 RT, Biochrom, Reino Unido), e os resultados foram expressos como nmol TNB/mg

de proteina.
4.15 Analise Estatistica

As médias e desvios-padrdo foram calculados para cada uma das medidas
realizadas e para cada um dos grupos estudados. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para se avaliar a distribuicdo paramétrica dos dados. Para dados com distribuicdo
normal, as comparacdes foram feitas através de ANOVA fatorial, complementado com
0 pos-teste de Tukey. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparacao de dados
ndo paramétricos, complementado com o pés-teste de Dunn. Para a analise com
incubacdo prévia do T3 nos grupos com e sem endotélio utilizamos o teste t ndo
pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando a analise estatistica
mostrou P <0,05. O software GraphPad Instat 6.01 para Windows foi utilizado como

ferramenta de analise.
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7. CONCLUSAO

A analise do T3 frente ao estresse oxidativo, foi desenvolvida uma vez que este
interfere na vasodilagcédo e vasoconstricdo, modificando a perfuséo de células e tecidos

do corpo.

Diante dos resultados obtidos nos protocolos experimentais aplicados neste
estudo, sugerimos que os efeitos dos hormonios da tireoide, em doses elevadas,
estdo associados a uma acéo vasodilatadora in vitro, independente de presenca de
endotélio, sendo, contudo, necessarios mais estudos para elucidar as vias de
sinalizacdo que poderiam mediar esses efeitos. Também concluimos que T3 possui

capacidade de reduzir a contratilidade vascular quando estimulado com fenilefrina.

Em relacdo as analises bioquimicas, os dados sugerem que o T3 apresenta
relevante acdo antioxidante, visto que diminui a atividade de NADPH oxidase em
grupos onde foi utilizado. Ademais observamos o aumento da atividade da SOD nos

grupos T3, ratificando sua agao protetora.

Deixamos claro que ha a necessidade de aprofundarmos esse protocolo
experimental, a fim de dissecarmos as principais vias intracelulares de sinaliza¢do que

0 T3 possa usar no mecanismo de vasodilatagao.
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