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RESUMO

Silveira, Anderson Luiz Bezerra. Papel do receptor B1-adrenérgico na
modulacdo da hipertrofia cardiaca induzida pelo hormdnio tireoidiano.
2014. 107 p. Tese (doutorado em Ciéncias Fisiol6gicas). Instituto de Biologia,
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A funcdo do receptor B-adrenérgico na mediacdo da hipertrofia cardiaca no
hipertireoidismo ndo € bem descrito na literatura e uma abordagem mais ampla
faz-se necessaria. Os objetivos deste estudo foram divididos em duas etapas,
onde a primeira teve como propdsito caracterizar o modelo de hipertrofia por
T3. J& a segunda etapa procurou avaliar o papel do receptor p-1 adrenérgico na
modulacdo da sinalizacdo celular envolvida na hipertrofia cardiaca. A
metodologia na primeira etapa caracterizou-se pela administracdo de T3 (i.p.)
em camundongos machos durante 12 dias e ao final foram realizadas analises
eletrocardiogréficas e de variabilidade da frequéncia cardiaca. Na segunda
etapa animais selvagens (WT) e com delegao para o receptor 1-adrenérgico
(B1KO) foram submetidos ao protocolo de hipertireoidismo por T3 (s.c.) durante
10 dias. Posteriormente, os animais foram submetidos ao exame de
ecocardiografia e estudo post mortem. Na primeira fase o protocolo utilizado
elevou significativamente os niveis séricos de T3, além de aumentar a Ang |,
Ang Il e reduziu o ANP no coragao, confirmando a eficiéncia do modelo. A
analise de variabilidade da frequéncia cardiaca demonstrou aumento da
modulacdo simpética, nos animais tratados com T3 (p < 0,05). Durante a
segunda etapa, os animais WT tratados desenvolveram hipertrofia cardiaca
fisioldégica, enquanto os animais B1KO desenvolveram hipertrofia patoldgica de
acordo com a analise ecocardiografica. O ANP plasmatico e cardiaco
demonstrou alteragcdo em seu conteudo de maneira dependente do receptor
B1-adrenérgico nos grupos tratados com T3z (p < 0,05). Nao foi encontrada
nenhuma alteracédo no contetdo de Ang | e Ang Il plasmatica ou cardiaca entre
0s grupos (p > 0,05). Ao observar as proteinas envolvidas na sinalizacdo
celular foi observado que os animais B1KO apresentaram menor ativacado de
PKA quando comparada com os animais WT (p < 0,05). Os animais B1KO
tratados com T3 apresentaram a maior ativacdo da ERK1/2 quando comparado
a todos os grupos. Em relacdo a ativacdo da via Akt e fosforilacdo da proteina
4E-BP1 néo foi identificada nenhuma diferenca entre os grupos (p > 0,05). Por
outro lado, a ativagdo da p38 foi significativamente maior nos animais WT
tratados com a T3 quando comparados aos seus controles e também aos
animais B1KO tratados (p < 0,05). Conclui-se que o protocolo de administragéo
de T3 utilizado é eficiente em simular hipertireoidismo e que os receptores 31-
adrenergicos exercem papel crucial na modulacdo da hipertrofia cardiaca
fisiologica por mediar a inibicdo da sinalizacdo da ERK1/2 no coracdo, atravées
da ativagao da p38.
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ABSTRACT

Silveira, Anderson Luiz Bezerra. Role of B1-adrenergic receptor modulation
on thyroid-induced myocardial hypertrophy. 2014. 107 p. Tese (doutorado
em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014.

The role of (-adrenergic receptor mediating cardiac hypertrophy in
hyperthyroidism is not described in the literature and a better comprehensive
approach is needed. The purposes of this study were divided into two stages,
which the first one aimed to characterize the pattern of hypertrophy induced by
T3. The second stage aimed to assess the [1-adrenergic receptor role in
cellular signaling modulation involved in cardiac hypertrophy. The methodology
of the first stage was characterized by the T3 administration (i.p.) in male mice
for 12 days (n=40), after that the electrocardiographic and heart rate variability
analyzes were performed. In the second step wild (WT; n=16) and [1-
adrenergic receptor knockout animals (B1KO; n=13) were subjected to a
hyperthyroidism protocol (s.c.) for 10 days. Subsequently, the animals
underwent echocardiography analysis and post mortem study. The institutional
research ethics committee approved this study (protocol # 207/2012). In the first
step the protocol significantly increase serum T3 levels and increase Ang |, Ang
Il and decrease ANP in the heart, confirming the efficiency of the model. The
analysis of heart rate variability showed increased sympathetic modulation in
animals treated with T3 (p < 0.05). During the second stage, the WT treated
developed physiological cardiac hypertrophy, while B1KO developed
pathological hypertrophy according to echocardiographic analysis. Plasma and
heart ANP levels were dependent to B1-adrenergic receptor (p <0.05). No
change was found for plasma and heart levels of Ang | and Ang Il between
groups (p > 0.05). Targeting the proteins involved in cellular signaling, the B1KO
showed less PKA activation in comparison with WT (p < 0.05). The B1KO group
treated with T3 showed greater activation of ERK1/2 when compared to other
groups. There was not identified difference between groups for Akt activation
and 4E-BP1 phosphorylated protein (p > 0.05). Furthermore, activation of p38
was significantly higher in WT treated when compared to their controls or 31KO
treated with T3 (p < 0.05). We conclude that T3 protocol is efficient to induce
hyperthyroidism, and the [(1-adrenergic receptors play a crucial role in
modulating physiological cardiac hypertrophy by inhibiting ERK1/2 signaling in
the heart, through p38 activation.
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1. INTRODUCAO

Os horménios tireoidianos desempenham funcbes fisioldgicas
importantes em diversos tecidos, uma delas é a hipertrofia cardiaca,
caracterizada pelo aumento da area de secdo transversal dos cardiomidcitos.
Entretanto, em situagdes em que o individuo apresente um quadro de excesso
de hormonio tireoidiano (hipertireoidismo) essa hipertrofia poderia se
caracterizar como uma condicdo patoldgica, ja& que algumas evidéncias
demonstram acfes genOmica e ndo-gendmica no coragdo. No entanto, o
conhecimento a respeito desse efeito ainda é controverso na literatura cientifica
e necessita de mais investigacao.

Além disso, deve ser destacado que a hipertrofia cardiaca induzida
pela tireotoxicose é cercada por uma série de respostas regulatérias
desencadeadas por outros sistemas fisiolégicos que desempenham papeis
importantes, tais como 0 sistema renina-angiotensina, em especial o cardiaco,
gue atualmente, tem sido um dos principais mecanismos descritos para
explicar a hipertrofia cardiaca no modelo de hipertiroxinemia. Alguns estudos
direcionam suas explicacbes para a elevacdo dos niveis de Angiotensina Il
mediante 0s eventos estressores, causando a intensa estimulacdo dos
receptores B-adrenérgicos.

No entanto, existe uma grande controversa sobre a participacdo dos
receptores B-adrenérgicos, com especial atencédo para o $1-AR, na mediacéo
da hipertrofia cardiaca induzida pelo hormonio tireoidiano, e essas divergéncias
sdo ainda maiores quando se refere as vias de sinalizacdo celular envolvidas
nesse modelo de hipertrofia. Portanto, para ajudar esclarecer essa controversa,
utilizamos como modelo experimental em nosso trabalhado, camundongos com
delecdo dos B1-ARs, também conhecidos como knockout, com o intuito de
aprofundar o estudo a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na
hipertrofia cardiaca, pois acreditamos que essas respostas seriam de extrema
relevancia para o maior conhecimento da fisiologia e do ponto de vista
translacional, esses dados contribuem sobremaneira para a clinica médica,
uma vez que o antagonismo dos receptores B-adrenérgicos € a uma das bases

farmacologicas mais importantes no tratamento atual da tiroxinemia.



Entdo, com base em dados ndo publicados do nosso laboratorio
(Olivares et al., 2010) que mostraram que a hipertrofia cardiaca induzida pelo
hormonio tireoidiano, neste caso tiroxina, na dose de 600ug/kg i.p. em ratos
Wistar, foi dependente do receptor AT, (testado por meio da administragdo de
10mg/kg de losartan, bloqueador AT;) e independente da inervacao simpatica,
(testado por meio da denervacdo farmacologica induzida por guanetidina na
dose de 50 mg/kg i.p. montou-se um protocolo de hipertrofia cardiaca induzida
pelo T3 em camundongos descrito no presente estudo.

Dessa forma, buscamos estudar nesse trabalho a participacdo dos B1-
ARs na ativacdo das vias moleculares de sinalizacdo da hipertrofia cardiaca
induzida pelo hormonio tireoidiano em camundongos knockouts para o f1-AR e

em camundongos selvagens (controles).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiologia da glandula tireoide

A sintese e secrecado dos hormdnios tireoidianos (HTs) sdo reguladas
por um sistema de retroalimentacdo negativo que envolve hipotalamo, hipdéfise
e glandula tireoide; também descrito como eixo HPT. O horménio liberador de
tireotrofina (TRH) € sintetizado no ndcleo paraventricular do hipotalamo e
transportado por axénios em direcdo a eminéncia mediana e, posteriormente,
para a hipofise anterior através do plexo capilar portal. O TRH se liga aos
receptores na hipoéfise, onde uma subpopulacdo de células da hipdéfise secreta
hormonio tireoestimulante (TSH). A estimulacdo pelo TRH leva a liberacédo e
sintese de novo do TSH nos tireotrofos. Um detalhe importante é que as
secrecOes de TRH e TSH sao reguladas negativamente pelo HT, e o principal
mecanismo para essa regulacdo negativa de TSH parece ser a conversao
intra-hipofisaria de T, em T3 pela desiodase do tipo Il (D2) (Shupnik, Ridgway e
Chin, 1989; Mullur, Liu e Brent, 2014).

O TSH € uma glicoproteina composta de subunidades a e B e é
classificado como o principal regulador da liberacdo e secrecdo de HT. Além
disso, somatostatina e dopamina no hipotalamo, também podem regular
negativamente a secrecao de TSH. Ademais, esse hormonio desempenha uma
funcéo fundamental no crescimento e desenvolvimento da glandula tireoide. O
TSH liga-se ao seu receptor TSHr que esta acoplado a proteina Gs que leva ao
aumento do AMPc intracelular e a estimulacdo das vias mediadas por proteina
quinase A (PKA). O TSH é capaz de estimular o cotransportador para sédio e
iodeto (NIS), a Tg (Soriano et al.) e a tireoperoxidase (TPO) para promover a
sintese de HT (Parmentier et al., 1989; Kohn et al., 1995).

A partir de entdo, a biossintese do HT pela glandula tireoide se inicia
pela captacdo de iodeto (I) da circulacdo por meio de transporte ativo,
realizado pela NIS. Esse processo é dependente da presenca de um gradiente
de sddio através da membrana basal da célula tireoidiana, determinado pela
Na'/K*-ATPase, uma vez que o transporte de dois ions Na* para o interior da
célula resulta na entrada de um | contra seu gradiente eletroquimico. A
pendrina (PDS), glicoproteina presente na membrana apical, € a responsavel
pela entrada de I' no coloide. O I também pode ser gerado por agdo da enzima
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iodotirosina desalgenase do tipo | (DEHAL;), proteina de membrana,
concentrada na superficie apical da célula, que catalisa a desiodacdo de
monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (Crackower et al., 2002), dependente
da reducdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (Larsen,
Davies e Hay, 1998; Yen, 2001).

ApoOs sua captacdo, ocorre a organificacdo do |I' e oxidagcao pela TPO
na presenca de peréxido de hidrogénio (H2O,), onde estes sao gerados pelas
enzimas dependentes de célcio (Ca™) dual-oxidase dos tipos 1 e 2 (DUOX; e
DUOX;); e incorporado aos residuos de tirosina da Tg, formando as
lodotirosinas inativas: MIT e DIT. A TPO catalisa o acoplamento de dois
residuos de DIT ou um de DIT e um de MIT, levando a formacao de tiroxina
(T4) e triiodotironina (T3), respectivamente, que sdo armazenadas no interior do
coloide (Smanik et al., 1996; Yen, 2001). A secrecdao de HT requer a
endocitose da Tg iodada armazenada a partir da superficie apical das células
foliculares da tireoide. Entdo, a Tg internalizada € incorporada pelos
fagolisossomos sofre protedlise e libera MIT e DIT que s&o rapidamente
desiodados possibilitando a reutilizacdo do iodeto, e por fim, a liberacéo de T, e
T3 na circulacdo através da superficie basal (Figura 1).

A maioria dos HTs sao liberados na forma de T, onde sua
concentragdo (90 nM) é cerca de 40 vezes maior do que T3 (2 nM) (Yen, 2001).
Apenas 0,03% do total do soro é de T, livre (ndo ligada), com o restante ligado
a proteinas transportadoras tais como globulina ligada a tiroxina (TBG),
albumina, e pré-albumina ligada a tireoide. Aproximadamente 0,3% do total de
T3 sérico encontra-se livre e o restante ligado a TBG e albumina. E o HT livre
gue penetra nas células alvo e gera a resposta biolégica (Yen, 2001).

A principal via para producdo do horménio biologicamente ativo é a
conversédo do T, em T3 via desiodacéo do anel fendlico da iodotironina, através
da acdo das selenoenzimas denominadas iodotironinas desiodases, fen6meno
gue pode ocorrer ainda dentro da propria glandula tireoide (Larsen, Davies e
Hay, 1998). As enzimas desiodases séo classificadas como tipos | (D), Il (D2)
e lll (D3), e apesar de apresentarem caracteristicas estruturais semelhantes
elas apresentam muitas distingdes quanto ao seu local de expressao e funcao
(Braverman, Ingbar e Sterling, 1970; Kohrle, 2000). A D; esta localizada na

membrana plasmatica e € expressa principalmente no figado e rins, onde
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catalisa a conversédo de T4, em T3 ou em T3 reverso (rTz). Apesar de alguns
estudos sugerirem que a D; contribui para cerca de 50% do T3 sérico em ratos,
evidéncias apontam para uma propriedade cineticamente ineficiente da D;
comparada a D,, devido a sua capacidade tanto de ativar quanto de desativar o
T4 (Bianco e Kim, 2006). A D, esta localizada no reticulo endoplasmatico e
converte T, em T3 na adenohipoéfise, no sistema nervoso central, placenta,
tireoide, musculo esquelético, coracdo e no tecido adiposo marrom (Matsuda et
al., 2008), sendo considerada importante tanto para a producao local quanto
fonte de T3 plasmatica em humanos e animais. Ja a D3 é expressa ha
membrana plasmatica assim como D;, esta presente na placenta, sistema
nervoso central e no feto, onde inativa T4 e T3 por meio de sua conversdo em

r'T3 e diiodotironina (T»), respectivamente (Meyer, Wagner e Maia, 2007).

Membrana Basolateral

Membrana Apical

(=)
o

3 Na* < Na* /Y @
NADPH —7

MIT C32°
DIT

"
o DN
sl Na/K-ATPase il NADP* ' ./Hioz

T3 Hidrolise

@ Coloide

Figura 1: Representagdo esquematica da célula folicular mostrando os aspectos
chave do transporte de iodeto e da sintese de hormdnio tireoidiano. AC: Adenilato
ciclase; ATPase: adenosina trifosfatase; cAMP: adenosina monofosfato ciclica; Di:
desiodase tipo 1 tireoidiana; D,: desiodase tipo 2 tireoidiana; DAG: diacilglicerol;
DEHAL;: iodotirosina desalogenase 1; DIT: diiodotirosina; MIT: monoiodotirosina;
DUOX: dual oxidase; IP3: inositol trifosfato; NADP+: forma oxidada da nicotinamida
adenosina dinucleotideo fosfato; NADPH: nicotinamida adenosina dinucleotideo
fosfato reduzida; NIS: co-transportador sddio-iodeto; PDS: pendrina (SLC26A4); PLC:
fosfolipase C; Tjs: triiodotironina; T4 tiroxina; Tg: tiroglobulina; TPO: tireoperoxidase;
TSHR: receptor de tirotropina; MCT8: transportador de monocarboxilato 8. Adaptado
de Melmed et al. (2011).
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De maneira geral, as desiodases séo responsaveis pela regulacao da
disponibilidade intracelular dos HTs, uma vez que elas podem ativar (D; e Do)
ou inativa-lo (D; e Dg3), dependendo de sua expressdo e atividade nos
diferentes tecidos. Além disso, elas complementam a regulacdo das
concentracfes séricas dos HTs, dependendo do tecido e da espécie em
guestao, embora nos ratos, a tireoide seja o principal local de desiodacao para
sintese do T3 circulante (Chanoine et al., 1993), em seres humanos saudaveis
80% do T3 circulante é produzido a partir de desiodacdes em tecidos periféricos
(Bianco e Kim, 2006).

2.2 Sistema Renina-Angiotensina

A renina é uma aspartil-protease produzida pelas células
justaglomerulares das arteriolas aferentes dos rins através da clivagem do seu
precursor, a pro-renina. Os principais estimulos que possibilitam a secrecéo de
renina sdo: reducdo da perfusdo sanguinea renal, estimulacdo da inervacao
simpética renal e reducdo dos niveis de sodio que alcancam as células da
macula densa (Fitzsimons, 1998). De uma maneira geral, a renina cliva o
angiotensinogénio, uma a-glicoproteina produzida no figado, no decapeptideo
angiotensina | (Ang ), que através da acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), converte a Ang | no octopeptideo angiotensina Il (Ang Il),
gue é uma metaloproteinase predominantemente expressa na superficie dos
capilares pulmonares (Hall, 2003). Outra forma de promover a conversao de
Ang | em Ang Il envolve a serina protease quimase (Urata, Nishimura e
Ganten, 1996).

A Ang Il circulante é considerada o principal efetor do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA) frente a desafios homeostaticos como
hipotensdo e deplecdo de volume (Paul, Poyan Mehr e Kreutz, 2006). Os
efeitos fisiologicos promovidos pela Ang Il sdo desencadeados principalmente
por sua ligacdo a dois receptores acoplados a proteina G, denominados AT; e
AT,. Embora, esses dois receptores apresentem diferencas quanto a estrutura
e localizacdo, a Ang Il possui afinidade bem semelhante aos dois receptores
(Goodfriend, Elliott e Catt, 1996). As principais acdes da Ang Il derivam de sua
ligacdo ao receptor AT,, dentre as quais se destacam: vasoconstricdo arterial

sistémica, vasoconstricao arteriolar renal, reabsorcao renal de agua e sodio e
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secrecdo de aldosterona pelas glandulas adrenais (Sayer e Bhat, 2014). As
respostas fisiolégicas desencadeadas pela ligacdo aos receptores AT, ainda
sdo imprecisas (Unger, 1999). Todavia, sabe-se que esse receptor
desempenha importante papel no desenvolvimento fetal e na neutralizacdo dos
efeitos bioldgicos mediados pela ligacdo da Ang Il ao receptor AT, tanto in vitro
(Stoll et al., 1995) quanto in vivo (Morishita et al., 1993). Ademais, um novo
paradigma de interacdo desses receptores foi proposto por Abdalla et al.
(2001). Segundo esse grupo, o receptor AT, pode se ligar diretamente ao
receptor AT;. A formacéo desse heterodimero inibe a cascata de sinalizacao do
receptor AT, independentemente da ativacdo do receptor AT, (Abdalla et al.,
2001).

Existem relatos na literatura de outros receptores que se ligam a
diferentes moléculas do SRAA. O receptor AT, foi descrito inicialmente como
um receptor especifico e de alta afinidade pelo hexapeptideo Ang IV. Esse
receptor € encontrado em diferentes tecidos (coracdo, préstata, coélon, rins,
adrenais e diferentes regides encefalicas) e desempenha fungdes motoras e
sensoriais (Chai et al., 2004). Outro receptor importante envolvido com o SRAA
€ conhecido como receptor Mas. Essa proteina, assim como o0 AT, se liga ao
receptor AT,, formando heterodimeros que inibem a cascata de sinalizacao da
Ang Il (Kostenis et al., 2005). E importante ressaltar que a Ang (1-7) e outros
derivados da Ang Il podem se ligar ao receptor Mas. No entanto, é necessario
determinar a relevancia dos efeitos biol6gicos promovidos pela ativacdo desse
receptor in vivo (Santos e Ferreira, 2007). Uma representacdo esquemaéatica
mais completa do SRAA para um melhor entendimento € descrita na figura 2.

Nesse contexto, a producéo local de Ang Il tem sido identificada em
muitos o6rgaos, inclusive no coracao (Van Kats et al., 1998). Nos cardiomidcitos,
a estimulacao do receptor AT, pela Ang Il promove hipertrofia celular que é
independente dos efeitos secundarios da vasoconstricdo sistémica mediadas
por esse peptideo vasoativo (Aceto e Baker, 1990). A Ang Il também estimula a
hipertrofia de fibroblastos e a deposi¢cdo de colageno (Figura 3), com posterior
fibrose do miocéardio (Weber, 1997; Peng et al., 2002). A fibrose e a expansao
da matriz celular sdo indicadores de remodelamento cardiaco que,
associadamente com a reduzida fracdo de ejecdo, sdo 0s principais sinais de

insuficiéncia cardiaca. Existe evidéncia na literatura demonstrando uma forte
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correlacdo entre os niveis de renina e o comprometimento da funcéo cardiaca
em quadros de insuficiéncia cardiaca, indicando a intensa participacdo SRA em

algumas disfun¢des cardiovasculares (Francis et al., 1990).

[ Angiotensinogénio ]

Tonina

Catepsina G Renina —> RPR

T e

ECA - NEP

Via Alternativa ECA

(Quimase)
ECA 2 AMPA AMPM
Ang 1-7 «— Ang Il E—— Ang IlI — Ang IV

= R e R s N

Figura 2: Representacdo esquematica do sistema renina-angiotensina (SRA). Ang:
angiotensina; ECA: enzima conversora da angiotensina; AT, e AT,. Receptor de
angiotensina tipo | e IlI; AT 1-7: receptor para angiotensina 1-7; RPR: receptor de
renina/pré-renina; Mas: receptor para angiotensina 1-7; NEP: endopeptidase neutra;
AMPA: aminopeptidase A; AMPM: aminopeptidase M; IRAP: aminopeptidase regulada
pela insulina. Adaptado de Sanjuliani et al., 2011.

A Ang Il também pode estimular a producdo de aldosterona néo
somente pelas adrenais, mas também pelo coracdo. Na insuficiéncia cardiaca,
hd um aumento da expressdo de receptores para aldosterona, o que sugere
um aumento da sintese desse hormonio e consequentemente maior ativacao
do SRAA (Yoshida et al., 2005). Além disso, estudos com culturas de
fibroblastos demonstraram que a aldosterona pode estimular a sintese de
colageno e aumentar os niveis de ECA no coracao, o que poderia acarretar o

aumento da producdao local de Ang Il (Brilla et al., 1994; Harada et al., 2001).
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Figura 3: Representacdo do sistema renina-angiotensina cardiaco. A renina e o
angiotensinogénio (AOGEN) podem ser produzidos no coracdo ou ser captados do
plasma. A producdo de quimase pelos mastocitos (Mast Cells) pode ser uma
alternativa de producdo de Ang Il. A sintese desse hormdnio ocorre na porcao
extracelular e pode agir em receptores especificos tanto de cardiomiécitos ou
fibroblastos (Paul, Poyan Mehr e Kreutz, 2006).

2.3 Receptor B-adrenérgico (B-AR)

Os receptores adrenérgicos se dividem em a e B-ARs, sendo os a
subdivididos em a1 e a2 e os B em 1, B2 e B3. Os B-ARs, pertencentes a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, séo caraterizados por sete
dominios transmembrana em forma de bolso que € onde se posiciona 0s sitios
de ligacdo tanto dos agonistas quanto dos antagonistas competitivos. Foi
demonstrado em experimentos com mutacdo genética que o Aspl113 localizado
no terceiro, a Serl65 no quarto e a Ser204 e Ser207 no quinto dominio
transmembrana séo capazes de interagir com 0s agonistas adrenérgicos
(Strader et al., 1989; Liggett, 2002). Além disso, os receptores acoplados a
proteina contém trés alcas extra e intracelulares. A primeira e segunda alca
extracelular sdo acoplados através de uma ponte dissulfeto e desempenham
um papel importante no desenvolvimento da conformagao do receptor (Dixon et
al., 1987; Wallukat et al., 1995). A molécula receptora também inclui um

dominio extracelular N-terminal e uma cauda C-terminal citosdlica. O ultimo



contém os locais de fosforilacdo de quinases de receptores acoplados a
proteina G (GRKSs). O local de fosforilagcdo de PKA é localizado na terceira volta
intracelular do receptor (Benovic et al., 1985).

Devem ser destacados dois tipos de proteina G, Gs (estimulacdo) e G;
(inibicdo), e se constituem em elementos cruciais para o funcionamento do
sinal desencadeado pelo B-AR. E sabido que a Gs e G; modulam a atividade da
AC podendo ativa-la (Gs) ou inibi-la (G;) para formar AMPc. Além disso, outras
subunidades de proteina como Gy e G4 se ligam aos receptores a-adrenérgicos
do miocardio a fosfolipase C que no miocardio tem funcdo na sinalizagédo
protetora em eventos isquémicos (Neer e Clapham, 1988; Opie, 2004). A
proteina Gs é formada pelas subunidades a, B, y e durante o periodo de
inativagdo da proteina G a subunidade a encontra-se acoplada a guanina
difosfato (GDP). Com ativacdo do B-AR a subunidade Gg,s troca GDP por
guanina trifosfato (GTP) e se separa dos dimeros B, y e interage com AC,
produzindo AMPc. A inativacdo do sistema acontece pela acdo da enzima
guanina trifosfatase (GTPase), a qual possui atividade intrinseca na
subunidade Gas, que faz com que esta subunidade troque GTP por GDP, além
da propria fosforilacdo do receptor induzida por PKA, impedindo o acoplamento
da subunidade as com AC (Figura 4) (Opie, 2004). Deve-se destacar também,
gue a prépria estimulacdo B-adrenérgica € capaz de inativar indiretamente o
AMPc, pois com a concentracdo elevada de Ca™ no citosol, ativa calmodulina
quinase e, consequentemente a fosfodiesterase, acarretando degradacao do
AMPc (Opie e Swynghedauw, 1991; Opie, 2004).

No entanto, a continua estimulacdo dos receptores [(-adrenérgicos
parece desempenhar um papel importante no desacoplamento promovido por
agonista, que conduz a dessensibilizacdo rapida com posterior regulacéo
negativa do receptor. Por conseguinte, a fosforilacdo do receptor € um
mecanismo eficaz para modular a capacidade de resposta da cascata mediada

por B-AR na transducéo de sinal (Figura 5) (Sibley et al., 1986).
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Figura 4: Ciclo de ativagdo e desativagdo da proteina Gs. Ao sofrer agdo do agonista,
o B-AR promove a troca de GDP por GTP ligada a subunidade as. A as-GTP interage
com a adenilato ciclase, induzindo a formacédo deAMPc. Por acdo da GTP, a fracdo
0s volta a trocar GTP por GDP, retornando ao seu estado inativo. GDP: guanina
difosfato; GTP: guanina trifosfato; GTP.s.: guanina trifosfatase. Adaptado de Barros,
Okoshi e Cicogna (1999).

O B-AR é um regulador importante da funcdo cardiaca tanto em
condicdo normal quanto patolégica, onde o aumento da liberacdo de
catecolaminas leva a desregulacdo da sinalizacdo B-AR (Tilley, 2011; Grisanti
et al., 2014). A estimulacdo cronica da sinalizagdao B-AR contribui para
modificagdes na estrutura cardiaca relacionadas ao aumento de apoptose,
hipertrofia, fibrose, além da progressédo da disfuncdo contrétil (Houser et al.,
2012).

FOSFORILAGAO DESACOPLAMENTO INTERIORIZAGAO
DO RECEPTOR DO RECEPTOR DO RECEPTOR

RECEPTOR PRONTO
PARAVOLTAR AO
SEU LOCAL NA

B-ARK €— AMPc ¢

FOSFATASE 5
2

citoplasma p

Figura 5: Dessensibilizacdo do receptor p-adrenérgico. A elevacdo de AMPc estimula
a B-ARK que fosforila o receptor, tornando-o inativo. No interior do citosol, o receptor é
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defosforilado por acdo da fosfatase, tornando-se apto para retornar ao seu local na
membrana. f: receptor [(-adrenérgico; GTP: guanina trifosfato; AMPc: 3.5
monofosfato ciclico de adenosina; B-ARK: B-adreno-receptor quinase; P: fosforilacado.
Adaptado de Barros, Okoshi e Cicogna (1999).

Ao estimular o receptor Bl-adrenérgico (B1-AR) esse sinal é
retransmitido através PKA, que é responsavel por regular uma série de
processos importantes, incluindo contractilidade dos cardiomiocitos (Tilley,
2011). Além disso, o B1-AR também promove ativacao de sinalizagcdo celular
independente de PKA, através da sinalizacao pela via GRK / B-arrestina (Figura
6).

Ca?* channel

B-arrestin

ATP cAMP —» PKA —»Tnl

Figura 6: Esquema da transdugdo de sinal ativado por receptor B-adrenérgico. A
estimulagao dos receptores B-adrenérgico por catecolaminas ativa a adenilato ciclase
via a proteina Gs, resultando no aumento de concentracdo do segundo mensageiro
AMP ciclico (AMPc), mecanismo descrito anteriormente. O AMPc ativa a proteina
quinase A (PKA), que é capaz de fosforilar diferentes proteinas celulares. A
fosforilagdo dos canais de Ca™ tipo L do sarcolema aumenta o influxo de Ca™ e causa
a liberacdo de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico, induzido pelo préprio por Ca'™
extracelular. A atividade da SERCA,, (bomba Ca™ do reticulo sarcoplasmatico) é
inibida pela fosfolamban (PLB) desfosforilada. Apds a fosforilagdo de PLB pela PKA a
inibicdo é abolida e o transporte do Ca*™ do citosol para o reticulo sarcoplasmatico
mediado pela SERCA,, é aumentado. A fosforilacdo do receptor B-adrenérgico através
da PKA induz o desacoplamento e dessensibilizacdo do receptor. Tal desacoplamento
do receptor € também mediado através da fosforilacdo da quinase do receptor de
proteina G (GRK ou B-ARK). Esta quinase s6 é ativada quando o receptor € ocupado
por agonistas. Adaptado de Wallukat (2002).

O estimulo continuo sobre os B-AR promovem alteragcbes em seu
funcionamento, onde tanto a quinase de receptor B-adrenérgico 1 (B-ARK1

também chamado de GRK2) quanto a proteina quinase A (PKA) dependente

12



de AMPc tém sido implicados no processo de fosforilacdo e,
consequentemente, 0s responsaveis por essa alteracdo no receptor. A
dessensibilizacao especifica dos B-AR é mediada através do B-ARK1(GRK2)
(Lefkowitz, 1998; Rapacciuolo e Rockman, 1999). O B-ARK1 se caracteriza por
ser uma serina / treonina quinase, e também membro da familia de quinases
acopladas a proteina G (GRKSs), expressa em coracdo de mamiferos (Koch et
al., 1995). Além disso, B-ARK1 fosforila o sitio dos agonistas na cauda C-
terminal e permite a ligacdo da proteina citosélica B-arrestina ao receptor. A 3-
arrestina impede a ligacao da proteina Gs, com a adenilato ciclase e bloqueia a
transducdo de sinal, exemplificado na Figura 6 (Rapacciuolo e Rockman,
1999). Além da GRKs, a PKA também é capaz de fosforilar o B-AR, assim
como outras proteinas (Rapacciuolo e Rockman, 1999).

Tem sido destacado que os efeitos dos HTs sobre a ativacdo e
sinalizagao B-adrenérgica e o desempenho do miocardio resultam, em parte, do
aumento da capacidade de resposta as catecolaminas (Hoit et al., 1997;
Ojamaa et al., 2000; Pantos et al., 2008). Algumas evidéncias sugerem que 0
namero e a sensibilidade dos BAR sdo aumentados em coragdes isolados e
cultura de células tratados com HT (Williams et al., 1977; Tsai e Chen, 1978;
Guarnieri et al., 1980; Morkin, Flink e Goldman, 1983), mas por outro lado,
essas respostas ndo séo tdo evidentes in vivo (Grossman et al., 1971; Aoki,
Wilson e Theilen, 1972; Merillon et al., 1981; Hammond et al., 1987; Liggett,
Shah e Cryer, 1989; Crozatier et al., 1991; Mintz, Pizzarello e Klein, 1991;
Martin, Spina e Korte, 1992). Esses resultados conflitantes possivelmente estao
associados as diferentes preparacbes e desenhos metodoldgicos, a dose e
duracdo da administracdo do HT, e aos métodos de andlise de dados
utilizados. Além disso, as respostas desencadeadas pela estimulacdo
adrenérgica podem ser especificas a idade, tecido ou subtipo de BAR
(Bilezikian e Loeb, 1983).

2.4 Hipertrofia cardiaca
O coracdo € composto pelos cardiomiécitos, fibroblastos, células
endoteliais, células do musculo liso vascular e matriz extracelular circundante
(Mcmullen e Jennings, 2007). Os cardiomiocitos sdo células musculares

especializadas compostas por feixes de miofibrilas, e estes possuem diversas

13



unidades micro anatbmicas denominadas sarcomero (unidade contratil basica
do musculo cardiaco) (Gregorio e Antin, 2000). Acredita-se que em mamiferos,
a maioria dos cardiomiécitos perde a capacidade de proliferar ao nascer ou
logo apds (hiperplasia), e o crescimento ocorre principalmente como resultado
do aumento do tamanho dos cardiomidcitos (hipertrofia) (Soonpaa et al., 1996).
Um fato curioso é que apesar dos cardiomiécitos do ventriculo representar
apenas um terco do numero total de células, sdo responsaveis por 70-80% da
massa cardiaca, deixando evidente a importancia dessas células para o
desenvolvimento desse 6rgdo. Em adultos, o crescimento do coragcdo esta
geralmente relacionado a sua carga funcional e, em circunstancias normais, é
principalmente de natureza constitutiva. Isso acontece naturalmente, por que o
coragcao em resposta as constantes variagoes da carga funcional, desencadeia
respostas hipertréfica para contra regular o aumento do estresse na parede das
camaras cardiacas, especialmente no ventriculo esquerdo (Mcmullen e
Jennings, 2007).

Desse modo, a hipertrofia cardiaca é definida classicamente como o
aumento da massa miocérdica, onde dois tipos bem definidos de hipertrofia séo
descritos de acordo com seu estimulo, e genericamente classificadas como
fisiologica ou patoldgica (Ojamaa, 2010). Os diferentes tipos de hipertrofia
cardiaca sdo causados por estimulos funcionalmente distinguiveis e estao
associados a fenétipos estruturais e moleculares distintos.

A hipertrofia patolégica ocorre em resposta a estimulos como
hipertenséo, doenca valvar, infarto do miocardio e mutacdes genéticas (Kannel,
1974; Levy et al., 1988; Levy et al., 1990; Seidman e Seidman, 2001; Vakili,
Okin e Devereux, 2001; Wakatsuki, Schlessinger e Elson, 2004; Dorn, 2007;
Dillmann, 2010). Por outro lado, a hipertrofia fisiologica ocorre nos estagios
embrionario e fetal de desenvolvimento relacionados a fase de rapido
crescimento e desenvolvimento intrauterino e poés-natal, assim como, em
resposta a atividade fisica regular ou exercicio fisico crénico (Fagard, 1997;
Eghbali et al., 2005; Dillmann, 2010; Ojamaa, 2010).

Tanto a hipertrofia patolégica quanto a fisiolégica podem ser
classificadas como concéntrica ou excéntrica, com base em mudancas na
forma da camara cardiaca e espessura da parede que sdo dependentes
basicamente do estimulo inicial (Figura 7) (Grossman, Jones e Mclaurin, 1975;
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Pluim et al., 2000; Maillet, Van Berlo e Molkentin, 2013). Assim, um estimulo
patolégico causando sobrecarga de pressao (hipertensao arterial ou estenose
aortica por exemplo) produz aumento no estresse sistdlico de parede que
resulta em hipertrofia concéntrica, caracterizada por um coracdo com paredes
grossas e cavidades relativamente pequenas) (Grossman, Jones e Mclaurin,
1975). Por outro lado, um estimulo patolégico causado por sobrecarga de
volume (insuficiéncia aortica, fistulas arteriovenosas) produz aumento do
estresse diastdlico de parede, o que resulta em hipertrofia excéntrica,
caracterizado por um coragdo com cavidades bem dilatadas e paredes
relativamente finas (Grossman, Jones e Mclaurin, 1975; Pluim et al., 2000).

Entretanto, exercicios continuos como corrida, caminhada, ciclismo e
natacdo envolvem a ativagédo de grandes grupos musculares e isso promove a
vasodilatagdo profunda nos diferentes grupos de muasculo esquelético
envolvidos na atividade, e isso promove a chamada hipertrofia excéntrica
devido ao aumento do retorno venoso ao coragdo e, consequentemente, a
sobrecarga de volume (Pluim et al., 2000). Esse tipo de hipertrofia é
caracterizado pelo alargamento da camara, porém com uma variagao
proporcional na espessura da parede, e acontece de uma forma menos
pronunciada quando associado ao exercicio ou gestacdo (Dorn, 2007). Por
outro lado, os exercicios resistidos, sejam eles com contracfes dindmicas ou
isométricas, envolvem a aplicagdo de grandes tensdes musculares contra
resisténcia, porém com pouco deslocamento dos seguimentos corporais, 0S
guais sao capazes de promover uma sobrecarga de pressdo maior que a de
volume sobre o coracgdo, resultando em hipertrofia concéntrica, porém mais
branda que a observada em condi¢cfes patoldgicas (Pluim et al., 2000).

Durante a hipertrofia patolégica o alargamento dos cardiomidcitos e a
formacdo de novos sarcomero servem inicialmente para normalizar a tensédo de
parede e permitir que a funcdo cardiovascular fique estavel durante o repouso
(hipertrofia compensada), entretanto, a funcdo desse coracao hipertrofiado
pode eventualmente descompensar, levando a dilatagdo do ventriculo
esquerdo e, posteriormente, a insuficiéncia cardiaca (Pluim et al., 2000). Ja a
hipertrofia fisiolégica ndo descompensa para cardiomiopatia dilatada ou
insuficiéncia cardiaca (Fagard, 1997; Pluim et al., 2000). Contudo, as

alteracdes hipertroficas na anatomia cardiaca induzida pelo exercicio também
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promovem alteracfes significativas da conducao elétrica no tecido cardiaco
gue podem evoluir, especialmente em idades mais avancadas, para arritmias
cardiacas graves (Zehender et al., 1990; Wu et al., 2006).

Alguns estudos que utilizaram modelos experimentais demonstraram
gue a hipertrofia fisiologica e patologica tem bases estruturais, histolégicas e
moleculares distintas, onde o modelo de sobrecarga de pressao induzida pela
coarctacdo da aorta (hipertrofia patolégica) é capaz de provocar hipertensao
ventricular esquerda (Mcmullen e Jennings, 2007). Entretanto, o modelo de
treinamento crénico de natacdo (hipertrofia fisiologica) resulta em aumento
similar da massa do coracdo, sem nenhum tipo de disfungcdo compensatoria
(Mcmullen et al., 2003).

Apesar de ambas as respostas hipertroficas (fisiologica ou patolégica)
estarem associadas ao aumento da fina rede de fibras colagena que envolvem
os cardiomiocitos em condi¢cdes normais, somente no modelo de hipertrofia
patologica a rigidez mecanica € evidente, devido ao acumulo desproporcional
da matriz extracelular e fibroblastos cardiacos (Kaplan et al., 1994; Mcmullen et
al., 2003), o que promove aumento da fibrose intersticial, e contribui para a
disfuncéo diastdlica com possivel evolucdo para disfuncéo sistdlica (Brower et
al., 2006). Os modelos de hipertrofia cardiaca patolégica sédo frequentemente
associados com sobrerregulacdo (do inglés: upregulation) de genes como
peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo natriurético tipo B (BNP) (Yasuno et
al., 2009) e genes para isoformas fetais de proteinas contrateis, como um a-
actina e cadeia pesada de miosina B (B-MHC) (Mcmullen e Jennings, 2007).
Isto pode ser acompanhada pela reducdo da expressdo de genes que
normalmente estdo elevados na fase adulta, tais como a-MHC e SERCA..
Entretanto, isso ndo acontece em modelos de hipertrofia fisiolégica induzida
por atividade e/ou exercicio fisico (Mcmullen et al., 2003).

Ambos os tipos de hipertrofia destacados anteriormente apesar de
apresentarem caracteristicas diferentes, ainda nao possuem um corpo denso
de evidéncias cientificas sobre a distincdo das vias moleculares relacionados a
cada um deles. O desenvolvimento tecnolégico de animais transgénicos em
combinacdo com modelos cirargicos e de exercicio tém se mostrado muito
poderosos para delinear cascatas de sinalizagdo que desempenham papel
marcante na regulacao do crescimento fisioldgico ou patoldgico.
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Figura 7: Geometria cardiaca relacionada a hipertrofia fisiolégica ou patolégica. A
prépria hipertrofia promove reducéo do estresse de parede ventricular aumentando a
espessura da mesma, de acordo com a lei de Laplace [tensdo = (pressédo X
raio)/(espessura x 2)]. A hipertrofia excéntrica fisiolégica é caracterizada por aumento
no didmetro e volume ventricular com um crescimento coordenado na espessura da
parede e septo, devido ao aumento proporcional do comprimento e largura dos
cardiomiocitos, contudo ela acontece de forma menos intensa. Em condi¢gbes
patolégicas ocorre a dilatacdo da parede devido um estiramento preferencial dos
cardiomiocitos. Hipertrofia concéntrica € caracterizada por reducdo do didmetro da
cavidade ventricular esquerda e um aumento na espessura da parede livre e do septo,
com uma tendéncia dos cardiomidcitos aumentarem mais em espessura que em
comprimento, resultando em diminuicdo do quociente comprimento/espessura.
Adaptado de Maillet, Van Berlo e Molkentin (2013).
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Ao direcionar a atencédo para as vias de sinalizacdo celular pode se
afirmar que o exemplo mais bem caracterizado da via hipertrofica patolégica é
a via Gqq, que representa uma das trés subunidades (a, B, y) de proteinas
heterotriméricas G da familia G, e se liga aos receptores acoplados a proteina
G (GPCR) (Gutkind, 1998). Por outro lado, na hipertrofia fisiolégica a via
classicamente descrita € TKR / PI3-K (pl110a), onde o sinal é transmitido
devido a p110a, uma isoforma da PI13-K, estar acoplada ao receptor de tirosina
guinase (TKR), como exemplo, os receptores de IGF-1 (Schlessinger, 2000).

A partir de entdo pode ser formada uma ideia inicial sobre as vias de

sinalizacdo intracelulares envolvidas nos diferentes tipos de hipertrofia



cardiaca, que serdo detalhadas de maneira especifica, tanto na hipertrofia
patologia quanto fisiolégica, nos topicos seguintes. Incialmente, a Figura 8
representa as vias de sinalizacdo celular classicas na manutencdo dos

cardiomidcitos, em situacdo normal.
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Figura 8: Manutencéo ideal da integracdo (crosstalk contra-regulatorio) entre as vias
de sinalizacdo celular no cardiomiécito, durante uma condicdo normal. AT; e AT.:
receptores para angiotensina; CaMK: calmodulina quinase; MEK: Proteina quinase
guinase ativadora de mitdbgeno; mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos;
NFAT: fator nuclear ativador de células T; Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase
regulada por sinal extracelular; CaMK: calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-
terminal; MAPKKK: Proteina quinase quinase quinase ativadora de mitdgeno;
MAPKKKK: Proteina quinase quinase quinase quinase ativadora de mitégeno; GSK3:
glicogénio sintase quinase-3B; IGF-1: fator insulinico de crescimento tipo 1; PKA:
proteina quinase A;PKC: proteina quinase C; RTK: receptor de tirosina quinase; S6K:
quinase S6; PKB(Akt): proteina quinase B; B1-AR: receptor 31-adrenérgico; 4E-BP1.:
proteina de ligagéo 4E; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato ciclico;
HTs: transportadores de horménio tireoidiano; p85: subunidade reguladora a de
interacdo com PI3-K. Desenhado por Anderson Silveira (ndo publicado).

2.4.1 Vias de sinalizacdo na hipertrofia patologica
A geracdo de fatores cardiacos paracrinos, autocrinos ou ambos, tais
como angiotensina (Ang) Il, endotelina-1 (ET-1) e noradrenalina, em resposta a
um estimulo patolégico desempenha um papel importante no desenvolvimento
de hipertrofia cardiaca patoldgica. Esses ligantes ativam a GPCR, o que leva a

dissociagdo de Gqq € ativagdo de moléculas em pontos descendentes da via de
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sinalizacdo (do inglés: downstream) como MAPK-ERK1/2, descrita com maior
detalne no proximo subtopico, que € um mediador critico da resposta
hipertréfica patolégica (Harris et al., 2004; Muslin, 2008; Bernardo et al., 2010).
Em camundongos transgénicos para a sobrexpressao do receptor Ang IlI/AT; e
Gaq NO coracdo induziu hipertrofia cardiaca, que foi relacionada com a
expressao alterada de alguns genes que poderiam estar associados a
disfuncéo cardiaca, e morte prematura (D'angelo et al., 1997; Hein et al., 1997;
Mende et al., 1998). Por outro lado, os animais que ndo possuiam proteina G
(Gaq © Gq11) NO cardiomiocitos ndo desenvolveram hipertrofia cardiaca em
resposta a sobrecarga de pressédo, sugerindo que a via Gq11 € importante para
a inducdo de hipertrofia patologica (Akhter et al., 1998; Wettschureck et al.,
2001). Ademais, a hipertrofia patolégica é claramente abolida quando realizado
0 bloqueio da acédo de Ang Il, o que ndo ocorre na hipertrofia induzida pelo
exercicio ou pelo horménio tireoidiano (HT) (Geenen, Malhotra e Buttrick, 1996;
Devereux, 2000; Kinugawa et al., 2005; Kenessey e Ojamaa, 2006; Balakumar
e Jagadeesh, 2010; Ojamaa, 2010).

2.4.1.1 ERK

A via de sinalizacdo MAPK é constituida por uma sequéncia de
quinases funcionais, que em Uultima andlise, resulta na dupla fosforilagdo e
ativacdo de p38, c-Jun N-terminal quinase (JNK) e ERKs. A cascata de
sinalizacdo MAPK ¢ iniciada em miécitos cardiacos por varios ativadores como
GPCR, TKR/IGF-1, TGF- B, cardiotrofina-1 e também, por estimulos
estressores como o estiramento. Desse modo, quando p38, c-Jun N-terminal
quinase (JNK) e ERKs sao ativados eles fosforilam diversos alvos
intracelulares, incluindo vérios fatores de transcricdo que induzem a
reprogramacao da expressao génica no coracao. As MAPK quinases (MAPKK),
em especial, MEK1 e MEK2 fosforilam o sitio duplo de ativacdo das ERKs e por
isso sdo conhecidas como seus ativadores localizados em pontos ascendentes
da via de sinalizacéo (do inglés: upstream) (Sugden e Clerk, 1998; Garrington e
Johnson, 1999).

A ativacdo da ERK1/2, vem sendo relacionada a hipertrofia patolégica
e insuficiéncia cardiaca (Boulton et al., 1991; Chen et al., 2001; Harris et al.,

2004; Muslin, 2008). Alguns estudos demonstram que a ativacdo da ERK1/2

19



ocorre somente em modelos que induzem a hipertrofia cardiaca patologica
(Ang Il, endotelina-1 e noradrenalina) (Clerk et al., 2006). Entretanto, existem
estudos demonstrando que animais transgénicos que expressam mais MEK1
no coracdo desenvolvem hipertrofia concéntrica com melhora de funcéo
sistélica sem fibrose intersticial (Bueno et al., 2000), ou ndo desencadeiam
nenhuma alteracdo mesmo em modelos de exercicio (Purcell et al., 2007).
Sendo assim, a ativacdo ERK1/2 apesar de ser bastante evidente, ainda nao
esta claro o seu papel critico nas respostas hipertroficas.

O mecanismo proposto na literatura que descreve a hipertrofia
envolvendo ERK1/2 tem inicio com a ativagcdo da cascata tradicional de
sinalizacdo da MAPK (Ras / Rafl / MEK / ERK), que ap0s a ligacdo das
proteinas Gqq aos GPCRs resulta em fosforilacdo e ativagdo de ERK1/2 e
conseguentemente, de outros substratos (S6Ks) contribuindo para a sintese de
proteinas (Lorenz et al., 2009). Em segundo lugar, a interacdo do complexo de
Ras / Rafl / MEK / ERK com proteinas Gg, permite a ERK1/2 fosforilar alvos
nucleares como NFAT, aumentando a sua atividade transcrional (Sanna et al.,
2005). Assim, a ativagdo da sinalizacdo MEK-ERK1/2 parece induzir a
hipertrofia compensada com superexpressao (do inglés overexpression) de
seus reguladores upstream, como Ras, promovendo a indug¢do do fendotipo

hipertréfico patoldgico (Hunter et al., 1995).

2.4.1.2 p38

A p38-MAPK é um componente critico de vias de resposta ao estresse
e um mediador importante de varias funcdes biologicas, que vao desde
crescimento até morte celular (Wilson et al., 1996; Bassi et al., 2008). No
coracdo, a p38-MAPK estd envolvida na regulacdo da expressdo de genes,
apoptose, metabolismo, remodelamento, contratilidade e hipertrofia (Liao et al.,
2001; Petrich e Wang, 2004; Baines e Molkentin, 2005; Wang, 2007). Além
disso, ela parece ser ativada nas respostas isquémicas miocéardicas (Cook,
Sugden e Clerk, 1999).

A familia p38-MAPK consiste de quatro isoformas (a, B, ® e y), embora
apenas a e B sejam expressas no coracao (Jiang et al., 1997; Clark, Sarafraz e
Marber, 2007). A isoforma p38, é predominante no miocardio em humanos e
roedores (Lemke et al., 2001; Braz et al., 2003). O papel da p38, e p38s no
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coracdo ainda é bastante controverso, porém estudos que utilizaram animais
transgénicos para MEK3 ou MEKS, proteinas reguladores upstream de p38,
observaram que a reduc¢do da ativacdo p38 induziu queda da funcéo cardiaca,
fibrose, hipertrofia concéntrica e expressao génica fetal e elevagdo de ANP e
BNP em animais jovens (Liao et al., 2001; Braz et al., 2003; Zhang et al., 2003;
Nishida et al., 2004). Além disso, a p38 parece ser capaz de fosforilar
diretamente NFAT e regular negativamente o crescimento cardiaco por reduzir
os efeitos da sinalizagcdo da calcineurina no coracado (Molkentin, 2004). De
maneira geral, a p38 parece desempenhar um papel critico na protecdo do
coracao (Nishida et al., 2004).

Por outro lado, evidéncias apontam que a ativacdo direta da p38
parece estar envolvida com o desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada,
significativa fibrose intersticial e insuficiéncia cardiaca, porém sem evidéncias
de hipertrofia (Liao et al., 2001).

As possiveis explicacbes para essas divergéncias, provavelmente,
estdo relacionadas a diferencas nos modelos experimentais utilizados, como:
animais de diferentes linhagens e perfis genéticos (Braz et al., 2003; Zhang et
al., 2003), género (Liu et al., 2006), a possivel regulacdo especifica pela MKK3
ou MKK6 para cada isoforma da p38 (p38y, e p38g) (Wang et al., 1998),
ativacdo da via independente das suas quinases reguladoras (Wang et al.,
1998) e até mesmo curva dose-resposta bifasica (Muslin, 2008).

A sinalizacdo dessa via comeca pela ativacao das proteinas quinases
MEK3 / MEK6 que ativam a p38, e esta exerce uma acao de inativacao da
NFAT e ativacao dos fatores de transcricdo no nucleo celular (Liao et al., 2001).
Outra via com menos destaque na literatura € a ativacdo de p38 mediada
diretamente pelo receptor B1-AR nos cardiomiocitos de camundongo,
independente da concentracdo de AMPc ou ativacdo de PKA (Sabri et al.,
2000).

Sendo assim, a p38 parece exercer uma ag¢do dual, com provavel
atuacao atporatéria nos cardiomidcitos, o que contribui para o desenvolvimento
harmonico do coracdo (Liao et al., 2001; Molkentin, 2004; Petrich e Wang,
2004; Baines e Molkentin, 2005; Wang, 2007).
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Um exemplo global da quebra contra-regulatéria entre as vias de
sinalizacdo na resposta hipertrofica patoldgica pode ser exemplificado na

Figura 9.
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Figura 9: Desregulacdo da integracdo (crosstalk contra-regulatorio) entre as vias de
sinalizacdo celular no cardiomiocito, durante estimulo patolégico. AT, e ATy
receptores de angiotensina; CaMK: calmodulina quinase; MEK: Proteina quinase
quinase ativadora de mitdgeno; mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos;
NFAT: fator nuclear ativador de células T; Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase
regulada por sinal extracelular; CaMK: calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-
terminal; MAPKKK: Proteina quinase quinase quinase ativadora de mitdgeno;
MAPKKKK: Proteina quinase quinase quinase quinase ativadora de mitdégeno; GSK3[3:
glicogénio sintase quinase-3(3; IGF-1: fator insulinico de crescimento tipo 1; PKA:
proteina quinase A;PKC: proteina quinase C; RTK: receptor de tirosina quinase; S6K:
quinase S6; PKB(Akt): proteina quinase B; B1-AR: receptor B1-adrenérgico; 4E-BP1.:
proteina de ligacdo 4E; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato ciclico;
HTs: transportadores de horménio tireoidiano; p85: subunidade reguladora a de
interacdo com PI3-K. Desenhado por Anderson Silveira (ndo publicado).

2.4.2 Via de sinalizacao na hipertrofia fisioldgica
A hipertrofia fisiolégica € amplamente relacionada a sinalizacéo
induzida por IGF-1 no coracéo, e parece estar associada ao desenvolvimento
pés-natal e a atividade fisica (Yeh et al., 1994; Conlon e Raff, 1999; Koziris et
al., 1999; Neri Serneri et al., 2001). O IGF-1 age através do seu receptor IGF-
1R, que é um receptor de tirosina-quinase (TRK), responsavel por ativar a PI3-
K (p110a). A PI3-K libera inositol lipidios a partir da membrana plasmatica

mediando a sinalizagdo intracelular, além de serem capazes de regular
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diversas funcdes fisioldgicas, incluindo o crescimento (Toker e Cantley, 1997).
Corroborando essa afirmacdo, animais transgénicos com aumento da
sinalizacdo cardiaca de IGF-1 / PI3-K desenvolvem hipertrofia cardiaca, com
mortalidade e fung&o cardiaca em niveis normais (Reiss et al., 1996; Shioi et
al., 2000; Mcmullen, Shioi, Huang, et al., 2004). Por outro lado, camundongos
transgénicos com a sinalizacao cardiaca reduzida de IGF-1/PI3-K e submetidos
a treinamento de natacdo durante quatro semanas apresentaram coracoes
significativamente menores em relagdo aos seus controles treinados (Shioi et
al., 2000; Luo et al., 2005), sugerindo que esta via exerca um papel importante
na hipertrofia fisiologica induzida pelo exercicio (Shioi et al., 2000; Mcmullen et
al., 2003; Bernardo et al., 2010).

2.4.2.1 Akt

A serina-treonina quinase Akt, também chamada de PKB é outra
proteina downstream muito importante da via IGF-1/P13-K, que apresenta trés
isoformas (Aktl, Akt2 e Akt3) importantes, que estdo envolvidas em diversos
processos celulares, com destaque especial para sintese de proteinas e,
consequentemente, a hipertrofia cardiaca (Matsui et al., 2002). Akt pode ser
ativada tanto por receptores tirosina-quinase (IGF-1R) quanto por receptores
acoplados a proteina G (GPCR) e parece ser regulada de forma diferente,
dependendo do estimulo inicial (Bernardo et al., 2010).

A Akt, especialmente a Aktl, parece ser importante para a regulacao
da hipertrofia e compensacdo funcional do coracdo durante estimulos
patologicos (sobrecarga de pressao); e os efeitos benéficos da sinalizacdo de
Akt/PKB parecem ocorrer no nucleo (Shiraishi et al., 2004; Rota et al., 2005;
Debosch et al.,, 2006). Entretanto, os dados na literatura relacionados a
participacdo hipertrofica da Akt sdo muito conflitantes (Condorelli et al., 2002;
Matsui et al., 2002; Shioi et al., 2002; Shiraishi et al., 2004). Uma possivel
explicacdo para isso seria o nivel de expressdo das diferentes isoformas e
localizagdo subcelular. No entanto, mais recentemente, evidéncias bem
controladas indicam que Aktl estd associada a hipertrofia fisiologia e Akt3 a
hipertrofia patologica (Taniyama et al., 2005; Debosch et al., 2006; Sussman et
al., 2011).
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2.4.2.2 GSK3

Outro substrato celular importante da Akt é a proteina glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3) que se caracteriza como uma importante quinase
reguladora com diversos alvos celulares, incluindo as proteinas do
citoesqueleto e fatores nucleares de transcricdo. Ambas as isoformas da GSK3
(GSK3, e GSK3p) sdo expressas no coracdo (Ferkey e Kimelman, 2000;
Harwood, 2001; Hardt e Sadoshima, 2002). Alguns dados demonstram que
GSK3g regula negativamente o crescimento do coragéo e que a sua inibicéo €
um importante elemento para que ocorra hipertrofia dos cardiomiocitos (Hag et
al., 2000; Morisco et al., 2000; Morisco et al., 2001; Antos et al., 2002; Badorff
et al., 2002). Estudos recentes tém mostrado que GSK3, € capaz de inibir o
crescimento cardiaco pos-natal e reduzir fibrose, apoptose e hipertrofia
induzida por estimulos patolégicos (zZhai et al., 2007). Curiosamente, as
isoformas GSK3, e GSK3g parecem ter papéis distintos em um cenario de
sobrecarga de pressédo. A fosforilacdo de GSK3g foi essencial para o
desenvolvimento de hipertrofia patolégica enquanto a fosforilagdo de GSK3,
desempenhado um papel compensatoério (Matsuda et al., 2008).

2.4.2.3 S6Ks

Akt (PKB) também pode aumentar a sintese de proteinas através da
ativagdo mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), e esta é considerada um
ativador proximal de quinases S6 ribossomais (S6Ks), onde em experimentos
com o bloqueio da mTOR ocorre reducéo dos niveis hipertroficos pela inibicdo
de S6K (Cantley, 2002; Shioi et al., 2003; Mcmullen, Sherwood, et al., 2004;
Proud, 2004). As S6Ks (S6K1 e S6K2) sdo componentes downstream da via
PI3-K e Akt e também desempenham um papel importante na regulacdo de
sintese de proteinas. Alguns experimentos demonstraram, em modelos de
hipertrofia fisioloégica, a ativacdo da via IGF-1/PI3-K e atividade de S6K1
(Mcmullen, Shioi, Huang, et al., 2004). Entretanto, assim como em outras vias
as quinases ribossomais também apresentam respostas bem controversas
(Shioi et al., 2000; Mcmullen, Shioi, Zhang, et al., 2004).

2.4.2.4 4E-BP1 e sua regulacéo pelo HT

A mTOR por meio de seus alvos downstream é considerada a principal

moduladora da eficiéncia de sintese de proteinas intracelulares, e a proteina de
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ligacdo 4E (4E-BP1) é descrita como um dos seus alvos principais. Esta
proteina € muito importante na mediacdo da traducdo e sintese de diversas
outras proteinas, por que ela interage com uma regido na superficie do fator
eucariotico de iniciagdo 4E (elF4E) que coincidentemente € a mesma regido de
interacdo com o fator de iniciacdo 4G (elF4G), convém lembrar que essas duas
ultimas proteinas interagem entre si recrutando diversos outros fatores que
conduzem a sintese de proteina. Entdo, a interacdo de 4E-BP1 com elF4E
Impede a associagédo de elF4G com elF4E e bloqueia a formagédo do complexo
elF4F. A afinidade de 4E-BP1 por elF4E é regulada pela fosforilagdo de 4E-
BP1 (Gingras, Raught e Sonenberg, 2001; Browne e Proud, 2002; Martin e
Blenis, 2002). Sendo assim, a ativacdo de mTOR fosforila 4E-BP1 que reduz o
seu efeito inibitério sobre elF4E, permitindo assim o aumento da taxa de
converséo de proteina e biossintese de ribossomos (Tee e Blenis, 2005).

Kenessey e Ojamaa (2006) demonstraram que o tratamento in vitro de
cardiomidcitos com T3 aumentou a fosforilagdo de 4E-BP1 e que esses efeitos
foram bloqueados por inibidores de PI3-K e mTOR, suportando a ideia que a
via PI3K/Akt-mTOR desempenha um papel importante na hipertrofia de
cardiomidcitos induzido por T3. Ja os estudos de Kuzman, O'connell e Gerdes
(2007) e Kemi et al. (2008) relataram que a hipertrofia dos cardiomidcitos in
vivo parece acontecer especificamente pela via AKT/mTOR/S6 kinase sem
nenhuma diferenga da ativagdo da 4E-BP1 entre a hipertrofia fisiologica e
patolégica (Kemi et al., 2008). Sendo assim, a literatura ainda nao fornece
dados consistentes que evidencie que a hipertrofia cardiaca induzida pelos HTs
promova fosforilagdo da 4E-BP1. Um exemplo mais ilustrativo do complexo
truncamento entre diferentes vias de sinalizagdo celular associada a hipertrofia
cardiaca fisioldgica pode ser observado na Figura 10.

De uma maneira geral, todas as vias de sinalizacdo descritas
anteriormente se entrelacam e exercem func¢des distintas em virtude de uma
série de eventos transmembrana. Desse modo, a afirmacdo categérica da via
gue modula tal fendmeno no coracao deve ser evitada ou no minimo colocada

com cuidado.
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Figura 10: Interagdo entre as diferentes vias de sinalizacdo celular associada a
hipertrofia cardiaca fisiologica. AT, e AT, receptores de angiotensina; CaMK:
calmodulina quinase; MEK: Proteina quinase quinase ativadora de mitdgeno; mTOR:
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; NFAT: fator nuclear ativador de células T;
Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; CaMK:
calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-terminal; MAPKKK: Proteina quinase
guinase quinase ativadora de mitdgeno; MAPKKKK: Proteina quinase quinase quinase
quinase ativadora de mitdgeno; GSK3p: glicogénio sintase quinase-3f3; IGF-1: fator
insulinico de crescimento tipo 1; PKA: proteina quinase A;PKC: proteina quinase C;
RTK: receptor de tirosina quinase; S6K: quinase S6; PKB(Akt): proteina quinase B; B1-
AR: receptor B1-adrenérgico; 4E-BP1: proteina de ligacdo 4E; AC: adenilato ciclase;
AMPc: adenosina monofosfato ciclico; HTs: transportadores de horménio tireoidiano;
p85: subunidade reguladora a de interagcdo com PI3-K. Desenhado por Anderson
Silveira (ndo publicado).

2.5 Hipertrofia cardiaca induzida pelo hormonio tireoidiano

As primeiras evidéncias de correlacédo entre as doencas tiredideas e as
cardiopatias foram descritas pelo trabalho de Caleb Parry em 1825, que
mostrou uma associacao interessante entre o aumento do volume da tireoide e
a insuficiéncia cardiaca (Parry, 1825). Somente dez anos mais tarde, o
pesquisador Robert Graves fez uma descricdo detalhada da doenca em
mulheres (Graves, 1835), que mais tarde, ficou conhecida pelo seu nome:
“‘doenca de Graves”.

O HT exerce amplas ac¢des fisioldgicas sobre sistema cardiovascular
gue vao desde estruturais até eletrofisioldgicas (Fazio et al., 2004; Kahaly e
Dillmann, 2005; Dillmann, 2010; Grais e Sowers, 2014). Um dos efeitos de

maior destaque do HT é a sua capacidade de promover aumento das respostas
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cronotropicas, inotropicas, dromotropicas e lusitrépicas tanto em animais
guanto em humanos (Fazio et al., 2004; Dillmann, 2010; Grais e Sowers, 2014).
Além disso, € bem evidente que alteracbes no metabolismo dos horménios
tireoidianos interferem sobremaneira no desenvolvimento dos 6rgdos, assim
como, elevam a possibilidade de disfuncbes cardiovasculares especialmente
em modelos com longo tempo de administracdo de doses elevadas de HT
(Kinugawa et al., 2005; Nicolini et al., 2013). A importancia das manifestacdes
cardiacas na tireotoxicose tem sido amplamente estudada por varios grupos,
particularmente, aquelas relacionadas a hipertrofia (Klein e Ojamaa, 1998;
Silveira et al., 2014).

Nesta direcdo, observa-se que o HT é um modulador importante do
desenvolvimento miocéardico, pois durante o periodo neonatal, os niveis
plasmaticos de HT se elevam promovendo a mudanca das isoformas de
proteinas-chave miocardicas da fase fetal para as encontradas em adultos, tais
como elevacédo da expressdo de SERCA; e isoformas a da cadeia pesada de
miosina (a-MHC) e reducado da expressao da cadeia pesada de miosina 3 (B-
MHC). Desse modo, baixo nivel de T3 pode favorecer, em longo prazo, a danos
de 6rgédos-alvo, como o coracdo (Pantos, Mourouzis e Cokkinos, 2012; Nicolini
et al., 2013). De maneira geral, os efeitos hipertréficos induzidos pelos
hormonios tireoidianos promovem o0 crescimento proporcional de outros tipos
de células no interior do coracdo, além do aumento dos cardiomidcitos com
uma organizacdo miofibrilar normal. Além disso, a hipertrofia cardiaca em
resposta ao HT apresenta uma melhora da maquinaria transducional devido ao
aumento da capacidade de sintese de proteinas e consequentemente o
aumento do teor celular de ribossomos e RNAm (Morgan et al., 1987).

Um assunto muito controverso na literatura é a fibrose cardiaca, que
seria uma evidéncia de hipertrofia patoldgica, na acao hipertrofica induzida pelo
HT (Mill e Vassallo, 2001; Wakatsuki, Schlessinger e Elson, 2004). Entretanto,
alguns autores relatam que a hipertrofia induzida pelo HT além de ndo ser
acompanhada por fibrose cardiaca nem acumulo de colageno no intersticio
miocérdico (Hu, Liberti e Barreto-Chaves, 2005), o HT tem um papel importante
em reduzir a regulacéo (do inglés: downregulation) de colageno tipo |, o0 maior
colageno fibrilar no coracdo (Figura 11) (Yao e Eghbali, 1992; Nicolini et al.,

2013). Porém, outros demonstraram que em animais knockout para D3, que
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apresentam hipertireoidismo tissular cardiaco, independente do eutireoidismo
sistémico, ocorre intensa fibrose miocardica (Ueta et al., 2012). Entretanto, n&o
foi avaliado nesse estudo os niveis de expressdo do micro RNA 29 (miRNA-29)
nos animais knockout para D3, 0 qual tem importante papel na regulacdo da
fibrose cardiaca (Van Rooij et al., 2008; Nicolini et al., 2013).

Efeito Antifibrético

~~3 T miRNA-29

TIT/\_EE[
Nicleo 1 Colageno JUTR
mRNA
13 T3
EI:R(X@ M—i Colageno
AP-1-> MMP1

Figura 11: Ligacdo ao TRp/a T3 inibindo AP-1, resultando em downregulation de
MMP1. Além disso, T; inibe a sintese de colageno através da via genémica classica
mediada pelo TRB1. A regulacao positiva do micro RNA antifibrético miRNA-29 por T3
como uma importante janela de investigacdo. Adaptado de Nicolini et al. (2013).

Em nivel molecular, os conceitos estabelecidos sobre os efeitos do HT
sobre a hipertrofia cardiaca apresentam certas controvérsias e precisam de
maiores esclarecimentos. De uma maneira geral o HT parece ativar 0s
receptores para hormonios tireoidianos (TR) nos cardiomidcitos derivados de
dois genes que sdo provenientes de splicing alternativo para dar origem a
quatro isoformas dos receptores de ligacdo para Tz, onde TRy TRgq sédo
predominantes no cardiomiocitos, com TRy sendo expresso tanto no citosol
guanto no nucleo celular, podendo entdo, ativar as acfes gendmicas e nao
gendmicas do HT no coracdo, demonstrado na Figura 12 (Kinugawa et al.,
2005; Kenessey, Sullivan e Ojamaa, 2006). A ativacdo da PI3-K pela interacéo
direta da subunidade reguladora p85, com o TRy resulta em fosforilacdo da
Akt, mTOR, 4E-BP1, S6 quinase (p70S6K), que iniciam as alteracbes na
expressdo de genes que sao compativeis com o fendtipo fisioldégico de
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hipertrofia cardiaca (Simoncini et al., 2000; Kuzman, Gerdes, et al., 2005;
Kuzman, Vogelsang, et al., 2005; Kenessey e Ojamaa, 2006; Dillmann, 2010).
Entretanto, outras vias menos evidentes e controversas, como a via da MAPK,
parecem estar ativadas na modulacdo hipertrofica cardiaca, independente da
fosforilacdo de Akt (Pantos, Mourouzis, et al., 2007). Um exemplo especifico é
a proteina downstream da via da MAPK conhecida como p38 (Kinugawa et al.,
2005). Assim, a inducao de hipertrofia pelo HT via sinalizacdo por MAPK nao

deveria ser descartada.
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Figura 12: Acbes gendmicas e ndo genOmicas relacionadas aos receptores de
horménio tireoidiano e hipertrofia cardiaca. Adaptado de Kinugawa et al. (2005). a-
MHC: cadeia pesada de miosina a; B-MHC: cadeia pesada de miosina B; SERCA:
reticulo sarcoendoplasmatico Ca*™"/ATP..; ANP: peptideo natriurético atrial; BNP:
peptideo natriurético do tipo b; sACT: alfa-actina esquelética.

Além de alteracdes sistémicas, o HT parece também estar diretamente
envolvido com modificacbes locais sobra a ativacdo do sistema renina
angiotensina (SRA). Alguns estudos demonstram que o hipertireoidismo
promove modificacbes no SRA cardiaco promovendo aumento nos niveis
cardiacos de renina, o que estimula a ativacdo da ECA e eleva a geracao de
Ang Il, que parece ser o principal responsavel pelas alteracbes
cardiovasculares, devido ao aumento da expressao de receptores AT; e AT,
(Marchant, Brown e Sernia, 1993; Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara, Suzuki,
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Miyashita, et al., 1997). Além disso, o HT parece ter uma acdo importante
sobre a geracao, secrecao e degradacao de Ang Il sintetizados localmente, que
estdo diretamente associadas com a modulagdo da hipertrofia dos
cardiomidcitos (Aras et al., 2007).

No coracédo, a maioria dos efeitos patolégicos como fibrose e hipertrofia
associados SRA séo induzidos pela Ang Il e mediado pelo receptor AT, (Bader
e Ganten, 2008) ativando varias proteina-quinases intracelulares envolvidos no
desenvolvimento de hipertrofia, como os membros da familia das MAPK, S6
quinase (p70S6K), as varias isoformas da proteina quinase C (PKC), e Akt
(Schluter e Wenzel, 2008). Alguns experimentos foram capazes de demonstrar
a participacao desse sistema, onde o bloqueio dos receptores AT; ou inibicdo
da atividade da ECA foi capaz de prevenir ou até mesmo atenuar a hipertrofia
induzida pelo HT (Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et al., 1997; Asahi et al.,
2001; Basset et al., 2001; Hu et al., 2003; Pantos et al., 2005). Além disso,
outro receptor de angiotensina (AT,) parece também estar diretamente
envolvido com a hipertrofia induzida pelo HT, e possivelmente isso acontece
pela sua mediacdo sobre os niveis de TGF-B1 (Diniz, Carneiro-Ramos e
Barreto-Chaves, 2007), o qual é caracterizado como um fator de crescimento
pertencente a superfamilia das citocinas envolvidos diretamente com o
crescimento, diferenciacéo e proliferacdo celular (Purnomo et al., 2013).

Os niveis elevados de HT parecem ser capazes de induzir aumento de
Ang Il no coracédo, favorecendo a hipertrofia dos cardiomiécitos, ja que o
silenciamento de AT,, o principal receptor para Ang ll, leva a reducdo da
hipertrofia induzida por HT, bem como, uma redugédo da atividade da via de
sinalizagdo Akt/ GSK3-B/ mTOR (Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves,
20009).

Barreto-Chaves et al. (2010) descreveram a importancia de um novo
componente do SRA intracardiaco, a Ang 1-7, seu receptor Mas e a enzima
responsavel por promover a conversdao de Ang Il em Ang 1-7, a enzima
conversora de Ang Il (ECA;), sugerindo fortemente a participacdo do eixo
ECA2/ Ang 1-7/Mas como mecanismo contra-regulatorio do eixo principal do
SRA, ECA/ Ang II/AT1 no processo hipertréfico estimulado pelos HT. Contudo,
nenhuma evidencia na literatura até o presente momento demonstrou esse

efeito.
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2.6 O knockout para 1-AR como modelo experimental

As diferengas funcionais dos B-ARs foram reveladas pela primeira vez
pelo pesquisador Ahlquist em 1948 (Ahlquist, 1948). Passados vinte anos
desde a demonstracao dos B-AR houve a classificacdo farmacologica das suas
isoformas (B1-AR e B2-AR) (Rohrer, 1998). Ja na década dos anos 1990 os
pesquisadores ja reconheciam a funcéo e existéncia dos diferentes B-ARs (B1-
AR, B2-AR e B3-AR) no coracdo. Contudo, a especificacado de cada um desses
receptores foi definida farmacologicamente usando compostos seletivos para
cada um deles, e ja existiam evidéncias que esses farmacos ndo possuiam
seletividade absoluta. Entéo, pela incapacidade de isolar farmacologicamente
as diferentes isoformas dos B-AR, especialmente em tecidos onde mais de um
tipo de receptor é expresso, torna-se muito complicado atribuir funcdes
especificas que sao sutis para cada isoforma de 3-AR in vivo, devido a funcéo
distinta de cada um deles (Rohrer et al., 1996; Rohrer, 1998).

A delecdo para receptores B-adrenérgicos foi realizado de maneira
evidente pelo Dr. Daniel Rohrer que pertencia ao grupo do Dr. Brian Kobilka na
universidade de Stanford (Rohrer et al., 1996). Pois ja era bem sedimentada
por diversos pesquisadores a necessidade de estudos que envolvessem
alteragOes transgénicas, 0s quais seriam instrumentos importantes para o
entendimento da farmacologia e fungédo dos B-AR, além de determinacdo das
cascatas de sinalizacdo em que eles estariam envolvidos e principalmente
como uma plataforma experimental para conceber novas intervencoes
terapéuticas para se alcancar a cura de varias doencas (Rohrer et al., 1996;
Rohrer, 1998).

31



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O proposito deste trabalho foi verificar a participagdo do B1-AR na

mediacdo das vias de sinalizacdo biomoleculares ativadas pela hipertrofia

cardiaca induzida pelo T3 em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

Em

Em

camundongos albinos tratados com T3:

Investigar a ativacdo do sistema renina-angiotensina cardiaco na
mediacao da resposta hipertrofica ao Ts.

Estudar o papel da modulag&o do sistema nervoso autbnomo simpatico,
através da variabilidade da frequéncia cardiaca, na mediacdo da

hipertrofia cardiaca induzida pelo Ts.

camundongos knockout para 1-AR tratados com Tg:

Avaliar o papel do B1-AR na hipertrofia cardiaca induzida pelo T3, tanto
do ponto de vista funcional como morfolégico por meio de
ecocardiografia e anatomopatologia.

Identificar as possiveis diferencas na ativacdo do sistema renina-
angiotensina plasmatico e cardiaco em resposta hipertrofia cardiaca
induzida pelo Ts;

Avaliar os niveis hormonais do peptideo natriurético atrial (ANP)
plasmatico e cardiaco em resposta hipertrofia cardiaca induzida pelo Ts;
Identificar as principais vias celulares moduladas pelo B1-AR na

hipertrofia cardiaca induzida pelo Ts.
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4. JUSTIFICATIVA

A pesquisa basica utilizando modelos animais tem um potencial muito
grande de fornecer substratos importantes para o0 entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos em diversos tipos de doencas. Além
disso, esse conhecimento propicia o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que garantam uma melhor sobrevida e talvez até a cura de
determinadas enfermidades. Portanto, o presente trabalho se justifica pela
grande controversa observada na literatura cientifica a respeitos dos
mecanismos biomoleculares envolvidos na hipertrofia cardiaca induzida pelo
hipertireoidismo.

Neste proposito, o objetivo principal deste trabalho foi identificar a
importancia da participacdo do B1-AR no modelo de hipertrofia cardiaca
induzida pela administracdo de T3 em camundongos. Além disso, poucos
estudos in vivo descritos na literatura buscaram avaliar a interacdo dos 1-ARs
no modelo de hipertrofia induzida pelo hormonio tireoidiano, tornando o
presente trabalho um dos Unicos nessa direcdo até o presente momento. Para
tal fim, foram utilizados animais transgénicos com delecao da expressao de 1-
ARs in vivo, técnica esta que representa uma ajuda para ultrapassar algumas
limitacbes inerentes a manipulacdes puramente farmacoldgicos ou ex vivo
desses receptores.

O foco principal do presente trabalho foi detalhar as principais vias e
mecanismos que medeiam essa hipertrofia, além de observar se o fenbmeno
hipertréfico acontece de forma direta pelas acbes gendmicas e nao-genémicas
do T3 ou se esse fenbmeno € mediado pela estimulagdo dos sistemas
simpatico via B1-AR e/ou renina-angiotensina cardiaco.

Sendo assim, a compreensdo das interacbes e/ou alteracdes
funcionais, bioquimicas e moleculares que ocorrem nos diferentes tipos de
hipertrofia cardiaca poderia auxiliar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que sejam amplamente efetivas para o tratamento de doencgas que
promovam insuficiéncia cardiaca ou qualquer outro tipo de fendémeno
cardiopatoldgico, que altere a expressao e sintese de proteinas envolvidas na

regulacéo estrutural ou funcional do coracao.
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5. MATERIAIS E METODOS

Este projeto de pesquisa seguiu as normas e conceitos éticos da
Comissdo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (COMEP). O projeto foi aprovado pela comissdo sob 0 seguinte
protocolo: (207/2012). Além disso, todas as manipulacdes experimentais foram
executadas de acordo com o “Guide for the Use of Laboratory Animals”,
publicado pelo Instituto de Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996) e de acordo com a Lei nUmero 11794 de 8
de Outubro de 2008.

Deve ser destacado que todos os esforcos foram feitos a fim de
minimizar o sofrimento e proporcionar bem estar de todos os animais utilizados

nesse estudo.

5.1 Animais
5.1.1 Primeira Etapa: Caracterizac&o da hipertrofia induzida por Ts.
Camundongos adultos machos (8-12 semanas) da linhagem Swiss-
Webster (n = 40, PC = 43,17 + 1.0 g) foram obtidos do biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCFis) da UFRuralRJ, e
permaneceram em sala climatizada com controle de claro-escuro (12 horas por
periodo) em caixas contendo no maximo 10 animais com &gua e racao ad

libitum.

5.1.2 Segunda Etapa: Caracterizacédo do B71-AR na hipertrofia cardiaca.

Nessa etapa foram utilizados camundongos machos adultos (16
semanas) selvagens (n= 16; PC = 28,1 + 0,69) e animais knockout para 3;-AR
(B1KO™) previamente genotipados da linhagem C57BL/6J (n = 13; PC = 31,5 +
0,9 g) fornecidos pelo biotério da Universidade de Séo Paulo (USP), cedidos
pela professora Patricia Chakur Brum. Todos os animais ap0s chegarem ao
biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro permaneceram em sala climatizada (x 22°C) com
controle do ciclo claro-escuro (12 horas por periodo). Todos os animais foram

alocados entre 3-5 animais por caixa, com agua e ragao ad libitum.
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5.2 Protocolo Experimental
A sequéncia geral de procedimentos dos protocolos experimentais esta
descrito em cada subitem dessa secao e todos os métodos e aparatos técnicos
aplicados em ambos as etapas do estudo estardo descritas nos itens

seguintes.

5.2.1 Protocolo experimental da primeira etapa

Os animais foram submetidos ao protocolo de inje¢cdo de T3 por via
intraperitoneal (10 ug/100g de PC/dia) durante 12 dias (n= 20 animais), e outro
grupo serviu de controle, os quais receberam salina 0,9% no mesmo volume
(0,1 mL/dia), durante 0 mesmo periodo de 12 dias (n = 27). A dose utilizada
nesta fase para induzir hipertrofia cardiaca em camundongos foi a mesma
utilizada no trabalho de Silveira et al. (2014). Ao final do experimento foi
realizada a eletrocardiografia com de eletrodos de espuma (ECG), da onde se
originou tacogramas de cada animal para investigacdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), descrito pela primeira vez no estudo de Silveira et
al. (2014). Deve ser destacado que ECG com eletrodo de espuma foi
idealizado para evitar que qualquer tipo de perfuragdo ou pequenas
inflamacdes causadas pelo arame condutor utilizado no eletrocardiograma
padréo pudesse interferir os resultados. No dia posterior ao ECG foi realizada a
eutanasia para avaliagbes post-mortem. A coleta do sangue foi realizada por
decapitacdo para posterior dosagem dos niveis séricos de T3. O coracédo foi
coletado e pesado e o tecido congelado para as dosagens hormonais
posteriores e as tibias direitas foram medidas em cm para a obtencao do peso

relativo do coracéo (Figura 13).
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Figura 13: Representagdo do protocolo experimental utilizado na primeira etapa de
caracterizagcao do modelo de hipertrofia induzida pelo Ts.

5.2.2 Protocolo experimental segunda etapa

Nesta etapa, 0s animais selvagens (controles) e experimentais
(knockouts para B1-AR) foram submetidos a injecdes subcutaneas (s.c.) de
triiodotironina (T3) (T3; Sigma, St Louis, MO, USA), durante 10 dias, na dose de
50 ng/100g de PC/dia (WT+3 =8 e B1KOr3 = 8 animais). Este protocolo de dose
foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo (Império, 2013) e de outros
(De Picoli Souza e Nunes, 2014). J4 os animais do grupo controle receberam
somente veiculo (salina 0,9%) durante o0 mesmo periodo (WTsy =7 € B1KOgy =
5 animais). Deve ser destacado ainda que o mesmo volume (0,1 mL/dia) foi
injetado em ambos os grupos, semelhante ao que foi realizado no trabalho de
Silveira et al., (2014). As administra¢gOes foram realizadas sempre nos mesmos
horarios (~ 09h00min). O T3 foi preferido em relacdo a tiroxina (T4), por ele ndo
requerer ativacdo por desiodases, especialmente no tecido cardiaco, o que
poderia representar um fator de interferéncia nos resultados devido a
comparacgao entre animais knockout e selvagens.

Ao final do experimento foi realizada analise ecocardiografica (Eco),
para investigacdo das carateristicas anatdmicas e funcionais de cada grupo de
animais. No dia posterior ao Eco foi realizada a eutanasia para avaliacfes post-
mortem. A coleta do sangue foi realizada por decapitacdo para posterior
dosagem dos niveis séricos de Ang I, Ang Il e ANP. Os coracdes foram

coletados e pesados e o tecido congelado para as dosagens hormonais e
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avaliacdo das proteinas celulares, e as tibias direitas foram medidas em cm

para a obtencéo do peso relativo do coracéo (Figura 14).
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Figura 14: Representacdo do protocolo experimental utilizado na etapa de
caracterizacdo da participagdo do B1-AR modelo de hipertrofia induzida pelo Ts. A
figura mostra a realizacdo do exame ecocardiografico no centro nacional de
bioimagens (CENABIO Il) da UFRJ em parceria com o prof. Antonio Carlos Campos

de carvalho.
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5.3 ECG - Estudo do balanco simpato-vagal cardiaco por meio das andlises
da variabilidade da frequéncia cardiaca e espectral.

Vinte e quatro horas antes da avaliacao eletrocardiogréafica, os animais
foram anestesiados com éter etilico e tricotomizados em toda a extensao
toracica, sendo acoplado, a cada hemitérax, um eletrodo de espuma (3M do
Brasil, Ltda., Sumaré-SP, Brasil) de aproximadamente 1,0 cm de diametro.
Momentos antes do registro foram conectados ao sistema de aquisicao de
dados do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ (Amplifier 3A9,
TEKTRONIX/TL-2 Interface, Bearverton, OR, USA; ADInstruments, Castle Hill,
NSW, Australia), para o registro do ECG. Os sinais foram adquiridos em
frequéncia de 13 KHz e amplitude com resolucdo de 12 bits e, para a
visualizagBes e analise dos registros, foi utilizado o software AcgKnowledge
versao 3.8.1 (Biopac Systems Inc., Goleta, CA, USA).

Para analise espectral, foram realizados registros de 10 minutos cada.
Todo o processamento dos sinais da variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) foi realizado utilizando algoritmos baseados em Matlab (Silveira et al.,
2014) do software Cardioseries  versao 1.1 (available at

http://lwww.sites.google.com/site/cardioseries/home). Apds a deteccdo do pico
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de onda R, foram produzidos tacogramas de 600 segundos, contando todas as
flutuac®es cardiacas dentro deste periodo de tempo (Silveira et al., 2014). No
dominio do tempo, os indices adquiridos foram os seguintes: média do intervalo
R-R, desvio padréo dos intervalos RR, raiz quadrada das diferencas da média
guadrada dos intervalos RR sucessivos (Silveira et al., 2014). Para a analise
espectral da VFC (dominio da frequéncia), os tacogramas foram
redimensionados para intervalos iguais, pelo método de interpolacdo cubica,
em uma frequéncia de 13 Hz, e a tendéncia linear foi removida (Aubert et al.,
1999; Pereira-Junior et al., 2006). O espectro de poténcia foi obtido com uma
decomposicédo rapida baseada no método de Fourier (periodograma de Welch:
256 pontos, 50% de sobreposicdo, e janela Hamming). Duas bandas de
frequéncia foram determinadas: baixa frequéncia (LF: 0,1-1,0 Hz), e alta
frequéncia (HF: 1,0-5,0 Hz) e a poténcia foi estimada como area sob o espectro

dentro dessas amplitudes de frequéncia (Silveira et al., 2014).

5.4 Avaliacdo da funcado cardiaca por ecocardiograma

O objetivo do uso de tal ferramenta foi analisar a geometria cardiaca e
a funcao sistdlica e diastélica do ventriculo esquerdo. A andlise da geometria
cardiaca foi feita por meio da utilizacdo do modo bidimensional para a
mensuragdo da area das cavidades ventriculares direita e esquerda ao final da
diastole em corte transversal no nivel dos muasculos papilares. Para a
realizacdo do ecocardiograma, o0s animais foram anestesiados com gQas
isoflurano 2% em um fluxo de 1L/min de oxigénio, tricotomizados na regiao do
precérdio e examinados com o aparelho Vevo 770® High-Resolution Imaging
System (VisualSonics, Ontério, Canada) com transdutor de 30 MHz. Este
aparelho foi desenvolvido exclusivamente para pequenos animais, portanto
possui qualidade superior para realizacdo dessas avaliacdes em estruturas tao
pequenas.

Todas as andlises foram medidas em milimetros. A determinacao da
funcdo sistdlica do ventriculo esquerdo foi estabelecida através da analise da
fracdo de ejecdo o qual foi calculada pelo método de Simpson. Este método
consiste na delimitacdo, com auxilio de um cursor, de toda a cavidade
ventricular esquerda em sistole e em diastole de quatro cortes transversais (da

base ao apice) e um longitudinal (da saida da aorta ao apice). O aparelho
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entdo calcula automaticamente o volume sistolico e o volume diastdlico final
fornecendo a fracdo de ejecdo. Os animais foram avaliados ao final do
protocolo de tratamento, e todos foram avaliados no periodo entre 08 e 12:00
horas. Os parametros ecocardiogréaficos avaliados e que serdo mostrados na
sessdo dos resultados foram: ESIVd — espessura do septo interventricular em
diastole (mm); DDFVEd — diamtro diastolico final do ventriculo esquerdo em
diastole (mm); ERSIVd — espessura relativa do septo interventricular em
diastole; Massa corrigida do VE — massa corrigida do ventriculo esquerdo (g),

Fracao de ejecdo do VE - fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (%).

Lo
S

Figura 15: Imagem representativa do equipamento de ecocardiograma para
camundongos utilizado no presente estudo.

5.5 Analises Hormonais
5.5.1 Preparacao para as analises hormonais sanguineas.

O sangue foi colocado em trés tubos contendo inibidores de peptidases
para as dosagens de ANP, Ang | e Il. Esses inibidores sdo basicamente
constituidos de benzoato p-hidroximercurio (1 mM), 10-fenantrolina (30 mM),
PMSF (1 mM), pepstatina A (1 mM), EDTA 10% sendo todo procedimento
realizado sobre gelo. O plasma foi obtido apés centrifugacéo (20 minutos, 3000
rotacdes/min a 4 °C) e estocado a -20 °C, até o0 momento dos procedimentos

padrbes para realizacdo da mensuracao por técnicas especificas.

5.5.2 Extracdo dos Hormoénios ANG I, ANGII e ANP.
Incialmente deve ser destacado que todos os procedimentos de
extracdo hormonal foram realizados sobre gelo. Nesta extracdo foram

utilizados 1 mL de plasma que foi imediatamente acidificado com 2 mL de TFA.
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J& para a extracdo dos mesmos hormdnios no tecido-especifico, cerca
de 10 mg de tecido cardiaco correspondente a regido do apice foi macerada e
também acidificado 2 mL de TFA. As extracbes de ANP, Ang | e Il foram
realizadas em colunas Bond-Elut (Peninsula Laboratories, CA, EUA). Essas
colunas foram submetidas a uma pré-ativacdo com 4 mL de uma solucao de
acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluida em TFA 0,1% (solucdo A) seguido de
20 mL de TFA 0,1% (solucdo B). ApOs esse procedimento as amostras de
plasma foram colocadas individualmente nas colunas e diluidas novamente
com mais 20 mL de solucéo B. Os peptideos absorvidos foram entdo diluidos
em 3 mL de uma solucéo a 60% de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados
em tubos com dimensdes 12 x 75 mm e liofilizados. No momento do ensaio, o

liofilizado foi ressuspenso em 400 ul de tampé&o de ensaio.

5.5.3 Eficiéncia da Extracdo dos Hormonios

Para determinar a eficiéncia da extracdo dos horménios pelos métodos
utilizados, uma quantidade de (~ 25.000 cpm) do peptideo marcado (com 125I)
foi adicionada a 1 mL de plasma, o qual foi submetido as extra¢cées, como
descrito acima. Os sobrenadantes e os precipitados, gerados em cada uma das
etapas da extracdo, foram analisados no contador gama e, a partir dos valores
de suas radioatividades obtidas, foi calculada a proporcdo do hormonio
recuperado no final do processo de extracdo. A extracdo foi considerada
eficiente quando a porcentagem de recuperacdo do horménio marcado foi
acima de 80%. Os anticorpos especificos para Ang | e Il foram obtidos a partir
da Peninsula Inc. (San Carlos, CA, USA; Ang |: T4166; Ang II: T4007), e para
ANP foi gentilmente cedido por Jolanta Gutkowska (Hotel Dieu, University of

Montreal, Canada).

5.5.4 Radioimunoensaio
Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de
radioimunoensaios especificos para T3, ANP, Ang | e Ang Il (Vecsei, 1979;
Gutkowska et al., 1984; Botelho et al., 1994; Haanwinckel et al., 1995; Elias,
Elias e Moreira, 1998). Todos os ensaios/dosagens foram realizados em
duplicata. Inicialmente deve ser salientado que a metodologia descrita acima

esta implementada e tem sido rotineiramente utilizada no laboratério de
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Neuroendocrinologia Basica e Aplicada do Departamento de Fisiologia da
FMRP-USP. A sensibilidade da radioimunoensaio e o0s coeficientes de
variabilidade intra e inter-testes foram, respectivamente, 1,2 pg/mL, 8,1% e
8,7% para Ang I, 0,39 pg/mL, 6,7% e 8,7% para Ang Il e 0,7 pg/mL, 4,9% e
7,8% para a ANP.

5.6 Avaliacdo indireta da hipertrofia cardiaca
O peso do coragdo foi obtido em miligramas e normalizado pelo
comprimento da tibia em centimetros, que foi medida através do instrumento
paquimetro. Desta forma, obteve-se o0 peso relativo do coracdo, que permitiu
avaliar a hipertrofia cardiaca (Cohen, Aroesty e Rosenfeld, 1966; Otten et al.,
1986; Sjaastad et al., 2000; Mircoli et al., 2002; Van Dijk-Ottens et al., 2010).

5.7 Analise Histopatoldgica

Apols a eutanasia dos animais por decapitacdo, os coracdes foram
removidos, secos em papel filtro e pesados. Para propésito da analise
histolégica, os coracdes foram cortados transversalmente ao nivel dos
musculos papilares de ambos os ventriculos, e os tecidos foram fixados em
bouin. Posteriormente, as amostras foram desidratadas por gradiente crescente
de etanol (Vetec) (80/100/100%), por 50 min cada, diafanizados em xilol
(Vetec) por duas vezes e impregnadas com parafina a 60°C (parafina
histolégica; Pré-Cito®, Porto Alegre, RS, Brasil), em 2 banhos de 50 minutos
cada. Foram realizados cortes no microtomo (RM 2125 RT, Leica) com
espessura de 4 um para a coloracdao de hematoxilina e eosina, e de 8 um para
a coloracao de Picrosirius modificado (Dolber e Spach, 1993). As coloracdes
por hematoxilina e eosina (H&E) e Picrosirus foram realizados ap6s a
desparafinizacdo e hidratacdo do material com trés banhos de xilol com
duracdo de 15 min cada e alcoois em concentracdes decrescentes (100/ 100/
90 / 80 / 70%), por 5 min cada. As laminas foram lavadas em agua destilada
por duas vezes, por 5 minutos. Parte da das laminas foram coradas com
hematoxilina (Vetec) por 8 min, posteriormente lavadas em agua corrente e
rapidamente em alcool cloridrico (alcool etilico a 99,5% (Vetec) 940 mL/L, acido
cloridrico PA (Vetec) 20 mL/L, agua deionizada 40 mL) e depois lavadas

novamente, por 5 minutos em agua corrente e agua destilada. As laminas
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foram mergulhadas por 3 minutos em eosina (Vetec) e lavadas em agua
destilada e corrente por 5 minutos.

A hematoxilina e eosina coram o nucleo da célula com a cor azul e o
citoplasma celular e a matriz extracelular em tons avermelhados,
respectivamente. Esta coloracdo permite a observacdo do didmetro dos
cardiomidcitos. A outra parte das laminas foi corada com picrosirius e teve por
objetivo permitir a andlise de regides com aumento da deposicdo de colageno e
de tecido integro. As laminas foram colocadas em &cido picrico (Sigma)
saturado por 1 hora, lavadas em &agua corrente e destilada por 10 min.
Posteriormente, as laminas foram colocadas na solugdo de &acido
fosfomolibidico 0,2% (Vetec), por 1 min. ApOGs esse tratamento, as laminas
foram imersas na solugéo de picrosirius (Vetec) por 90min. Depois as laminas
foram mergulhadas em acido cloridrico (Vetec) por 2 min e lavadas em agua
corrente e agua destilada por 5 minutos. Apés o processo de coloracéo, todas
as laminas foram banhadas em alcoois em concentragcdes crescentes
(70/100/100/100 %) e em trés banhos de xilol puro, todos por um periodo de 5
minutos. Finalmente, as laminas foram montadas em resina sintética Entellan®
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

As imagens foram obtidas utilizando um microscopio de luz (Axiovert
100; Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplado a uma camera digital Olympus,
utilizando ampliagéo 40x. As imagens foram analisadas utilizando o software
ImageJ (disponivel em http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) com uma resolucéo
de 2272 x 1704 pixels.

Para a determinacao do diametro dos cardiomiécitos foram utilizados 3
coragOes por grupo de animais, onde avaliou-se 8 campos por corte, com
captura de 10 células por campo, obtendo-se em média 80 a 90 cardiomiocitos
de cada coracéo para o calculo das médias de cada campo, onde a variancia
maxima aceita foi de 2%). Além disso, os cardiomiocitos deveriam atender a
duas caracteristicas fundamentais para que fossem mensurados: o seu corte
teria que apresentar o nucleo central e a presenca de uma membrana celular
integra. Dessa forma, o diametro foi determinado, delimitando-se uma linha
reta de um ponto da membrana plasmatica para o lado oposto passando pelo

centro do nucleo, de acordo com Grimm et al. (1998).
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Com o objetivo de evidenciar fibrose foram utilizados os mesmos
cortes, porém com coragem dos cortes por picrosirius com ampliagcdo de 20x.
Todavia, os dados obtidos apds analise dos cortes ndo demonstraram areas de
fibrose, ndo sendo necessario o calculo da area da mesma.

Além disso, todas as medidas morfométricas foram realizadas por dois
investigadores independentes (RL, AS), de maneira cega tanto para 0S grupos
guanto para a modalidade de tratamento. A variabilidade foi avaliada através
da realizagdo de andlises repetidas e foi calculado como variagéo aceitavel de
1% intra-avaliador e 3% inter-avaliadores. Para andlise dos dados foram
utilizados os cinco campos com medidas mais estaveis para evitar

contaminacéo dos resultados por alta variacao.

5.8 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de SDS (SDS-PAGE)

Os coracbes de camundongos dos diferentes grupos experimentais
foram homogeneizados em Politrom contendo Tris (50 mM, pH 7,4), NaCl (150
mM), EDTA (1 mM), Triton X-100 (1%), deoxicolato de sédio (1%), solugéo de
dodecil sulfato de sédio (SDS, 1%), acrescido de inibidores de proteases
[aprotinina (5 pg/mL), leupeptina (1 ug/mL), fluoreto de fenilmetil sufonil (PMSF,
1 mM)] e de fosfatases [ortovanadato de sodio (10mM), fluoreto de sédio (100
mM) e pirofosfato de sodio (10 mM)].

O homogenado foi centrifugado a 21000 g, 4°C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de proteinas totais pelo método
de Lowry et al. (1951) e posteriormente para determinacdo do conteudo
proteico por Western blot. A uma aliquota de sobrenadante foi adicionado
tampao da amostra contendo SDS (4%), Tris-HCI (125 mM), glicerol (20%),
DTT (100 mM), azul de bromofenol (2%, pH 6,8). A eletroforese em gel de
SDS-PAGE foi realizada de acordo com o método descrito por Laemmli et al.
(1970). As amostras foram aquecidas a 100°C por 4 minutos e aplicadas em
sistema de mini-gel vertical (modelo Protean Il Cell BioRad®) de
acrilamida:bisacrilamida com 0,75 mm de espessura e gel de separacao de 10
a 18% de acordo com a proteina analisada. Foi utilizado padrédo de peso
molecular da Fermentas® contendo proteinas de 10-170 kDa. As corridas

eletroforéticas foram realizadas em cubas de acrilico contendo tampao de
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corrida [Tris-HCI (25 mM e pH 8,4), glicina (115 mM), SDS (0,1%)], sob

voltagem de 90 Volts, durante 4 horas.

5.9 Western Blot

Apoés a corrida eletroforética, o gel foi preparado para a transferéncia
(BioRad® Trans-Blot SD Cell, CA, EUA) de acordo com o método descrito por
Towbin et al. (Towbin, Staehelin e Gordon, 1979). Inicialmente, o gel e a
membrana de nitrocelulose (NC) foram colocados na solugéo de transferéncia
contendo Tris (48 mM), glicina (39 mM), SDS (10%) e metanol (0,2 M), pH 7,4.
Apés a montagem do sistema de transferéncia, as proteinas presentes no gel
de poliacrilamida foram transferidas para a membrana NC, sendo o processo
de transferéncia realizado durante 30 minutos sob a voltagem fixa de 20 volts,
a temperatura ambiente. Apos o término da transferéncia, a membrana de NC
foi submetida a immunoblot, sendo incubada por 1 hora, sob agitacdo, a
temperatura ambiente em solucdo de leite desnatado em p6 10%, diluido em
solugdo TBS-T contendo Tris-HCI (0,02 M), NaCl (0,16 M) e Tween 20 (0,1%),
pH 7,4. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada durante 12 horas a 4°C com
anticorpos primarios de coelho das seguintes proteinas analisadas: substratos
fosforilados pela PKA (1:1000, Cell Signaling®, MA, EUA), ERK1/2 p-
Thr202/Tyr204 (1:1000, Cell Signaling®, MA, EUA), P38 p-Thr180/Tyr182
(1:1000, Cell Signaling®, MA, EUA), 4EBP1 p-Thr70 (1:1000, Cell Signaling®,
MA, EUA), enzima conversora de ANG 1 (1:1000, abcam®, EUA) e anticorpo
primario de camundongo para a proteina B-actina (1:3000, Santa Cruz
Biotecnology®, CA, EUA). As diluicbes dos anticorpos priméarios foram
realizadas em solucéo de TBS-T contendo 2,5% de albumina bovina sérica e
0,01% de azida soédica. Os anticorpos foram retirados e as membranas
devidamente lavadas com solucdo de TBS-T, posteriormente incubadas
durante 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti-lgG
ligado a peroxidase (anti-lgG de coelho, diluicdo de 1:5000 em TBS-T ou anti-
lgG de camundongo, diluicdo de 1:5000 em TBS-T). Apdés a lavagem das
membranas para remocdo do excesso de anticorpo secundario néo ligado, a
membrana foi revelada no aparelho ChemiDoc™ XRS (BioRad®, CA, EUA) por
aproximadamente 30 minutos apos a adicdo de partes iguais dos reagentes do
kit de quimioluminescéncia amplificada ECL™ (Amersham Biosciences®, NJ,
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EUA). As bandas reveladas foram quantificadas por densitometria utilizando o
software ImageLab™ (BioRad®, CA, EUA). Apds a quantificacéo densitométrica
das proteinas, o valor obtido na analise foi dividido pela densitometria da B-
actina, proteina constitutiva utilizada como referéncia em todos os
experimentos. Os resultados obtidos foram comparados com 0s respectivos

grupos controles, os quais foram considerados como 100%.

5.9.1 Controles de Carregamento em Western Blot

Para a andlise, interpretacdo e comparacgao de resultados provenientes
de diferentes Western blots, € essencial que aja um controle de carregamento
da amostra aplicada, pois este controle garante: a mesma quantidade de
proteina aplicada em cada poco; a transferéncia das proteinas, do gel para a
membrana, com eficiéncia igual entre os diferentes pocos; A incubagéo com o
anticorpo e deteccdo do sinal uniforme ao longo dos pocos. Entretanto, alguns
autores ja propuseram a descontinuacdo da utilizacdo de proteinas como
controles de carregamento para a utilizacdo apenas da coloracdo Ponceau das
proteinas antes da etapa de transferéncia (Romero-Calvo et al., 2010). Dessa
forma, a combinacdo do controle de carregamento e coloragdo Ponceau na
membrana de transferéncia € descrito como ideal para um protocolo de

Western blot, e por isso este procedimento foi utilizado no presente estudo.
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6. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis que apresentaram elevada variabilidade intragrupo,
observada através dos valores do desvio padrdao, foram normalizadas pela
média dos valores dos animais controle. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado
em todas as variaveis analisadas, apés as normalizacdes dos valores, e em
caso de distribuicdo ndo normal foram utilizados procedimentos estatisticos
ndo paramétricos. Para a comparacao das médias intra e entre grupos aplicou-
se o teste de analise de variancia de uma via (one-way ANOVA), em caso de
valor F significativo fez-se a verificagcdo post-hoc com o teste de Tukey, para
identificar onde ocorreram tais diferencas. Para a comparacdo de apenas 2
grupos independentes foi utilizado o teste t de Student. Em todos os testes o
grau minimo de significancia adotado foi de 95% (p < 0,05) ou 99% (p < 0,01).

A analise de variancia fatorial (two-way ANOVA) seria aplicada no
tratamento estatistico do presente estudo. Contudo, um dos pressupostos da
ANOVA fatorial é a igualdade numérica de dados em todos os grupos, e por
esse motivo a two-way ANOVA nédo foi aplicada, para que as chances de
cometer erros do tipo Il fossem reduzidas durante a andlise e interpretacédo dos
dados.

Para a identificacdo dos dados amostrais com grande dispersdo (do
inglés outliers) aplicou-se o teste descrito por Dixon (Dixon, 1950; 1951; Dixon,
1953), porém no presente trabalho fez uso da tabela atualizada dos valores
criticos desse teste (Verma e Quiroz-Ruiz, 2006).

Todos os dados foram descritos como média + Erro Padrdo da Média
(EPM), e todos os célculos foram realizados pelo software GraphPadPrism®
(Verséao 6.0, Graphpad software, Inc., San Diego, USA).
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7. RESULTADOS

Além da caracterizacao morfologica da hipertrofia, se deu énfase nesta
etapa pela investigagdo da modulacao simpatica da hipertrofia induzida pelo Ts.
Assim, nesta etapa, nossa hipotese principal era a de que o T3 ndo fosse capaz
de alterar o balanco simpato-vagal cardiaco. Finalmente, também se avaliou o
contetdo de angiotensina Il no coracdo dos animais para consolidar, como
descrito na literatura (Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et
al., 1997; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009) e sugerido
pelos nossos dados nao publicados, a participacdo do SRA na mediacdo da

resposta hipertrofica induzida pelo Ts.

7.1 Primeira etapa: Caracterizacdo do modelo de hipertrofia cardiaca
induzida por T3
O tratamento durante 12 dias de administracdo com T3 na dose de 0,1
mg/kg) resultou em aumento significativo dos niveis séricos de T3 total quando
comparados ao seu grupo controle (T3 =174,8 £ 11,6 ng/dl vs. CTR = 116,1 +
5,13 ng/dl, p < 0,01, Figura 16).
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Figura 16. Concentracdo sérica de Tjtotal (ng/dl) no grupo de camundongos tratados
com T3 (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20). O simbolo sobre a barra indica diferenca
em relac&o ao controle CTR (**p < 0,01).

O peso corporal foi acompanhado diariamente e ndo houve diferenca

no peso corporal ao longo dos 12 dias de tratamento com T3 em relacdo ao seu
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respectivo controle (Figura 17). Corroborando os dados da literatura em

protocolo de administracdo de T3 com duracéo de 12 dias (Silveira et al., 2014).
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Figura 17. Peso corporal do grupo tratado com T3 (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20).
Note que nédo houve diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05).

O peso relativo dos coracbes dos animais 12 dias apos o tratamento
com T3 foi significativamente maior quando comparado aos Seus Qgrupos
controles (T3 = 115,0 + 3,9 mg/cm vs. CTR = 89,28 + 1.8 mg/cm, p<0,01,
Figura 18).
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Figura 18. Peso relativo do coragdo (normalizado pelo comprimento da tibia) no grupo

de camundongos tratados com T (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20). O simbolo sobre
a barra indica diferenca em relacéo ao controle CTR (**p < 0,01).

N&o houve evidéncia de fibrose miocardica nos cortes histoldégicos dos

coragOes nos grupos estudados, corroborando os resultados do peso relativo
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do coragédo, o diametro dos cardiomidcitos apresentou aumento significativo no
grupo tratado com T3 (183,8 + 6,76 pixels) comparado ao seu controle (118,4 +
1,94 pixels). Vale ressaltar que o tamanho do efeito foi verificado através do
célculo de variagao (A = 79,8 pixels, Figura 19). A Figura 20 mostra 0 aumento

do didmetro dos cardiomiécitos dos animais tratados em relacdo aos seus

controles.
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Figura 19. Diametro dos cardiomidcitos (pixels) do grupo de animais tratados com o
seu respectivo controle, durante 12 dias de tratamento com T3 (T3, n=20) ou salina
(CTR, n=20). O simbolo sobre a barra indica diferenga em relagéo ao grupo CTR (***p
<0,001).

Controle T3

Figura 20. Fotos de cortes histolégicos de musculo cardiaco obtido do ventriculo
esquerdo do grupo controle (esquerda) e tratado com T; (direita). Note a hipertrofia
dos cardiomiocitos mais acentuada no animais tratado com T3 (setas). Aumento de
40x e coloragdo HE em ambos os cortes.
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A Figura 21 mostra o resultado da mensuracdo da frequéncia cardiaca
(FC) nos animais acordados, realizada a partir do ECG nos grupos T3 e CTR.
Os resultados obtidos foram que a FC encontrada no grupo controle (456,18 *
12,41 bpm) foi parecida com o grupo tratado com T3 (459,5 + 9,67 bpm), e
portanto, sem nenhuma diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

Curiosamente, pode-se concluir preliminarmente que, embora o0 peso
corporal e o cronotropismo ndo tenham sofrido alteragbes substanciais, a
hipertrofia cardiaca ocorreu em resposta ao protocolo de administracdo de T3
utilizado aqui. Pode-se ainda sugerir que, o T3 neste protocolo, deve exercer
efeitos troficos diretos nos cardiomiocitos, independentemente de seus efeitos
no aumento da demanda metabdlica. Estudos hemodinamicos por meio de
cateterismo arterial para avaliagdo dos niveis pressoéricos neste modelo

contribuirdo para confirmar esta hipotese.
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Figura 21. Mensuracéo da frequéncia cardiaca no grupo tratados com Ts (T3, n=20)
ou veiculo (CTR, n=20). Sem diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

Como descrito anteriormente no inicio desta sessdo, buscou-se
investigar a modulag&o autonémica nos animais tratados com T3, corroborar 0s
resultados preliminares do nosso grupo em ratos que indicaram ndo haver
interferéncia (modulacdo) autondmica na hipertréfica cardiaca induzida pelo
HT. Pra tanto, foi feita a andalise da variabilidade da frequéncia cardiaca
apresentado na Figura 22. Foram realizadas andlises no dominio do tempo,
onde o intervalo R-R foi determinado em qualquer ponto no tempo. Essa
medida se baseou em simples calculos estatisticos realizados em um intervalo

nas series de R-R. Foram realizadas analises no dominio do tempo, onde a
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frequéncia cardiaca em qualquer ponto no tempo ou intervalo R-R foi
determinada. Essa medida se baseou em simples calculos estatisticos
realizados em um intervalo nas séries de R-R. Como observado, os dados
mostraram diminuicdo significativa na raiz quadrada da média dos quadrados
das diferencas entre R-R sucessivos (RMSSD) entre o grupo tratado (168,24 +
4,44 ms) quando comparado ao seu grupo controle (186,014 + 7,04 ms). Essa
reducdo da VFC no grupo tratado sugere que o T3 leva a reducdo do tonus
parassimpatico e/ou aumento do tdnus simpatico pelo menos em

camundongos.
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Figura 22. Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo
através da raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas entre R-R
sucessivos (RMSSD) nos animais tratados com T3 (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20).
Note a reducdo do RMSSD que sugere diminuicdo da modulacdo parassimpética ou
aumento da simpética. O simbolo sobre a barra indica diferengca em relagdo ao
controle CTR (*p < 0,05).

A Figura 23 mostra a analise espectral das ondas de baixa frequéncia.
A decomposicado da frequéncia no componente oscilatério da onda de baixa
frequéncia (LF) com variacdo de 0,1 a 0,15 Hz pode ser considerada
decorrente de atividade simpatica e parassimpatica no coracdo, entretanto
sendo o componente simpatico predominante (Saul, 1990). Em nosso trabalho
a faixa de variacdo utilizada para essa banda de frequéncia foi entre 0,1 a 1,0
Hz. Desse modo, nado foi identifica qualquer diferenca estatisticas no
componente oscilatorio de baixa frequéncia LF entre o grupo controle
(27085,56 + 2183,09 ms?) e o tratado (24818,98 + 2133,75 ms?).
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Figura 23. Andlise espectral da VFC no dominio da frequéncia, por meio do
componente oscilatério LF nos animais tratados (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20).
Sem diferenca estatistica significativa entre os grupos (p > 0,05).

A Figura 24 demonstra a mensuracdo da VFC por meio da
decomposicdo, no dominio da frequéncia, do componente oscilatorio de alta
frequéncia (HF), com variacdo de HF: 1 a 5 Hz, modulada pelo sistema nervoso
parassimpatico e gerada pela respiracdo sendo indicador da modulacdo do
nervo vago no coracao (atividade parassimpatica) (Furlan et al., 1990). O grupo
de animal tratado (2322,38 + 342,67 ms?) comparado ao controle (3959,35 +
594,55 ms?) exibiu reducdo estatistica significativa no componente oscilatério
de alta frequéncia (HF). Este achado sugere que o T3 possa diminuir a
atividade vagal nesses animais, corroborando os estudos de Karthik et al.
(2009) e Silveira et al. (2014).
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Figura 24. Andlise espectral da VFC na faixa de alta frequéncia em camundongos
tratados com T3 (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20). O simbolo sobre a barra indica
diferenca em relacdo ao controle CTR (*p < 0,05).
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Analisando a razdo LF/HF, que representa o balanco autondémico,
simpato-vagal sobre o coracédo (Vanderlei et al., 2009), pode se notar aumento
significativo neste parametro no grupo tratado com T3 (31,85 + 5,12 ms?) vs.
controle (14,99 + 2,77 ms? demonstrando que, os niveis séricos de Ts;
aumentados alteraram a relacao dos espectros, no sentido de uma elevacao na
razdo LF/HF em relacdo ao grupo controle, sugerindo aumento da modulacao
simpética para o coracdo nesses animais quando comparados ao seu controle
(Figura 25).
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Figura 25. Relagdo dos espectros de baixa e alta frequéncia no grupo de
camundongos tratados com T3 (T3, n=20) ou veiculo (CTR, n=20). O simbolo sobre a
barra indica diferenca em relacdo ao controle CTR (*p < 0,05).

Sabendo-se da importancia da interagcdo entre o0 sistema nervoso
autonbmico e o renina-angiotensina, especulou-se que talvez houvesse
diferenca na ativacdo do SRA cardiaco devido as distintas alteracoes do
balanco simpato-vagal em resposta ao T3 exibidas pelos animais descritas
anteriormente. Analisando os contetdos de Ang | e Ang Il cardiaco foi possivel
observar um aumento significativo de ambas no grupo tratado com T3
comparado ao seu controle (Ang I= 7,7 + 1,1 pg/mg ptn vs. 4,2 £ 0,4; e Ang lI=
14 £ 0,1 pg/mg ptn vs. 0,8 +0,1 pg/mg ptn, no grupo T3 vs. controle
respectivamente, *p < 0,05) (Figura 26). Mediante esses dados, possivelmente,
a ativacao do SRA cardiaco se deu em resposta ao aumento dos niveis séricos
de T3 (Carneiro-Ramos et al., 2010; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves,
2010; Silveira et al., 2014).

53



A B

A =352 (~84%) A=0,59 (~76%)
10+ *k 1.8' *k
- e = 154
— 1 o —
cE £ £ 124
» o g n
5 =] g D .94
2% 2 % 0.6-
28 22
< < 0.3
04 0.0-
L L LJ L
CTR T3 CTR T3

Figura 26. Andlise de angiotensina cardiaca no grupo tratado com T; (T3, n=20)
comparado ao controle (CTR, n=20). A: Niveis de angiotensina |; B: Niveis de
angiotensina Il. Os simbolos sobre as barras indicam diferenga em relagdo ao controle
CTR (**p < 0,01).

Neste estudo foi avaliado o conteudo de ANP cardiaco demonstrando
gue o tratamento com T3 em comparacgao ao veiculo reduziu a concentracao de
0 ANP (T3=4,9 £ 0,9 pg/mg de ptn; CTR= 9,3 + 1.2 pg/mg de ptn, Figura 27).
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Figura 27. Contetdo do ANP cardiaco no grupo tratado com T3 (T3, n=20) comparado
ao controle (CTR, n=20). O simbolo sobre a barra indica diferengca em relagdo ao
controle CTR (**p < 0,01).

7.2 Segunda etapa: Caracterizacdo da participacdo do B1-AR na hipertrofia
cardiaca induzida por T3

Embora ndo exclua a pouca importancia do SNA simpético na hipertrofia

cardiaca induzida pelo T3 em camundongos, podemos concluir que no

protocolo utilizado na etapa anterior ocorre aumento da modulacdo simpatica e
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ativacdo do SRA cardiaco. Portanto a hipétese da ndo ativacdo do SNA
simpatico pelo T3 neste modelo foi descartada.

Adicionalmente, considerando que a fun¢éo cardiaca néo foi avaliada na
etapa anterior, procurou-se investigar nesta etapa, a participacéo do receptor -
adrenérgico na qualidade (fisioldgica vs. patoldgica) da hipertrofia cardiaca.

Portanto, a hipdtese a ser testada neste novo protocolo foi a de que o

B1-AR participa da hipertrofia cardiaca induzida pelo Ts.

7.2.1 Caracterizagéo da via molecular PKA nos animais 87-AR knockout
A via de sinalizagao classica mediada pelos B1-ARs ¢é a ativacao da via
da PKA. Entretanto, foi verificado que os animais knockout para B1-AR
apresentaram reducdo significativa dos niveis de substratos fosforilados de
PKA gquando comparados aos animais selvagens (31KO= 0,4 + 0,03 UA vs.
WT= 1,0 + 0,05 UA, p < 0,05, Figura 28).
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Figura 28: Nivel de substrato fosforilado de PKA em animais knockout para B1-AR e
0s seus controles selvagens (WT). As letras diferentes sobre as barras representam
diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste t de Student para amostras
independentes (p < 0,001). NUumero de experimentos = 3; NUmero de animais =
5/grupo.
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7.2.2 Estudo ecocardiografico

Ao avaliar a espessura do septo interventricular em diastole (ESIVd) foi
verificado que o tratamento com T3 causou uma reducédo significativa no grupo
de animais selvagens tratados com T3 (WTy3 = 0,7 £+ 0,02 mm) quando
comparado ao seu respectivo controle (WTsy = 0,9 £ 0,04 mm; p<0,05).
Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos de animais knockout para
B1-AR (B1KOgy = 0,9 = 0,02 mm e B1KO3=1,0 + 0,0 mm; p < 0,05, Figura
29A).

J& a avaliacdo do diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo em
diastole (DDFVEd) demonstrou que o tratamento com T3 no grupo de animais
selvagens provocou aumento significativo dessa variavel em relacdo ao seu
controle (WT+3= 5,4£0,14 mm vs. WTsy= 4,7£0,19 mm; p<0.05). Por outro lado,
os animais knockout para receptor $-adrenérgico tratado com T3 apresentaram
reducdo significativa para DDFVEd em relacdo ao seu grupo controle (31KO+3
= 3,9 £ 0,11 mmvs. B1KOg, = 4,7 + 0,3 mm; p<0,05). Além disso, ao comparar
ambos os grupos tratados com T3 foi observado que o grupo B1KO+3 exibiu
valores significativamente menores que o grupo WTq3 (p<0,05), significando
gue o efeito de T3 foi dependente do B1-AR (Figura 29B). Isto também pode ser
observado na figura representativa do ecocardiograma no Modo-M (Figura 30).

Ao avaliar a espessura relativa do septo interventricular em diastole
(ERSIVd), parametro que normaliza a espessura do septo pelo diametro da
cavidade, ambos em diastole (vide materiais e métodos), verificou-se que
enquanto os animais WT+3 (0,13 + 0,004) apresentaram reducdo significativa
guando comparado ao WTg, (0.19 £ 0.003; p < 0,05), os B1KOg, (apresentaram
aumento quando comparados aos seus controles selvagens (B1KOsgy : 0,19 +
0,011 vs. B1KO+3: 0,25 = 0,007; p < 0,05, Figura 29C). O mesmo pode ser
observado na figura representativa do ecocardiograma no Modo-M (Figura 30).

A massa corrigida do ventriculo esquerdo (Massa Corrigida do VE) foi
outra variavel importante analisada no presente trabalho relacionada a
anatomia cardiaca, e consequentemente hipertrofia. Neste caso, houve
aumento estatisticamente significativo somente no B1KO+13; (139,5+3,8 Q)
guando comparado a B1KOg, (114,6 £ 5,3 g; p < 0,05). Nao houve diferenca
entre WTg, (109,7 £4,9 g; p<0,05 e oWTr3(111,7 £ 6,3 g; p < 0,05, Figura
29D).
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Figura 29: Analise ecocardiogréfica de diferentes paradmetros morfolégicos em
animais selvagens e 31-knockout. A: Espessura do septo interventricular em diastole
(ESVId) (F = 24,84; p < 0,001); B: Diametro diastolico final do ventriculo esquerdo em
diastole (DDFVEd) (F = 13,77; p < 0,001); C: Espessura relativa do septo
interventricular em diastole (ERSIVd) (F = 63,47; p < 0,001); D: Massa corrigida do
ventriculo esquerdo em percentual (Massa Corrigida do VE (%)) (F = 7,817; p <
0,001). As letras diferentes sobre as barras representam diferenca estatistica
significativa entre 0s grupos no teste de andlise de varidncia de uma via apés
verificacao post hoc de Tukey (p < 0,05).
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Figura 30: Imagens ecocardiograficas no Modo-M representativas dos grupos WTgy
(A), WT+3 (B), B1KOgy (C) e B1KO+3 (D). Note o aumento da luz do VE (dilatacao) do
VE no grupo WT+; e a diminuigdo da luz do VE com maior espessamento do septo
interventricular (cardiopatia restritiva) no B1KO+;. As linhas tracejadas mostram o
DDFVEd = diametro diastélico final do ventriculo esquerdo e o ESIVd = espessura do
septo interventricular em didstole. Canto superior direito mostra a escala de 1 mm.

2

Para caracterizar funcionalmente os coracdes que hipertrofiaram em
direcbes opostas em resposta a administracdo de T3 (i.e, hipertrofia com
aumento da luz do VE no WT controle e hipertrofia restritiva, diminuigéo da luz
do VE, no B1KO) avaliou-se a funcao sistolica cardiaca por meio do célculo da
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Neste caso, foi percebido que
somente o grupo B1KO+3 apresentou reducdo significativa dessa variavel
guando comparado ao seu respectivo controle (B1KOt3 =51,8 + 0,6 vs. B1KOgy
= 60,3 £ 1,4%, p < 0,05), ou ao grupo de animais selvagens tratados com T3
(B1KO13; = 51,8 £ 0,6 vs. WTq3= 58,1 + 1,3 %, p < 0,05, Figura 31). Nao
encontrada diferenca significativa para a comparacao intra-grupo dos animais
selvagens (WTgy =59,1 £ 2,4 vs. WT13=58,1 £ 1,3 %, p <0,05, Figura 31).
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Figura 31: Funcéo sistélica avaliada pela fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(VE) ap0s o tratamento com horménio tireoidiano ou veiculo em animais com auséncia
do B1-AR (B1KO) e em animais do grupo controle (WT). As letras diferentes sobre as
barras representam diferenca estatistica significativa entre os grupos na andlise de
variancia de uma via, apés verificacdo post hoc de Tukey (F = 5,962; p < 0,001).

7.2.3 Estudo da morfometria dos cardiomiocitos

Ao avaliar o nivel de hipertrofia cardiaca através da analise de cortes
histologicos, verificou-se que somente nos animais tratados com hormonio
tireoidiano (WTrs = 107,4 = 3,2 pixels; B1KOr; = 126,8 + 3,1 pixels) houve
aumento do didmetro dos cardiomidcitos em comparacao aos seus respectivos
controles (WTsy = 84,4 = 2,5 pixels; B1KOgy = 91,7 = 2,0 pixels, p < 0,05).
Entretanto, foi observado que o grupo B1KOr3 apresentou a maior média de
diametro em relacéo a todos os outros grupos (F = 47,60; p < 0,001, Figura 31).
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Figura 32: Avaliagdo da hipertrofia cardiaca através do didmetro dos cardiomiécitos
relacionadas a participacéo do B1-AR e tratamento com Ts. As letras diferentes sobre
as barras representam diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste de
analise de variancia de uma via apés verificacdo post hoc de Tukey (F = 5,962; p <
0,001).

7.2.4 Estudo da massa corporal e dos érgaos

A massa corporal pré, intra e pos-tratamento ndo apresentou qualquer
alteracéo intra ou entre grupos. Entretanto, quando observado a variacdo do
preso corporal (A peso corporal) houve uma diferenga significativa somente
entre B1KOrze WTsa (p < 0,05), Tabela 1.

Ao avaliar a massa cardiaca absoluta ndo foi identificada nenhuma
diferenca estatistica em qualquer dos grupos experimentais. Entretanto,
guando a massa cardiaca foi normalizada pelo comprimento da tibia, o grupo
B1KO+3 foi estatisticamente diferente do seu respectivo controle (B1KOg,), € de
todos os outros grupos de animais selvagens (p < 0,05) (tabela 1).

Os dados sobre o0s pesos absolutos e relativos hepaticos e pulmonares
nao revelaram qualquer diferenca entre os grupos, reduzindo a possibilidade de
algum tipo de insuficiéncia congestiva ou alteracfes anatomopatoldgicas entre
B1KO e WT (tabela 1)
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Tabela 1: Analise da massa corporal e dos 6rgdos nos grupos experimentais.

PARAMETROS GRUPOS EXPERIMENTAIS
Massa WTs, WT3 B1KOg, PB1KO.;
Inicial 28.1 28.1 30.2 324
Corporal (g) Final 29.8 28.9 30.0 34.3
A 1.6 0.4 0.9 0.4*
(absoluta) 0.2 0.2 0.2 0.2

Cardiaca (g)
(relativa) 11.0 101 10.8 13.0%

(absoluta) 0.2 0.2 0.2 0.3
Pulmonar (g)

(relativa) 8.3 8.4 6.3 7.8

(absoluta) 14 1.1 1.3 1.6

Hepatica (g)
(relativa) 51.2 43.0 43.3 46.6

WTsa: animal selvagem tratado com salina; WT+3: animal selvagem tratado com salina;
B1KOsy: animal knockout para B1-AR tratado com salina; B1KO+s: animal knockout
para B1-AR tratado com T;. A massa relativa foi estabelecida através da razéo entre o
peso absoluto do 6rgao e o peso corporal do animal. * diferenca estatistica significativa
em relacdo a todos os grupos no teste de andlise de variancia de uma via apos
verificacao post hoc de Tukey (F= 7,859; p<0,05).

7.2.5 Estudo do peptideo natriurético atrial (ANP) plasmatico e cardiaco

O peptideo natriurético atrial (ANP) plasmatico exibiu um nivel
significativamente mais elevado nos animais WTts (1,6£0,1 pg/mL) quando
comparados ao seu respectivo controle (WTg= 1,0+0,04 pg/mL) ou aos
animais knockout tratados com T3 (31KO+3= 0,8+0,04 pg/mL, Figura 32A).

Os niveis cardiacos de ANP encontrados demonstraram uma
importante resposta relacionada a hipertrofia cardiaca confirmada por outras
variaveis descritas anteriormente. O ANP foi significativamente maior no grupo
de animais knockout tratados com T3 quando comparado ao grupo knockout
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controle (B1KOt3= 1,2+0,1 vs. B1KOg= 0,94£0,06 pg/mL). Mais uma vez, a
resposta no grupo de animais selvagens tratados com T3 foi oposta aquela
apresentada pelos knockouts também tratados. Neste caso, o ANP diminuiu no
WT+r; quando comparado ao WTsy (WTsy= 0,98+0,03 vs. WTys= 0,7+0,02
pg/mL, p <0,05, Figura 32B).

Estes dados em conjunto sugerem uma resposta adaptativa na
secrecdo de ANP no grupo de camundongos selvagens (baixos valores de
ANP cardiaco devido a alta secre¢do para o plasma) comparados aos animais
knockout (acumulo de ANP no coracdo) ambos tratados com Ts.
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Figura 33: Experimento de radioimunoensiao para ANP. Niveis plasmaticos e
cardiacos de ANP em resposta ao tratamento com Tz e modulagéo do f1-AR. A: Nivel
plasmatico de ANP (F = 17,08; p < 0,05); B: Nivel cardiaco de ANP (F = 19,85; p <
0,05). As letras diferentes sobre as barras representam diferenca estatistica
significativa entre os grupos no teste de analise de varidncia de uma via apos
verificacdo post hoc de Tukey.

7.2.6 Estudo do sistema renina angiotensina (SRA) cardiaco e plasmatico

A Ang | plasmatica ndo apresentou qualquer diferenca estatistica
independente do tratamento ou grupos (p > 0,05, Figura 33A). Resposta
bastante semelhante foi observada ao avaliar os niveis plasmaticos de Ang Il (p
> 0,05, figura 33C).

O comportamento do sistema renina-angiotensina cardiaco foi
semelhante o observado no plasma. Desse modo, os niveis de Ang | nos
animais tratados com T3 ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
(WTrs = 4,0£0,5 pg/mL e B1KO3 = 3,8 £ 0,7 pg/mL) quando comparados aos
seus respectivos controles (WTsy = 4,8 £ 0,5 pg/mL e B1KOgy = 3,3 £ 0,8

pg/mL), e também, sem diferencas entre eles (Figura 33B).
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De modo semelhante ao descrito anteriormente, os niveis de Ang Il
cardiaco nos grupos tratados com T3 (WT+3= 0,8 + 0,1 pg/mL; B1KO13=0,7 +
0,7 pg/mL) também ndo exibiram qualquer diferenca em relacdo aos seus
respectivos controles (WTgy = 0,9 + 0,1 pg/mL; B1KOgy = 0,6 £ 0,1 pg/mL),

também sem diferencas estatisticas entre eles (Figura 33D).

B [ Salina
A 6 a -
a a
8000+ ° T a
u©g
© a o _ 44
Q =
S 60001 s E L
& =
£d 2< 2
2 E 4000 a 2 A
22 <
-2 T
o 20004 od | -
E a a I { |
ol = . . WT B1KO
T 1T 1
WT B1KO
1000+ c 1.5+ D
[+
2 800 ° a
. S _ 1.04 a
E I 6o a g2 T a a
2% 2 5% T
a2 4004 T =2
;v g 0.5+
g 200- a a
o7y ) i 00< 1
WT B1KO WT B1KO

Figura 34: Experimento de radioimunoensiao para Ang | e Il. A: Nivel plasmético de
Ang | (F =2,4; p > 0,05); B: Nivel cardiaco de Ang | (F = 1,03; p > 0,05); C: Nivel de
ANG Il plasmatico (F = 2,2; p > 0,05); D: Nivel de Ang Il cardiaco (F = 1,2; p > 0,05).
As letras diferentes sobre as barras representam diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos no teste de analise de varidncia de uma via apos verificacdo post hoc
de Tukey.

7.2.8 Resposta da ECA relativa aos grupos experimentais

Para melhor entendimento sobre a ativacdo do sistema renina-
angiotensina cardiaco, avaliou-se a ativacdo da ECA no coracdo de todos os
grupos.

Para ECA fosforilada (p-ECA) somente 0s grupos tratados com T3
apresentaram elevagéao significativa quando comparado aos seus respectivos
controles, porém sem diferenca entre eles (WTr3= 4,3+1,0 UA; B1KO13=3,6
0,3 AU). Nao foi evidenciada qualquer diferenca entre os grupos tratados com
salina (WTsy = 1,0 £ 0,2 AU; B1KOsy = 0,8 = 0,1 AU). Este dado reforca a
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hipotese de que o SRA é ativado pelo T3 no coracao e este efeito independe da

participacdo do B1-AR (Figura 34).
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Figura 35: Ativagdo da via ECA marcada pela sua fosforilagdo em animais selvagens
(WT) e knockout (B1KO). As letras diferentes sobre as barras representam diferenca
estatistica significativa entre os grupos no teste de andlise de varidncia de uma via
apos verificacdo post hoc de Tukey (F = 24,09; p < 0,05). Niumero de experimentos =
3; Nimero de animais = 5/grupo.

7.2.9 Resposta das vias sinalizacdo celular associadas a hipertrofia

cardiaca

7.2.9.1 ERK

Foi observado para o substrato fosforilado da ERK que o grupo
knockout tratado com T3 (B1KOr3 = 2,9 £0,3 UA) apresentou elevacdo
significativa dos niveis de ERK fosforilada (p-ERK) quando comparado ao seu
respectivo controle (B1KOgy = 2,9 + 0,3 UA), bem como os grupos de animais
selvagens (WTsy= 1,0 £ 0,2 AU; WTr3 = 1,2 £ 0,2 UA). No entanto, ndo foram
identificadas diferengcas em nenhum outro grupo (Figura 35).

Este dado sugere uma possivel modulagdo da via ERK pela via do 31-

AR. Assim, o T3 ativa a via ERK somente na auséncia do B1-AR.
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Figura 36: Ativacdo da via marcada pela ERK fosforilada (p-ERK) em animais
selvagens (WT) e knockout (B1KO). As letras diferentes sobre as barras representam
diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste de andlise de variancia de
uma via apos verificacdo post hoc de Tukey (F= 10,29; p<0,05). Numero de
experimentos = 3; NUmero de animais = 5/grupo.

7.2.9.2 PKA

Para avaliar se a via da PKA estava envolvida na resposta inibitoria do
B1-AR sobre a ativacdo da ERK induzida pelo T3, montou-se um experimento
para avaliar a funcionalidade da via PKA em todos os grupos. Assim, o nivel de
substratos fosforilados de PKA foi significativamente menor no grupo knockout
tratado com T3 (B1KO+3 = 0,4 + 0,02 UA) quando comparado ao seu respectivo
controle (B1KOsy=0,7 £ 0,002 UA), ou aos grupos WT (WTg=1,0+ 0,05 UA e
WT13=0,9 + 0,05 UA). Além disso, o grupo B1KOg, também demonstrou niveis
significativamente menores de substratos fosforilados de PKA quando
comparado aos grupos WT. Entretanto ndo foi evidenciada nenhuma diferenca
entre os grupos de animais selvagens (Figura 36).

Estes dados sugerem que, como descrito no inicio desta sessao, a via
da PKA esta significativamente reduzida nos animais do grupo knockout e 0 T3
ndo esta envolvido na ativacdo desta via, independentemente da presenca ou
ndao do B1-AR funcional. Portanto, provavelmente, a via PKA ndo deve estar

envolvida na modulagéo da via ERK induzida pelo Ts.
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Figura 37: Nivel de substrato de PKA fosforilado em resposta ao tratamento com T3
em animais selvagens (WT) e knockout para B1-AR (B1KO). As letras diferentes sobre
as barras representam diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste de
andlise de varidncia de uma via apés verificagdo post hoc de Tukey (F = 36,53; p <
0,05). Namero de experimentos = 3; NUmero de animais = 5/grupo.

7.2.9.3 AKT e 4E-BP1

Quando o objetivo foi de investigar a via da Akt como possivel
candidata na modulagdo da ERK, avaliou-se o conteido de Akt em todos os
grupos. Assim, nao foi observada nenhuma alteracdo do padréo relativo ao
conteddo de Akt em nenhum dos grupos (p > 0,05, Figura 37).
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Figura 38: Nivel de AKT fosforilada (p-AKT) no residuo serina em resposta ao
tratamento com T3 em animais selvagens (WT) e knockout para B1-AR (B1KO). WT:
selvagem; B1KO: knockout para B1-AR. Numero de experimentos = 3; NUmero de
animais = 4/grupo.

No entanto, ao avaliar 4E-BP1, que é uma proteina downstream da via
Akt, foi observado que somente os animais que nao possuem B1-AR exibiram

66



elevacdo significativa do substrato fosforilado em relacdo aos animais WT
(B1KOga = 1,4 + 0,1 UA e B1KO13 = 1,5 + 0,07 UA vs. WTsy= 1,0 £ 0,05 UA;
WTr; = 0,8 £ 0,03 UA) dessa proteina sem diferenca intra-grupo (Figura 38).
Estes dados sugerem que o B1-AR é um importante modulador da via 4E-BP1,
e este efeito independe do Ts.
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Figura 39: Ativacdo da via marcada pelos substratos fosforilados de 4E-BP1 (p-
4EBP1) em animais selvagens (WT) e knockout (B1KO). As letras diferentes sobre as
barras representam diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste de
analise de variancia de uma via apos verificacdo post hoc de Tukey (F = 31,14; p <
0,05). Numero de experimentos = 3; Niumero de animais = 5/grupo.

7.2.9.4 p38

Continuando a busca por possiveis candidatos para a modulacédo
exercida pelo B1-AR na ativacdo da ERK, avaliou-se o conteddo de p38 em
todos os grupos. Quando os grupos foram avaliados individualmente foi
possivel observar que o grupo WT tratado com T3z demonstrou aumento
significativo do substrato fosforilado de p38 em relacdo ao seu respectivo
controle (WT13=2,1% 0,2 vs. WTsy= 1,0 £ 0,2, p < 0,05) e também em relacado
ao grupo knockout tratado com T3 (B1KO+3 = 1,2 + 0,1, p < 0,05). Nao foram
observadas diferencas significativas nos grupos knockout tratado e ndo tratado
com T3 (Figura 39).
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Figura 40: Ativacdo da via marcada pelos substratos fosforilados da p38 (p-P38) em
animais selvagens (WT) e knockout (B1KO). As letras diferentes sobre as barras
representam diferenca estatistica significativa entre os grupos no teste de andlise de
variancia de uma via ap0s verificagcao post hoc de Tukey (F = 5,377; p < 0,05). NUmero
de experimentos = 3; NUmero de animais = 5/grupo.

Ao utilizar uma andlise para observar o grau de variagdo intragrupo dos
niveis do substrato fosforilado de p38 foi observado aumento de
aproximadamente 60% no grupo WT e reducdo de aproximadamente 65% no
delta de variagcéo dos grupos tratados com T3 — tratados com salina (controles).
Ainda na Figura 40 observa-se que o delta na variagcdo dos grupos tratados
com T3 (knockout — selvagem) foi de aproximadamente 90%.
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Figura 41: Variacdo dos niveis fosforilados de p38 entre os grupos. As letras
diferentes sobre as barras representam diferenca estatistica significativa no teste de
analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) (p < 0,001).
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Estes dados sugerem fortemente que a via p38 é ativada em resposta
ao T3 somente em condi¢cdes onde o B1-AR esta funcional. Por outro lado, na
auséncia do B1-AR, o T3 ndo somente é incapaz de ativa-la como inibi esta via,
sugerindo um papel modulador do B1-AR sobre a p38, que deve ser inibida por

outras vias de sinalizacao induzidas pelo Ts.
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8. DISCUSSAO

O achado mais relevante deste estudo foi a constatacdo de que o
receptor Bl-adrenérgico (B1-AR) exerce acdo fundamental na mediacdo da
hipertrofia cardiaca adaptativa induzida pelo horménio tireoidiano. A despeito
da ativacdo da via da ERK, esta mediada pelo sistema renina-angiotensina
cardiaco, uma via descrita na literatura como “via maladaptativa” (Diniz,
Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009; Barreto-Chaves et al., 2010)
nossos dados apontam para um papel contrarregulador exercido pela ativacao
concomitante do B1-AR no modelo de hipertrofia induzida pelo T3 Essa
concluséo foi possivel gracas a técnica de transgénese (knockout) especifica
para 0 B1-AR. Embora seja dificil atribuir este papel modulador do B1-AR
especificamente no coracdo, pois 0 modelo de animal utilizado néao foi o de
delecdo do receptor em todo o organismo e nao tecido-especifica, os animais
knockout para B1-AR (B1KO) apresentaram hipertrofia patoldgica
(maladaptativa) comprovada por exames morfofuncionais in  vivo
(Ecocardiografia) e morfométricos ex vivo (patologia).

Na analise das possiveis vias de sinalizacdo celular envolvidas na
resposta adaptativa a hipertrofia cardiaca induzida pelo T3, observou-se que
uma das principais vias envolvidas nesta resposta adaptativa foi a via da p38.
Assim, a distincéo da hipertrofia dos cardiomiécitos entre os animais selvagens
e B1KO esteve diretamente relacionado a capacidade do B1-AR ativar a p38,
gue deve ter atuado de maneira contra-regulatoria sobre a via de sinalizacao
MAPK/MEK1/2/ERK1/2, conferindo assim a hipertrofia adaptativa para os
animais selvagens tratados com hormoénio tireoidiano. Varios estudos na
literatura (Marchant, Brown e Sernia, 1993; Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara,
Suzuki, Miyashita, et al., 1997) e dados publicados (Silveira et al., 2014) ou n&o
publicados pelo nosso grupo, jA descreveram o papel fundamental do SRA
cardiaco na mediacdo da resposta hipertrofica cardiaca ao HT. Embora a
maioria deles ou néo investigaram (Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et al.,
1997; Asahi et al., 2001; Basset et al., 2001; Hu et al., 2003; Pantos et al.,
2005) ou desprezaram a importancia (Schluter e Wenzel, 2008; Diniz, Carneiro-
Ramos e Barreto-Chaves, 2009) da via B-adrenérgica na modulacdo da
hipertrofia, nossos resultados sustentam a ideia de que esta via deva estar
envolvida ndo na exacerbacao ou sinergismo da hipertrofia patolégica, mas sim
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na contra-regulacao do processo, i.e., ha atenuacdo ou mesmo na protecao do
coracgao contra os efeitos deletérios no remodelamento e na fungao cardiaca.

Provavelmente, essa controvérsia pode ser explicada, pelo menos em
parte, pelas diferencas nos modelos utilizados na literatura (espécie animal,
tipo de horménio utilizado: T4 vs T3, dose, via de administracdo, protocolo
utilizado, etc.). No entanto, acreditamos também que o fato da via PB-
adrenérgica nao ter sido descrita frequentemente como importante para o
desenvolvimento da hipertrofia patolégica, os autores provavelmente néo
buscaram o contrario, ou seja, ndo investigaram o papel desta via na
modulacéo da hipertrofia em direcdo a uma hipertrofia adaptativa, que sempre
(talvez) estava recrutada em todo momento atenuando 0O processo
maladaptativo. Talvez isso s6 tenha sido desmascarado com a utilizagdo pela
primeira vez, neste estudo, de um modelo de dele¢édo do B1-AR.

Dados do nosso laboratério nos levavam a acreditar, assim como ja
descrito na literatura, no papel fundamental do SRA cardiaco na hipertrofia
cardiaca induzida pelo HT. No entanto, possuiamos indicios de que a
inervacdo autonémica simpatica ndo era importante na hipertrofia, pois ela
acontecia da mesma forma (pelo menos avaliada em termos de peso relativo
do coracdo) tanto no grupo de ratos intactos, como no grupo de ratos
denervados farmacologicamente pela guanetidina (dados nao publicados).

Na busca por explicacdes para as hipéteses levantadas foi realizada,
incialmente, a caracterizacdo do modelo de hipertrofia cardiaca induzida por T3
em camundongos Swiss Webster, para nos certificar que o protocolo utilizado
seria eficiente para esse fim. Para isso, algumas variaveis relacionadas a
hipertrofia induzida por T3 e identificadas como criticas na literatura fizeram
parte do nosso conjunto de andlises. Nossos dados demonstraram que 0 Nn0SSO
protocolo de administracdo de hormonio tireoidiano elevou o0s niveis
plasmaticos de T3 em 50%, aumentou os niveis cardiacos de Ang | / Ang Il e
reduzir reduziu os de ANP, provavelmente pelo aumento de sua secre¢cao non
plasma. Adicionalmente, o T3 induziu hipertrofia dos cardiomiocitos e esses
achados estdo de acordo com o0 que ja se tem descrito na literatura (Diniz,
Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009; Barreto-Chaves et al., 2010;
Carneiro-Ramos et al., 2010; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2010;

Silveira et al., 2014), confirmando a efetividade do nosso modelo.
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O achado novo, e mais intrigante, pelo menos a principio, foi a de que
0 T3 aumentou a modulacdo simpética, sugerida neste trabalho pelo aumento
da relacdo LF/HF na andlise espectral da variabilidade cardiaca dos animais
tratados com Tj3. Salvaguardando diferengcas marcantes entre os modelos
(dados anteriores do nosso grupo utilizando T, em ratos vs. este estudo
utilizando T3 em camundongos) nao esperavamos este resultado uma vez que
em ratos, o T, promoveu hipertrofia independentemente da inervacéo
simpética. Levantou-se, portanto, a hipétese de que a modulacdo simpética
aumentada em nosso modelo poderia ter um substrato anatébmico p6és e nao
pré-sinaptico. Assim, montou-se um segundo protocolo experimental, chamado
aqui de Etapa 2, para investigar se a auséncia do receptor [-adrenérgico
poderia alterar o padrao de hipertrofia cardiaca em resposta ao T3. O resultado
confirmou a hipdtese de que a modulagdo simpatica deve estar aumentada
pela acdo do T3 sobre a via B-adrenérgica em nivel pds-sinéptico e isto seria
importante para induzir a um hipertrofia adaptativa, como descrito
anteriormente nesta sessao. A concluséo de que a hipertrofia do coracao foi
fisiolégica (adaptativa) se fundamenta pelos resultados j& expostos de
ecocardiografia, morfometria e secrecdo de ANP.

Os hormonios tireoidianos apresentam efeitos intrinsecos e extrinsecos
ao coracao, o que torna essencial uma avaliacdo anatdémica e funcional desse
orgdo para inferir de maneira precisa esses efeitos. Alguns estudos foram
realizados em cultura de cardiomidcitos ou em coracgéao isolado avaliando esses
efeitos de maneira intrinseca (Mcdonough, Chen e Spitzer, 1987; Gloss et al.,
2001; Pachucki et al., 2001). Entretanto, poucos trabalhos buscaram avaliar a
funcdo cardiovascular relacionada a acdo dos hormonios tireoidianos in vivo e
de maneira ndo invasiva (Weiss et al., 2002). Sendo assim, a ecocardiografia
em camundongos, considerada uma ferramenta de alta confiabilidade, traz
informacdes fidedignas no que tange a avaliagcdo anatébmica e funcional do
coracao (Fentzke et al.,, 1997; Fentzke et al., 1998; Mor-Avi et al., 1999;
Feldman et al., 2000; Collins et al., 2001; Fentzke et al., 2001). Assim, baseado
nas informacdes de todas as variaveis do ecocardiograma foi possivel observar
gue o tratamento com T3 foi capaz de promover hipertrofia excéntrica nos
animais selvagens, o qual foi caracterizado por reducdo da espessura da

parede relativa do septo interventricular e aumento do diametro diastélico final
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do ventriculo esquerdo. Por outro lado, os animais B1KO apresentaram uma
hipertrofia concéntrica, caracterizada por um aumento da espessura relativa do
septo interventricular e uma reducdo do diametro diastélico final. Deve ser
destacado também, que a andlise histoldgica dos coragdes corroborou o0s
resultados do ecocardiograma onde os animais que foram tratados com T;
apresentaram um aumento significativo na média da area de secao transversa
dos cardiomiécitos, fortalecendo ainda mais a confiabilidade dos resultados.
Nosso grupo ja havia demonstrado resultados idénticos, sobre a hipertrofia e
diametro dos cardiomiécitos, em um protocolo experimental bastante
semelhante ao do presente estudo (Silveira et al., 2014), o que elevou a
confiabilidade dos resultados obtidos neste estudo.

Ao analisar a resposta funcional do coragao pela fracdo de ejecao do
ventriculo esquerdo foi possivel observar que o0s animais selvagens nao
apresentaram qualquer alteracdo na fracdo de ejecdo, o que demonstra uma
hipertrofia excéntrica sem prejuizo funcional, mesmo diante de uma alta
demanda metabdlica exercida pelo Ts. Por outro lado, os animais B1KO
apresentam queda significativa nessa variavel evidenciando uma hipertrofia
concéntrica com disfuncdo ventricular esquerda. Deve ser destacado, que o0s
hormonios tireoidianos sédo reconhecidos por induzir hipertrofia cardiaca sem
alteracéao funcional ventricular tanto em humanos (Ching et al., 1996) quanto
em camundongos (Bedotto et al., 1989), por serem capazes de regular genes
especificos que codificam tanto proteinas estruturais quanto funcionais. Isto
resulta em crescimento de maneira harmonica dos capilares e do miocardio
(Craft-Cormney e Hansen, 1980; Chilian et al., 1985; Tomanek e Busch, 1998),
mesmo com niveis elevados de T3 circulante, desde que isso aconteca em um
curto intervalo de tempo (Dillmann, 1990; Nicolini et al., 2013), exatamente
como o aplicado no presente estudo, onde o tempo de administracao de T3 foi
de apenas 10 dias. No entanto, na auséncia do B1-AR esse protocolo
promoveu hipertrofia cardiaca com disfung&o funcional ventricular esquerda.

E descrito na literatura que o excesso de horménio tireoidiano
circulante esta associado a elevacdo dos niveis plasmaticos de ANP.
Semelhantemente, as patologias cardiacas hipertréficas caracterizadas por
alteragcbes na geometria cardiaca com disfuncdo funcional ventricular

esquerda, também estdo associadas ao aumento da sintese de ANP pelos
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atrios e ventriculos (Chien et al., 1991; Vezyraki, Kalfakakou e Evangelou,
2000; Koukoulis et al., 2002; Olson e Schneider, 2003; Yasuno et al., 2009).
Além disso, existe uma correlagdo inversa entre 0s niveis plasmético e
cardiaco para ANP, induzido pelo horménio tireoidiano (Wong et al., 1989;
Yasuno et al., 2009). De acordo com 0s nossos resultados, os animais
selvagens tratados com T3 apresentaram maiores niveis plasmaticos para ANP,
enquanto os B1KO exibiram os menores. Porém, ao analisar os niveis
cardiacos foi possivel observar resultados inversos aos encontrados no
plasma. Possivelmente, o fato dos animais selvagens tratados com T3 exibirem
alta secrecdo de ANP, sugerido pelo aumento de ANP plasmaético e baixo ANP
cardiaco (Yegin et al., 1997; Silveira et al., 2014), deve ter contribuido para o
estabelecimento de um ambiente hemodindmico mais favoravel (reducédo da
pré e pos-carga, excrecdo de sodio e d4gua amentados, etc...), assim como
descrito por Kohno et al. (1986) em individuos com hipertensdo. No entanto, os
coracbes dos animais com delecdo para B1-AR ndo apresentaram tal
adaptacao e isso provavelmente deva ter contribuido para um remodelamento
cardiaco maladaptativo com comitente prejuizo funcional sistdlico.
Adicionalmente, a literatura relata que na hipertrofia cardiaca patolégica ocorre
aumento da sintese de ANP no coracgdo, pois este horménio parece exercer
funcdes paréacrinas anti-hipertréficas e anti-fibréticas, além de contra regular os
efeitos do SRA e do sistema nervoso simpéatico (Fujisaki et al., 1995; Nakao et
al., 1996; Oliver et al., 1997; Oliver et al., 1998; Tamura et al., 2000; Knowles et
al., 2001). De maneira geral, a andlise dos resultados ecocardiograficos e
morfométrico, em conjunto com a resposta de ANP foram capazes de
identificar que os animais WT+3; apresentaram uma hipertrofia adaptativa ou
fisiologica enquanto os animais P1KO+3 apresentaram uma hipertrofia mal
adaptativa ou patologica.

A perda de peso corporal relacionado ao excesso de HT é um sinal
bem descrito na literatura (Basset, Blanc e Elghozi, 2000; Basset et al., 2001),
porém o nosso regime de tratamento com T3 ndo foi suficiente para promover
alteracGes metabolicas que levassem a essa resposta. Nossos dados estao de
acordo com os descritos por Silveira et al. (2014), que mudancas no peso
corporal de camundongos em protocolo de excesso de T3 circulante é mais

evidente em periodos longos de administracdo. No estudo conduzido por
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Freitas (2011), o tratamento com tiroxina por um periodo de 35 dias foi capaz
de induzir perda de peso. Sendo assim, a alteracdo do peso corporal em
modelo experimental parece ser dependente do tempo de administracdo, o que
nos sugere no caso do presente trabalho, que o tratamento com T3 por 10 dias
na dose de 50ug/100pc ndo foi suficiente para produzir esse efeito.
Observando esse fato com um olhar translacional é bastante coerente a
alteracdo do peso corporal se comportar de maneira tempo-dependente em
relagcdo ao nivel T3, uma vez que a manifestacdo dos sinais classicos do
hipertireoidismo em humanos acontece de maneira gradual e em longo prazo.

Diversos estudos demonstram que o excesso de HT esta relacionado
com hipertrofia cardiaca excéntrica ou concéntrica e de acordo com 0S N0Sso0s
resultados, o tratamento com T3 durante 10 dias promoveu aumento no peso
relativo dos cora¢des somente no coragao dos animais B1KO, corroborando os
dados demonstrados pelo ecocardiograma. Possivelmente, os animais 1KO
perderam a sua capacidade de regular o crescimento proporcional e pouco
intensa entre diametro e as paredes ventriculares do coragcdo como observado
na hipertrofia fisiologica (Heineke e Molkentin, 2006; Dorn, 2007; Maillet, Van
Berlo e Molkentin, 2013). Assim, a auséncia dos 1-ARs levou ao crescimento
desproporcional que se traduziu no aumento desordenado, 0 que
provavelmente levou as altera¢cfes na fracéo de ejecao.

Disfungdes ventriculares semelhantes as que acontecem no infarto do
miocardio podem desenvolver aumento das pressdes de enchimento
ventricular e consequentemente, ocasionar a congestdo pulmonar e hepatica
(Bocchi et al., 2009; Montera et al., 2009). A literatura descreve a relacdo da
congestdo pulmonar e/ou hepética nos quadros de insuficiéncia cardiaca, em
gue a analise dos pesos relativo e absoluto desses 6rgdos serve como um
parametro indireto de avaliagdo para essa patologia (Kiriazis et al., 2002;
Schmidt-Ott e Ascheim, 2006). No entanto, os nossos resultados néo
apresentaram quaisquer alteracdes para o peso relativo e absoluto dos
pulmdes e figado entre os grupos demonstrando que, a dose e o tempo de
administracdo de T3 ndo foram capazes de provocar insuficiéncia cardiaca
congestiva. Por outro lado, o estudo de Araujo et al. (2006) identificou que o
hipertireoidismo experimental provocou congestdo hepética e pulmonar, no

entanto, hormonio (T,4), animal (ratos), tempo de administracdo de HT (4
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semanas) e via de administracdo (agua de beber) utilizados no desenho
experimental desse trabalho foram totalmente diferentes aos do presente
estudo, o que pode ter conferido a discrepancia entre os resultados,
especialmente, pelo tempo muito longo de administragdo de hormonio
tireoidiano.

Os dados relativos a resposta do SRA plasméatico no presente estudo
nao evidenciou qualquer diferenca estatistica entre os grupos tratados com T3
e seus respectivos controles, e também foi possivel observar que os niveis de
Ang | e Ang Il ndo apresentaram qualquer relacdo com a hipertrofia cardiaca.
Na mesma direcdo, outros trabalhos também ndo evidenciaram qualquer
alteracdo no SRA periférico no hipertireoidismo experimental (Verma, Noble e
Miller, 1986; Carneiro-Ramos et al., 2006).

As principais fungdes fisiologicas do SRA cardiaco parece ser a
manutencdo do equilibrio ideal de estimulos intracelulares que sejam capazes
de induzir e inibir o crescimento e a proliferacdo celular, além da mediacdo de
respostas adaptativas ao estresse miocardico. Convém ressaltar, que esse
sistema tem sido o principal mecanismo descrito para explicar as alteracdes
hipertréficas induzidas pela sinalizacao ativada por Ang | e Ang Il (Paul, Poyan
Mehr e Kreutz, 2006; Barreto-Chaves et al.,, 2010). Os dados do presente
estudo evidenciam que em relagcdo ao SRA houve ativacado de ECA no coracéo
dependente da administracdo de Ts, porém, sem qualquer alteracao
significativa de Ang | e Ang Il independente do grupo. Possivelmente, essa
resposta € um mecanismo de cardioprotecdo na tentativa de prevenir um efeito
trofico adicional ativado pela angiotensina sobre o tecido cardiaco. Lino,
Shibata e Barreto-Chaves (2014) demonstraram reducdo na ativagdo de ECA
no coracdo sem interferéncia sobre os niveis de Ang | e Ang Il, em filhotes com
hipertireoidismo em periodo gestacional. Entretanto, convém ressaltar que a
amostra e o0 objetivo do estudo de Lino, Shibata e Barreto-Chaves (2014) foi
completamente diferente do nosso e todas as tentativas de comparagéo entre
os trabalhos relatados aqui tem apenas caréater especulativo.

Embora o corpo de evidencias ainda seja escasso, alguns autores
descrevem que o nivel elevado de hormdnio tireoidiano € capaz de aumentar a
atividade da ECA; e consequentemente a conversdao em Ang 1-7. Além disso,

esse mecanismo parece exercer funcdes contra-regulatérias no coracao,
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ativado pelo proprio SRA (Crackower et al., 2002; Paul, Poyan Mehr e Kreutz,
2006; Barreto-Chaves et al., 2010). Portanto, outra provavel explicacdo para os
Nnossos resultados seria 0 excesso de hormanio tireoidiano ter promovido maior
atividade de ECA, aumentando a formacao de Ang 1-7 no coragcdo, em que o
proprio SRA local serviu de gatilho, e dessa maneira, mantendo 0s niveis
cardiacos de Angl/Angll. Assim, podemos observar que o SRA foi ativado nos
animais de maneira dependente ao T3, porém 0 sistema renina-angiotensina
nao foi capaz de contribuir para a possivel explicacdo a respeito das diferencas
nos tipos de hipertrofia encontrada entre os grupos tratados com T3.

De maneira geral, os nossos dados demonstram que o tratamento com
T3 promoveu tipos diferentes de hipertrofia cardiaca, de forma dependente do
B1-AR, e também foi capaz de ativar o SRA s6 que de maneira independente
da ativacdo adrenérgica. Contudo, com os resultados apresentados até aqui
nao é possivel identificar uma explicacédo plausivel que justifique o excesso de
T3 provocar hipertrofia excéntrica fisiologica nos animais selvagens e hipertrofia
concéntrica patologica nos animais B1KO.

Para alcancar uma possivel explicacdo sobre os fendmenos
observados até aqui, seria de grande valia a avaliacdo proteinas-chave
envolvidas nas cascatas de sinalizagdo celular ativadas durante o processo
hipertrofia dos cardiomidcitos.

Ao dar inicio as andlises moleculares foi necessario fazer a
caracterizacdo da via classica de sinalizacao Bl-adrenérgica no modelo de
animais com delecédo para esse receptor (31KO), para certificar se as respostas
relativas a ativagdo das vias intracelulares avaliadas na hipertrofia cardiaca
seriam dependentes do papel desse receptor. E bem descrito que B1-AR s&o
acoplados a proteina G5 e quando ativados faz com Gy troque GDP por GTP
(Gys-GTP) e se separa dos dimeros 3, y dando inicio a interacdo com adenilato
ciclase, que culmina com a elevagado da concentracao intracelular de AMPc, e
finalmente, aumento a atividade da PKA. Sendo assim, a estimulacédo do f1-
AR promove um aumento da atividade de PKA e este fato € bem conhecido na
literatura (Devic et al., 2001). Mediante esses dados, a resposta classica
esperada em animais com a auséncia dos 31-ARs seria a reducdo da ativacao
da PKA quando comparado aos animais selvagens (Devic et al., 2001). De

acordo com a literatura, os animais B1KO apresentaram uma reducéo
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significativa da ativacdo de PKA em comparacdo aos animais selvagens,
caracterizando o nosso modelo animal. Cabe ressaltar ainda, que todos os
animais foram previamente genotipados para evitar interferéncias nos
resultados relativas a delegcédo ineficiente dos B1-ARs. A partir de entdo foi
possivel focar nas principais proteinas envolvidas com a sinalizacdo de
hipertrofia cardiaca.

A ERK1/2 é uma proteina central do grupo das MAPK ativada no
processo de diferenciagcdo, multiplicagdo e crescimento celular, pela sua
capacidade de fosforilar diversos fatores de transcricdo, que induzem
expressao de diversos genes no coracao. Portanto, essa proteina desempenha
um papel crucial nos estagios iniciais do desenvolvimento cardiaco (Harris et
al., 2004; Heineke e Molkentin, 2006; Purcell et al., 2007; Ruppert et al., 2013).
Entretanto, na fase adulta a ativacdo adicional dessa via estd diretamente
associada com o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patolégica (Boulton
et al., 1991; Chen et al, 2001; Harris et al., 2004; Muslin, 2008).
Adicionalmente, algumas evidéncias relatam que em quadros de excesso de
HT a ativacdo da ERK1/2 pode acontecer de maneira direta (Pantos, Xinaris, et
al., 2007) ou indireta, através da ativacdo do SRA (Balakumar e Jagadeesh,
2010). Entretanto, esse efeito ¢é contrabalancado pela estimulacéo
concomitante dos B1-ARs, que exercem uma acéo inibitéria sobre a ativacao
da ERK (Kim et al., 2008). De acordo com 0s nossos resultados, a ERK1/2
estava elevada nos animais B1KO com uma ativacdo adicional significativa no
grupo tratado com T3, sugerindo que a auséncia do B1-AR foi determinante
para essa ativacdo expressiva da ERK1/2, durante a simulacdo do
hipertireoidismo sistémico. Os nossos dados estdo em consonancia com
trabalhos de excelente qualidade metodolégica, que demonstraram elevacgao
significativa da ativacdo de ERK1/2 com o bloqueio funcional do $1-AR (Kim et
al., 2008). Adicionalmente, a ativacdo expressiva de ERK1/2 na fase adulta
esta diretamente associada com o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
concéntrica patologica (Ruppert et al., 2013).

Assim, 0s nossos dados até o momento demonstram que a auséncia
do B1-AR promove uma ativacdo de ERK1/2 que € potencializado com o
excesso de Tz, especificamente, nos animais que desenvolveram hipertrofia

patolégica. Sendo assim, um passo importante para a compreensdo desse
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fendbmeno seria determinagcdo da via de sinalizagdo mediada pelo B1-AR
envolvida na inibicdo da ERK1/2. Para tanto, algumas proteinas envolvidas na
sinalizacao hipertréfica de cardiomiocito foram avaliadas.

Devido os animais apresentar delecdo para 1-AR, a mensuragao da
atividade de PKA foi tomada como ponto inicial pela sua ativacdo ser
intimamente mediada pela ativacdo adrenérgica. Classicamente, a estimulacao
dos B-ARs provoca o aumento de AMPc e, consequentemente, ativa PKA que
é responsavel por fosforilar canal de Ca*™ do tipo L, canal de rianodina (RyR) e
fosfolambam, e assim coordenar o turnover de Ca'" citosolico, durante a
contracdo e relaxamento cardiaco (Wallukat, 2002). O aumento do Ca’™"
citosdlico induzido pela PKA ativa a calmodulina/calmodulina quinase (CAMK),
por conseguinte a calcineurina e por fim a NFAT que aciona a maquinaria
nuclear para hipertrofia cardiaca (Heineke e Molkentin, 2006; Bernardo et al.,
2010).

Como esperado, os animais B1KO demonstraram reducdo na ativacao
da PKA quando comparados aos animais selvagens, porém sem nenhuma
diferenca intra-grupos. Isso denota que independentemente do tipo de
hipertrofia cardiaca, esse efeito ndo foi relacionado com a participacdo da PKA.
Uma constatacdo adicional desse fato pode ser retirada do trabalho de Zhang
et al. (2013), onde observaram que frente a estimulos hipertroficos a reducéo
da PKA estava envolvida com a cardioprotecdo e redugéo da hipertrofia. Como
se observa em nossos dados, 0s animais com menor ativacdo da PKA
apresentaram os maiores indices de hipertrofia cardiaca com caracteristica
patoldgica, o que poderia se um fendbmeno contra-regulatério, mas como nao
houve diferenca entre os grupos, isso caracterizou que o sinal hipertréfico
provocado pelo Tz ndo foi importante e que essa via ndo esta diretamente
envolvida nessa resposta.

Avaliar a via classica associada ao crescimento e hipertrofia celular,
através das proteinas downstream da via Akt/mTOR, seria outro alvo
importante para que explicar as respostas hipertréficas mediadas pelo f1-AR.
Essa via encontra-se ativa de maneira fisiolégica durante os processos de
maturacdo e multiplicacdo dos cardiomiocitos no estagio fetal, assim como em
processos hipertroficos induzidos pelo exercicio na fase adulta (Tee e Blenis,
2005; Kemi et al., 2008). Nesta direcdo, um alvo importante da via Akt/mTOR é
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a ativacdo de 4E-BP1 que esta amplamente envolvida nos processos de
sintese proteica (Tee e Blenis, 2005). Entretanto, 0s nossos resultados
apontam que ndo houve qualquer alteracao intra-grupos da Akt e 4E-BP1, o
gue parece em um primeiro momento uma contradi¢cdo, ja que houve sintese
de proteina nos grupos tratados com T3. No entanto, convém ressaltar que os
processos hipertréficos induzidos por HT estdo preferencialmente associados a

fosforilagdo da p70°°¢

, que também é uma proteina alvo da via Akt/mTOR
(Kenessey e Ojamaa, 2006), e que a hipertrofia pode acontecer sem qualquer
alteragcdo na fosforilacdo de 4E-BP1, independentemente da estimulagéo
hipertréfica ser induzida por sinal patolégico ou fisiolégico, como descrito no
estudo de Kemi et al. (2008).

Além disso, uma resposta bastante curiosa foi os animais B1KO
apresentaram niveis de 4E-BP1 significativamente maiores que os WT,
indicando que essa via estava ativa mesmo no grupo que nao hipertrofiou
(B1KOsg). Isto possivelmente aconteceu, devido a delegcdo dos B1-AR ter
reduzido o nivel intracelular de AMPc, indicado pela queda na ativacao de PKA,
0 que diminuiu a acao inibitéria do AMPc sobre a Akt ativando a fosforilagdo de
4E-BP1. Confirmando essa hipétese, Chruscinski et al. (2013) observaram que
0 AMPc possui uma acdo inibitéria sobre a via Ak{/mTOR, e
consequentemente, também sobre a fosforilagdo de 4E-BP1. Portanto,
mediante aos nossos dados, observamos que a Akt ndo exerceu interferéncia
no processo hipertrofico ativado por Ts.

E descrito na literatura que a via das MAPKs esta envolvida na
sinalizacao celular relacionada tanto em resposta fisiol6gica quanto patoldgica.
Como exemplo, a via p38-MAPK é descrita como um importante mediador de
diversos processos biologicos, e especificamente no coracdo, essa via esta
envolvida com metabolismo energético, contratilidade, proliferacdo, apoptose e
hipertrofia cardiaca. Muitos estudos relacionam a ativacao da via p38-MAPK a
respostas letais no coragcdo, porém outros relatam que a ativacdo dessa via
confere cardioprotecdo (Bassi et al., 2008). Os nossos resultados
demonstraram que a ativacdo da via p38-MAPK foi dependente da modulacéo
exercida pelo B1-AR, além de estar diretamente associada com o fenoétipo de
hipertrofia fisioldgica observada no grupo WTr3, frente ao estimulo hipertrofico
induzido pelo T3. De maneira oposta, a p38 exibiu 0os menores niveis de

80



ativagdo nos animais knockout tratados com T3, exatamente, 0 mesmo grupo
gue desenvolveu hipertrofia concéntrica patologica. Para elucidar esses
resultados, devemos destacar incialmente, que a capacidade do horménio
tireoidiano em ativar a p38 no coragdo é totalmente dependente da modulacao
do B1-AR, corroborando os dados de Sabri et al. (2000), visto que na auséncia
desses receptores o grupo tratado com T3 (B1KO+3) exibiu os menores niveis
de ativacdo dessa via. Devemos destacar ainda, que a ativacdo de p38
apresentou comportamento oposto ao de ERK1/2, o que nos leva a crer que a
p38 por meio da ativacdo da fosfatase P2A (PP2A) exerceu um efeito inibitério
sobre a ERK1/2 no coracdo, como descrito por Liu e Hofmann (2004). Como
descrito anteriormente, somente 0s animais knockout tratados com Tj;
apresentaram a maior ativagdo de ERK1/2 e a menor de p38, o que demonstra
gue o efeito contra-regulatério exercido pela p38 sobre a ERK1/2 foi reduzido, o
gue levou esses animais a desenvolverem hipertrofia cardiaca concéntrica
patolégica. Corroborando nossos resultados, Lorenz et al. (2009) descreveram
gue tanto em animais quanto em biopsias de cora¢gbes humanos, o0 aumento da
fosforilagdo de ERK leva a fosforilagdo de alvos nucleares o que promove a
transcricdo de genes relacionados a hipertrofia e esse fenbmeno é critico para
o desenvolvimento da hipertréfica cardiaca patolégica. Outra evidéncia que
fortalece ainda mais a hipotese que a perda da capacidade contra-regulatéria
exercida da p38 sobre a ERK pode levar ao desenvolvimento de hipertrofia
patoldgica, foi o grupo de animais com a p38 menos ativa exibir os maiores
niveis de ANP cardiaco, o que também esta diretamente relacionado com o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca concéntrica e patoldgica. Os nossos
dados foram muito semelhantes aos descritos por Braz et al. (2003) em
animais knockout para p38.

Sumarizando, podemos observar que a hipertrofia cardiaca induzida
pelo T3 é mediado pelo B1-AR que ativa p38, a qual exerce seu efeito inibitorio
sobre ERK1/2, e desse modo regula o crescimento dos cardiomiécitos de
maneira coordenada frente ao estimulo hipertréfico de curta duragéo.

Na perspectiva de discutir de forma translacional os resultados
encontrados no presente estudo, devemos destacar que €é amplamente
recomendado o uso B-bloqueadores como tratamento padrdo em individuos

com hipertireoidismo, em doses que podem variar entre 80 e 320mg/dia
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(Lennquist et al., 1985; Adlerberth, Stenstrom e Hasselgren, 1987; Reid e
Wheeler, 2005; Ogbera, 2010). Entretanto, observamos em nosso modelo
experimental que a p38 inibe a ERK1/2 de maneira contra-regulatoria, através
da mediacdo do B1-AR, e isso parece ser um mecanismo cardioprotetor que
impede o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca patologica, frente a
estimulos excitatorios, como no hipertireoidismo. Sendo assim, a utilizacdo de
B-blogueadores no tratamento dessa doenca poderia representar, de maneira
linear, em mais riscos além de aumentar a possibilidade desse paciente
desenvolver hipertrofia cardiaca com disfuncdo ventricular. Estudos
experimentais que tiveram o proposito de avaliar o efeito de drogas p-
bloqueadores sobre a sinalizacdo celular em cardiomiocitos demonstraram que
essas drogas aumentavam a ativacdo de ERK1/2 nos cardiomiocitos, e que
essa resposta estava diretamente associada ao desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca patologica (Kim et al., 2008; Ruppert et al., 2013). No entanto, alguns
B-blogueadores promissores como o carvedilol sdo descritos na literatura como
capazes de evitar o remodelamento cardiaco, porém ndo existe ainda um corpo
de evidéncias que relatem seus efeitos em longo prazo na hipertrofia cardiaca
induzida pelo hipertireoidismo em humanos. Drogas agonistas parciais B1-
adrenérgicas poderiam trazer beneficios no sentido de manter a integridade de
vias contra regulatorias importantes e a0 mesmo tempo evitarem os maleficios
do bloqueio dos receptores B-adrenérgicos exercidos pelos antagonistas.
Apesar de teoricamente promissora, esta abordagem terapéutica deve ser mais
bem investigada tanto em nivel experimental (pré-clinico) como em ensaios
clinicos. De qualquer forma, os resultados apresentados em nosso trabalho
indicam que a reducdo da ativacdo dos P1-ARs esta associada ao
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca concéntrica com disfuncao ventricular,
0 que levanta a suspeita que a utilizagcdo de bloqueadores dos receptores [B-
adrenérgicos (B-bloqueadores), como estratégia de tratamento no
hipertireoidismo, deve ser tomada com cautela pela possivel desregulacdo no
crosstalk entre as vias de sinalizacdo celular, quando esses receptores séo
inativados.

Por fim acreditamos que os dados do presente trabalho traz uma
importante contribuicdo para a fisiologia por apresentar novas propostas de
sinalizacdo celular na hipertrofia cardiaca, mediadas diretamente pelo B1-AR,
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ampliando os horizontes do conhecimento nessa area de investigacao.
Contudo, o desenvolvimento de novos desenhos metodolégicos, bem como,
avaliacdo de outras proteinas e cascatas de sinalizacéo celular sdo condicées
sine qua non para confirmar as hipéteses levantadas pelo presente estudo e
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas relacionadas a

hipertrofia cardiaca.
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9. CONCLUSOES

e O T3 é capaz induzir hipertrofia cardiaca de maneira independente do
B1-AR;

e A participacdo do B1-AR é determinante para a diferenciacéo do fenotipo
hipertrofico induzido pelo Tg;

e A ativacdo do sistema renina-angiotensina periférico e cardiaco pelo T3z €
independente da participacéo do B1-AR,;

e A ativagdo da ERK1/2 frente a estimulo hipertréfico € modulada pelo B1-
AR atraveés da acéo inibitoria exercida pela p38;

e A reducdo da atividade do B1-AR frente a estimulacdo hipertrofica
induzida por T3 diminui o efeito contra-regulatério da p38, o que causa
aumento expressivo da ativacdo de ERK e elevacdo de ANP cardiaco
culminando com o desenvolvimento da hipertrofia concéntrica patolégica

em camundongos.
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Sexual dimorphism in autonomic changes and in the
renin-angiotensin system in the hearts of mice subjected

to thyroid hormone-induced cardiac hypertrophy
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New Findings
+ What s the central question of this study?

Hased on the relevance of the renin-angiodensin system and the moatroversy regarding the
role of the sympathetic nervows system in thyrold hormaone-related cardiac hypertrophy, the
present siudy songht to establish whether there 1s 2 gender difference in activation of these

systems and the degree of cardiac hypertrophy In mice.
« What is the main finding and its Importance?

Trilodatfyronine increassd sympathetic modulation and indwced higher levels of cardiac
anglotensin 11 im male than in female mice. Ths could explain the greater degres of cardiac

hypertrophy induced by thyrold hormene found in the male mice

Based on the relevance of the renin-angiotensin system and the ongoing controversy regarding
thee role of the sympathetic nervows system I thyrodd hormone-indoced cardiac hypertroply,
the alm of the present shady was o establish whether the putative difference in the degres
of cardiac hypertrophy exhibited by males and females might be related to differences in the
sympathetic-vagal balance and/or in the cardiac renin-asggotensin system in mice of diferent
genders. Male and female mice (n = 117) were given @1 mg kg™ of triiedothyronine or
normal saline each day for 10 days consecatively. At the end of thal period, study of the
heart rate variahility, spectral analysis and histopathological examination were performed to
assess the sympathetic—vagal balance and the dlameter of @rdiomyocyies. The ardiac levels
of anglotensin [ amd 11 were also measwred. Treatment with triiodothyronine induced a greater
degree of cardiac hypertrophy in male (~73%)] than In female mice (--82%). This difference
was attribwied to greater modulation of the sympathetic nervons system and higher levels of
angfotensin | and I in male than in female mice. Ohar data indicate that thyroid hormone-induced
cardiac hypertrophy was maore intense in male mice doe to the synergic effect of the sympathetic

nervons sysiem and the candiac renin-angiotensin sysiem.
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Historically, the efect of thyroloxicosis on  the
cardiovasmular system has been compared to 2 state
of adremergic hyperactivity (Stafforth & Morrison,
1968 Ching e ol 1995). Indesd, some authors have
axggested that the sympathetic nerves sstem (SNE)
may play a role in thyroloxic cardiomyopathy. That
hypothesis was lent farther support by Elein { 1388), who
shiowed| that treatment with propranclal, 3 f-adrenegic
recepinr antagomist, prevenied the oconrremce of cardiac
hypertrophy in rats treated with thyroxine, indicating that
[-adrenengic receptors might play a molein the prododtion
of thymtoxicosis-related @rdiac

Dewmu:rliﬂmﬂrnrnplumtemhuﬂnm
thyromine and the SNE are far from being mndersiood.
Im addition, the progression of diseass over time might
eventoally give rise to opposite dimical findings. For
instance, plasma @iedholamine levels can be nomal or
even low im individuals with byperthyroidisen (Coalombe
er @l 1977; Esler, 1987, While some asthors believe that
high concentrations of thyroid hormone canse andiac
hypertrophy throwgh direct adtion on the myocardnzm
(Kleim & Ojamaa, 1955 EKahaly & [Millmanm, z005),
acoording o others the activity of the SN% and of
the remin—angioiensin system [RAS) are moeased in
hyperthyroidism amd this make 2 redevant contribmtion
i the development of thyrotoxic @rdiac
(Carmeim-Ramos & o 2000: Xizo er al 2001). Clinical
sigees of heart effects might alen ooour dee to a state of
elevaimd sensitivity to caischolamines broaght about by
an inorease im the number and affinity of f-adrenegic
recepinis an the cell surface (Carvalbo-Bianoo eral 2004;
Eilva & Bianao, 2008}

In the early 19905, AS compaonents were identified in
several tioases and cells im which local RAS was previonsly
thoaght not to ke pressnt. Those stodies showed that
kozal WAZs perform specific fumctions independently of
the plasma BEAS (Paml e i 2006). Kobori er al [1957)
showed that after administration of thymxine for 8 weeks,
the cardiac renim bevel imcreased maore tham the plasma
angictensin [1 {Ang [1] level. Those Endings lend further
mapport 1o the hypothiesis that thymid kormones activate
thecardiar RAS independently afthe 58 5 by increasing the
expression of cardiac renin, whidh im tum induces cardiac
hypertrophy, a2 finding that is sapporied by previous
gudies (Kobori & al 1997; Pantos er al 200% Dniz
er al 3008; Cameim-Ramos & al 30100,

Myocandial hypertraphy imduced by thyroid hormones
{TH} diverges in some pathophysiological aspects from
the hypertrophy induced by FAS or adrenemgic overdrive,
2§ TH-imduced cardiac hypertraphy is not acoompamied
by a shift of x- o S.-myosim heawy chain isoform or by
fibrosis, in costrast to @rdiomyopathy indooed by Ang [
{Wang er al 2005) or cterolamines {Brooks & Coarad,

S U1 Thee Spdtes . Eezneimsntsl Physiciogy & 50014 Ths Pyl Socisdy
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2%, In addition, other stodies have found evidence for
participatica of the SN5 and ILAS in hyperthyraidism
in animals (Elein & (Ojamaa, 1998, I001; Kobori
et @l 199% Pantos e al 2005). As a result, the past
belief that thyrotoxic @rdiomypopathy is dee to increased
sympathetic activity with concomitant elevation of the
systalic pressure has not been confirmed by other smdies.

Although we are not able 0 aoooont for these
discrepancies, we believe that some of them might be
explainid by the s of different thyrovicaemia protooals
in the dted shadies and by gender-related differences in
hypertrophic response. Indesd, several smdies addressing
cardiovasoalar dissases hawe identified striking differenices
between males and females, and these differences have
been largely atiribated to oestrogens {(Fisman eval 20020
This is 2 highdy debated and matroversial topic aoonding
1o varioms smdies, the risk of cardioasmlar disease is
greater among males tham among ame-age fertile females
until menopanse, when the tendemcy reverses (Kannel
et al 197§ Harmeti-Comnor & Bush, 1991 Wiinberg
evial 195% Sakabe erai 2004 Mendesnba & Karas, 2005).
Thus, for emample, Wiinberg e al (1555) foand that im
menopausal women blood pressure is higher than that of
samie-age men. A shady of spontamemusly hypertensive rats
found that emdothedinm-d dilatation of the aora
was greader in females tham in males (Silva-Antomialli & al.
2000 Some stodies have fomsed on the changes slicited
directly on the candiovascular syslem; fior insance, in the
shady of Hayashi erad. {1992} it was shown that the release
of nitric oxide from aortic rings was greater in imlact
femalzs than in males and ovarieciomized females, thuos
pointing io the dependience of that effect on the ciroalating
nestrogen concentration and thos om sex

With regard o the BAS, some simdies showed
that women undergning cestrogen-replacement therapy
with women not wsing that treatment. Interestimghy,
the renin comcentration is mmch lower among women
compared with same-age men (Schmekert e al 19970
A siudy by Sibva-Antooialli er ol (200} found that
&ng [l-induced vasoconsiriction was greater in males
than im sponianecasly hyperiensive imtact female rats,
thas pointing to an infheence of cegtrogen. |n addition,
following ovarisciomy, the genistic expression of Ang 11
1ype= | recepinm increassd amd, conssquently, the response
1z Ang Il also increased, thas pointing once again to the
rode of thie A% im the origin of ardiovasmalar diseases.

Bazed on the relevance of the BAS and the combroversy
in the literature regarding the: role of the 5M5 in thynoid
hormone-related cardiac hyperirophy, the present stody
sought to establish, for the first time, whether there is a
gender difference in the degees of ardiac hypertrophy
szociated with differences in the sympathetic—vagal
balance and in the kevel of cardiac BAS activation in mice.
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Methods

The present study complied with the ethical principlesasd
rules formmlated by the rasearch ethics commities of the
Federal Raral University of o de Janeira (Universidade
Federal Waral do Rio de Janeiro), which approved it
{ndimg 2 hay 201 %; protocol mo. 207720 12) im consonanice
with pertimeni Brazilian legislation. The sudy also
complied with the marms described in the Guide Br ke
Cirre ared Use of Laborarory Amimaly published by the U5
Mational Imstitates of Health (N1H publication no. £5-23,
revised 19946),

Erilmals

Adualt Swiss Webaber mice of hoth sexes (B-10 weeks old)
were provided by the animal oty of the Department
of Physiclogical ciences, Universidade Federal Tharal do
Hio de Janezira and maintained im 2 room with controlled
dark-light pericds (12 h per period) in boxes withap to six
animals each. 'Water and food were provided ad Libimw.

Trlcdothiyronine-Induced @rdis: hypartrophy modsd

A total of 117 animals were nsed and randomly
allomated 1o two groups. The animals in one group were
given iriiodothyromine {Ty; Sigma, 5t Lomis, MO, LUSA)
imiraperitoneally 21 a dose of 01 mg kg~ day' as
previoosly described (van Dijk-Ctiens e al 2000) over
a period of 10 days, while the amimals in the other group
received vehide alone (0.9% saline snhation, comtrol | over
the same period. The treatment was appliad at the ame
time zach day { --DE.0 h). Triiodothyromine was preferrad
over thyroxine becamse it does noi reqoire activation
by tismse deicdinases, which might represent a farther
sex-relaied differential Gcior.

Experimantal protoocd

To mimimire differences in the experimental rasolts due to
differences im the pestroms cyde, a stody of the pestroas
cpde was performed for 15 days conseoolively at the
beginning of the protooed by means of examiration of
vaginal smears, which were analysed acoording to previoos
sodies (Lomg & Evans, 1922 Meziane e ol 2007).
Anceshrons females were exchodied from the shedy (thres
of &0 mice].

Fignare | depicis the stady probocol. Ome groap of males
igroup MT3, @ = 30] and females (groap FT3, m = 29)
received T, by intraperitoneal injection daily for 10 days,
while another groop of males (M control, @ = 28) and
females (F control, @ = 2B} was given the same volome
n[ﬂﬂ:].emhmnmdumpunﬂ:dtlm
At the end of the I:I!nl., Wwias
performed, and the ing tachograms were nsad
h:u:n-ﬂuhﬂrlntewuhiltﬁHE%hfmredehdm

= Piyain 56 6 (714, s BES-BAD

mext subsaction . The animals were killed by decapitation
the following day. For the parpose of posi-mortem
asszssment, the heart was removed and weighed, the right
tibia of each amimal was measuesd (in centimetres), and
the heart relative weight was clmlaied. Blocd amples
were alen anlleciesd for measurement of seram Ty levels.

Bactrocardiographic study of tha heart
sym pathati—vagal balance by maans of heart rate
wariability and spaciral analysis

Twenty-four hours prior ta EC, the amimals were sadated
with isofturane, trichotomy was performed across the
entire thoracic sarface, and a2 foam sledrode ~ 1.0 cm
in diameter {38 do Brasl, Lida, Samaré-5F, Braxil) was
applied to each side of the thomx. Immediatey before
ECG recording, the sledmdes were menedied to a daka
acquisition system (Amplifier 345, TEXTRONLOTL-2
Imierface, Bearveriom, O, USA; ADImsinmmends, Castle
Hill, K53W, Ansirafia). The signals were aoquired at a
frequency of 13 kHz, and signal amplitode was mezaared
with 12-bit resohution; the recoeds were viszalized and
analysed wsing Aoginowisdpe vemion 3.8.1 soffware
'I'EIDPIET.Ftﬂ'leH:.Ed-ED.'E.‘I,USﬁ]

Ten-mimsie records were msed in speriral anahyss.
Following the delection of the l-wazvwe peak, 600 5
tachograms were obfained, and all the heart variations
ocarring over that period of time were counted
{Pereira-lumior eral 200&). Processing of the HRY signals
was performed nsing Matlab algorithms {Peseira-hamior
e ol 23006) imchded in the Cardicseries sofiware
wersion 1.1 (available at hitpofwens sites gnogle com./site
cardicesriesthome). The data acquired redative to the time
domain were the R-H interval average (NN, the standard
deviztion ofthe B-I intervals (SDNM) amd the square roaot
aof the mean ufﬂm:m:-lﬂulqnuﬂ-ufﬂrm
differences between soccessive B-R intervals (RMSSD;
Aubert eral 199% Pereira-omior er ol 200). Relatve in
the fraquency domain, the achograms were resmpled io
equal intervals by means ofthe cubic interpolation method
at 10 Hz to permit speciral analysis of HEY, and the linear
femdemcy was removed (Anbert eval 159% Pereira- anior
o ai. 7). The power spectrum was obtained by means
of fast decomposition based om the Fourier method
{Welch's pericdogram, 236 poinds, 50% overlapping, and
Hamming window]. Twn frequency ranges were defined, 2
low-frequoency range {LF; 0.1-1 Hz) and a high-frequency
range (HF; 1-3 Hzk the potency (in millissoonds) was
calonlated as the area umder the spectinam within those

frequency ramges (Ishii er @l 19%6; loaguim er ol 2004;
Fazan eral 3000%; Farah eral 2006).

Indirect assessment of cardiac hypertrophy

Thee heari weighd {in milligrams) was normalived 1o the
tibial lemgth {im centimetres), which was measured using
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nse in ihe assesement of mrdiac byperirophy (Cohen eral
1966; Chtem el 1984 Sasstad e ail. 3000; Mirooli e al
0% van Dijk-Chiens eral 2000).

Sarum collection and measuramant of
trilodothyronins

Afier the animals were decapitated, 1.0-Z.0 ml of Blood
was milecied in Eppendori-like mbes. To separaie the
srrum, the samples were centrifisged a1 193 1.9 g for 20 min.
The s=rum was pip=tied with a 200 | asiomatic pipsttor,
placed im an Eppendorf-like tube, and stored in 2 freezer
at —13°C umtil use. The seam Ty levels were messared
by means of the chemilominestence method with an
Imimualite 1000 System (DPC Bisrmann, BN, Germany}) at

the laboratory of dimical analysis of the Federal University
of Rin de lameim, Brazl.

Mozsurament of cardiac anglotension | and |l and
atrial matrurstic paptida (A HIF)

The hearts were collected and quickly froeen (with
liquid nitrogen] amd stored at —80°C. Sobsaquently, the
hearts wen: hom ired with 0.3 5 HO in ethancl
10 ml (g tisuel™"] containing 09 mw p-hydooxy-
meroaribemeoate, 131.5 paa 1,10 phenanthroline, 0% g
phenyimethylndfond fluoride, 175 pw pepsiatin 4,
0.032% EIFTA and 0.0043% protease-fres bovine senam
albumin. The protem concentratiom in the plasma and
crude homogesates was determimed by the Bradiond
method. Thess homogenales were centrifisged (10621 g
for 40 min a1 47C), the wasevaporated and the
residue dikated in > ml of 0.1 % trifooroacetic acid TTEA).
After this, tissue peptides were extracted omio Rond-Elkat
sodid -phase extraction cotumns {Peninsala Laboratories,
3an Cardas, CA, US4). The colommns were pre-activated
by seqoential washes with 4 ml of S0% acetonitrils'n 19
TFA amd 20'ml of 1% TEA Afier sample application, the
columns were washed with 20 ml of tu1ss TR (Mecawi
eral. 2013). The adsorbed peptides were chated with 3 ml
of 50% aceionitrile’0. 1% TEA imio polypropylens tobes
Afier evaporation, Ang I, Ang 1] and ANF levels were
measured by radioimmunpassy. The specific antibodies
for Ang | and Ang Il were obtimed from Penimecola
Labaoratories {Ang I, T4165 and Ang 11, T4007), and ANP
antibody was kindly domated by Jolamta Cutkowska (Hodel
e, Univversity of Momnireal, (G Canada). The sensitivity
of the radicimemmoa sy and the coefficents of intra- and
nﬂemﬂyﬂnﬂ:-llj-mmpad:rd};llpgml LA
and 8.7% for I, 539 pgml~! Emmamhh-g
Il amd 0.7 pg md =", 4.9% amd 7.2%: for ANE.
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Histodogicd processing and analysis

ARter the mice were killed by decapitation, the heart was
removed, dried with flier paper and weighed. For the
purpose of hisiological amalysis, the hearis were shosd
transversely at the papillary mmsde level ofboth ventricles,
amd the tissmes were fined in 20% formalin and detyd rated
in increasing concentrations of ethyl aloohol [Vetso Pa)
from 70% i absohsie. Xylol (Vetec Xilemo) was nsed to
dear the tissnes, which were them embedded i paraffin
(histology paraffm; Pro-Cile™, Porto Alegre, RS, Braxil)
that had been melied im an oven at 6090, The pisoes
were placsd in rectangudar malds, embedded in paraffin,
and ool inlo 5 um sections wsing @ microlome {Lana,
19:2). Haematnnplin and Ensin staiming was nsed 1o assass
the diameter of the @rdioenyocytes in the histological
secttions {transverss section at the papillary mzsde level)
using x40 magnification. [mages were acquired wsing
2 light microsmope (Axioveri 100; Zess, Goltingen,
Cermany) cospled io an Ofympus digital camera. The
images were analysed nsing Imagel software [2vailable
at hithpefi rebrvereb mih gowfijimd ex_himl) at a resohstion of
IIT: x 1704 pizels. The anrdiompocyte dizmeier was
almdaied as the average of 80-580 cells per heart msing
frvee hearts from mach gromp. The @rdiomypocytes seeciad
for meamrement met two criteriz, namely the pressnce
of a central sodens amd an imtact c2ll membrame. The
cardiomyocyte diameter was meazared o a lime between
oppasite poimts on the cell membrane crosing over the
muclmss, acmeding bo Crimm eral {19%8])

Statistical analysts

The results are expressed 25 meams & SEM. The data
were amalysed by twooway ANOYA using Graphpad
Prism software {version 6 Graphpad Software, Inc, San
Dliego, CA, USA) The Shapire-Wilk test was performed
1 evalaie the mormality of disribwstion of the dais
all variables showed 2 mormal distribution. To detect
signifcant differences between groups, ANOVAs were
supparied by Boafermomi pest boc tesis only when the
overall effects were sigmificamt.

Results
Sarum trilod othiyronins

Fignre 2 depicts the seram Tx levels of the amimals
ﬂhﬂhgﬂl&u:ﬂﬁemddﬂtlﬂuh}'pﬂtd
of T, al:ll:nn.l-.d:lim Male mice itreated with Ts
exhibiied a si glevation im serum iotal Ty lewel
[174.8 + 116 ng di-') compared with the corresponding
control malemice {1161 4 513 ngdl™", P= 0,01} Feemale
mice treated with Ty alsy exhibited a sigmificant imcreass in
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serum iotal Tx level (2073 4 47.6 g dl~") mompared with
the corresponding female comtrols {102.8 £ 5.5 ng dl~!,
F = o). Although not satistically different, the overall
imcrease in semam total Ty level was —100% im femalesand
3% in males.

Eiffect of Inoreased serm trilodothyroning levals cn
body and heaart walght

As Tabde | shows, the body weights of the mice a1 the end
cff the 10 day treatment with T, did not differ from thoss of
coarbred amimals (P 0.05). Table | also shows the absobate
and refative [normalized by the tibial kength) heart weights
of the mice after treatment with Ts. In both male and
female mice treated with Ts, the absobote and relative
weight of the heart was sgmificantly increased oompared
withn the corresponding control animals (F = ool).
Interestingly, the degree of ardiac hypertrophy (&)
represenbed by the heart absolisie and relative weight was
similar in males and females, althomgh females exhibited
twnfodd higher senam T levels than males

Mroct asessmant of cardiac hyportrophy by
hitstopathalegy

qu:ddﬁbrmmmim.dm amy of
the heart sactioms on examimation {data not
shown). As shown m Fig. 3, cndiomyoode diameter
imcreased (P = 0,000 in both male and female mice
treated with T, (MT3 and FT3 growps) compared with
the corresponding oomtrols (MT3 wermis M control,
1838 4+ 676 versus 1184 £+ 194 pincls amd FT3 wersmes

T!|F|:u.pl|l'l'.1 = 3 or esline M oonbol, n-JEl:lIPnlp:inn

iz oy 605 (7001 4} pp BEE-RBD)

F muairol, 1692 + 4.5 wmus 1236 £+ 389 pinels).
Caorimedy, im contrast to the resolis of the mdirec
assessment of cardiac hypertrophy, the degree af
cardiomyocyie hyperirophy was greater in the male mice

{~73% imcreaze) than in the females (45 imcrease).

Haart rata variability

Althoagh the heart rate of the animal sin the groups treated
with Ty and the corresponding contred animals did mot
exhibit sigmificant differences (P = 000%; MT3 vesm M
control, 4595 4+ 947 verms 4552 4+ 12.24; and FT3 versus
F comirol, #4007 + 10047 wrsas 43700 £ 8.30), Fig. 4 shows
that relative to the time domain of HEY, RMESD axhibited
a gigmificant redoction (P« 0.05) in the treated male mice
{156.80 £ 3.96 ms) cmpared with the correspoading M
aontral {187.40 + &.4% ms). Corionsly, this effect was not
abeerved in females, in which no statisticallty significamt
difference im RMS51) was found between the teeated and
the control amimals (FT3, 188,50 £ &85 wrn Fooatrod,
1829 % 734 ms, F= 0.05).

With regard bto the frequency domain of HEY,
Fig. 4 shows that dscomposition of freqoency imio its
low- fregroemcy oscillainry compoment | Fig. 4 & LF) did mot
differ betwesn the treated animals of sither s2x and their
morrespondingcontrols (M T3, 25,425 £ 1 723ms” wermsM
oontrol, 27,350 £ 1456 ms’; and FT3, 33,5612 £ 5051 ms®
versis Focombrol, 24,060 £ 3337 ms') In comtrast,
decomposition of freqoency inbo Bs  high-freqeency
merillainry ommponent (Fig. 45 HF) showed a redsction
{P = 005 of this parameter in the MT2 groop
{087 + 33 ms') compared with the corresponding
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Tabke 1. Easal and final body weight, heart walght and sizthes hazrt weight In il groups

Group
Farameior M ontrol MT3 F coarinal F13
Easal body waight (g) 4713 + 1.3 4415 + 133 Iz 1A JBI1S + 2
Final body waight igl 4516 + 1.15 4733 + 112 .18 = 754 4198 + 1.8
Haart wsgh i) 19 + ol 035 + b 0.18 = d.e0n 033 + nm*
Fmiathe haart weight img ome 1) N3+ 1.3 =D + 351+ Bl.E1 = 134 G0 + 2.41%

Reiathva haart weaght [in miligrams] was normalized by Bhial lenth (N cantimetre). Data ara maans = SEM: m = 28-30 par group.
4F = (1.0 viarsus respectve control. Mt make, MT3: malk traatad with T3, F: femals, FT3 Temala treated with T3.

M control {4061 4 474 mst), while it did ot differ
among the females (FT3, 34038 £ 571 wrsw F oomtrol,
3510 £ 459 ms", P > 0.05).

Analysis of the LE/HF ratia, which represesis the heart
sympathetic—vagal balance, indicated differest responses:
between genders, as shown im Fig. 4.0, The LEFHF spectral
power ratio increased in male mice treated with T,
compared with male comtrol amimals (12,18 £ 0.51 versus
&.73 4 0.3 1, respectively, P = 0.05), while mo differemce in
the LEHF ratic was foumd between treated and wntreated
females (FT3, 693 £ L& werms F oontrol, 5,85 £ 031,
P = o).

Effucts of treatmarnt with trilodothyronine on tha
cardiac renin-anglotensin systam

Cardiac Ang | (Fig- 3A) and Ang [l levels (Fig. 5E)
m-n'tuhimlreltedm:]ﬂ.!.ﬂ!-rms“mnlm]:ﬂmgl
7.73 + 112 versus 421 £ 0.35 pg {mg protein)~"; and
Ang 11, 137 4 012 versus 0.78 £ 005 pg {mg protein)
P < 001) and in treated females (FT3 verss Fooontrol:
Ang [ 5.50 £ 0.44 verms 3,66 £ 042 pg (mg protein)

and Ang [, L0& 4 008 wersus 071 4 005 pg (mg
1008
—_—
il
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Figure 2. Senam trilodothyroning () iewsts of animaks of
both gendars at tha and of th 10 iy paod of T of s34na

The cverall imiraasa inserum totel T; kvl was - 1005 in
Tomales ared 5% In males. “ireated mics compared with o
oomesponding control (P« DL0E).
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peotein] !, P = 0.05). The difference between the treated
and the comtrel animals was lower among the females, in
which it was --#5% for both Ang | and Amg 1 im the males,
the obwerved differences were 84 and 76% fior Ang | and
Ang [, respectively.

Effacts of treztmant with tllsdothiyronine on cardlac
lawals of atrial natriumetic paptida

To determine whether differences im ANP secretion oooar
in male and female mice adbjected bo high Ty levels,
measurement of cardiac ANF was used as an indirect
indicator. Figare & shows that treatment with Ty redoced
the cardiac ANP levels im both males (4.862 £ 0,93 wras
8333 + 116 pg (mg protzin] ', P = 0.0%) and females
[3&%) + D&% wrmw 250 + 170 pg (mg peotein] ',
F = 005 compared with the conesponding contral
amimals. The decrease in candiac ANP was similar in bath
pendiers bt dighily less marked in the females [~ 57%
redusction, compared with 58% redoction in males]).
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Figura 3. Cardiomyocyts dizmater (in pirals) assssed by

Thiers Wit @an Inmess In diamsater in Do maia
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covirad F < 0.05); " reated femalo
I:I:I'I'q:l.I'HIH‘I:I'I mials: mics [P = 0.5
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274
Discusslon

Ome of the main findings of the present study is the
identification of sexmal dimorphism in the mechanisns
imvolved in the indoction of cardiac hypertrophy by
T: in mice. While treatment of male mice with Tz
ahered the sympathetic—vagal balamce in 2 way that
favoared sympathetic modudation, the sympathetic—agal
balamce was anchanged in treated female mice. When the
significant infloence of the adrenergic sticmalation of the
HAS is taken into consideration, ome i unavoidably l=d
to imfer that the degree of cardiac hypertrophy would
be expected o be greater in males dise 1o the additional
HAS activation that oomars in male mice concomitant to
the diret activation indoced by Ts. Im this regard, it is
warth ohserving that in the present shady the degree of
cardiac hypertrophy assessed im terms of absohsie and
relative (iLe. normalizad by the tibial length) heart weight
did not differ between male and female animals treated

AL Berosra da Sikeira and others

iz Peryaicl 9. (31014} pp BES-BBD

with Ts. However, direct asszssment of hypertrophy by
measarement of @rdiomyocyte transverse dizmeter in
animals sohjecied to treatment with T, showed tha
cardiac hypertrophy was greater in the males than in the
females. We are mot abde to account for the discrepancy
between the realts cbtained wsing different methods o
assess cardiac hypertraphy, bat we might hypothesize tha
the Ty regimen wsed did not soffice for the cell volume
norease to be refledied at the macmsoopic levd, e in
heart weight.

With respedt io the regimen of administration of thyroid
hormone, our results show that T sufficed o increase the
seram levels of Ty amd bo imduce cardiac hypertrophy in
bath semes, Cariously, amalysis of the difference between
treated animals and the oorrespondieg controls (A per
==y showed that this differemce was greater for females
than for males {100 and 50%, rspectively]. Thisdifference
cammot be attributed bo the semam T levels at baceine
beczmse they were similar im both gendiers. It might be
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poshalated that type | deindinases, which participate in
the dearance of thymid hormones in malss, might be
more efficacions in the deindimation of the tyrosd immer
ring amd thuss promobe 2 more effective dearanoe of T, in
mals amimals (Santini &ral 1994; Marassi e ol 2007).
There was no significant difference in the body weight
of the animals given Ts for 10 days and that of the
corresponding metrol amimals, alboagh the T; levels
af the females were twice as high as the bassline and
those of the males were 50% higher than basdine at the
end of treatment. Given thal weight boss is 2 clasic and
well-described ggm of thynoid hormome excess (Hasss
7 ai. 2000, the regimen of Ty administration nsed in the
present stsdy may not kave indood metabalic danges
mafficient 1o cazse weighi loss. (Chor data agree with the
findiings reported by Ferrzira e al. {(2007], which indicate
that changes in the body weight of mice with thymoid
dysfandion are asociated with longer duration of disease.
Im 2 study by Freitas (2011}, animalsireated with thyroxine
for 35 days exhibited body mass reduction. Therefore, the
lzngth of indedion seems to play 2n important role in the
induction of weight loss by thymoid kormomes; treatment
with Ty for 10 days, as in the pres=nt sudy, might mot
maffice in camse changes in the body weight ofihe animals,
Mo changes were found in the heart rates of animals of
either sex after treatment with T,. Thierefore, the regimen
aof Ty administration nsed in the present shady might have
safficed to indice selactive trophic stimalation, dirsctly
ar indirecily, eg. increasing the momber of S-adrenegic
recepinms on cell membrames (Basso e @ 1591), the
sodinm current density (Hmng & al 1999) or potasiom
channel geme expression (Widkendem e @l 1557) of the
heart, bt nod 1o induce metabolic and haemodymamic
changes, which are likely to coniritate indirectly to the
production of andac hypertmphy. s known that cardiac
hypertrophy sscomdary o thyroid hormone excess s

Serual dimarphism in Ty-rduced cardiac Fypertrophy

875

mediated by a series of mechanisms, mchuding myoardial
overipad due 1o direct hormome action o the heart
in additiom to indiret metabolic and haemodynamic
changes mediated by mewroendocrine sysiems involving
the participation of the SN5 amd the IAS (Klein, 1990
Polikar szl 1993; Kobaori eral 1997; Silva & Dianoo, 2008).

Given that senam Ty bevels were higher in the female
mice in this shady, it wonld be expected that cardiac
hypertrophy wonld be greater in females than im males.
However, this was not the sz in both amimals of
gendersireated with T, relative heart weight wasincreased
wmmpared with the mmsponding oatmod animals. In
addition, although females exhibited 2 twofiold increase
in senam Ty levels compared with males, ther degree
of camdiac hyperirophy was lower when asesment was
basad oo ardiomyocyte transverse diameder. These results
suggest that in spite of the greater msceptibility of females
i edevation of plasma T, bevels compared with males, the
development of @rdiac hypertrophy is not proportional
i ther amomnt of dronlating hormome in females doe o
an unknown mechamism.

Ome limitation of this gody reates to the fact that
we do mot know whether all the hearts were fized in
the same meditions, in a2 rdased or contracted state
Muoreover, formalin Gxation itself may affect the soe of
aardiomyooytes. (therwise, the indivect ass=soment of
ardiac hypertrophy, eg. mlative beart revealed
nis difference between males and females treated with T
whiich still sapports the hypothesis that females are less
seneitive to their higher Ty concentrations compared with
thee males.

Seeking a2 mechamism that might at least partly explaim
that phemomenon, we assessed the cardiac astonomic
response and some compoments of the cardiac RAS
which is directly involved in the prododion of thyroid
hormone-induced hypertrophy. Bas=d an the results, we
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mmdude that chamges in aubonomic contnol of the heart
and changes in @rdizc A% activalion in response to
imcreased Ty bevels might at least partly acooant for the
observed difference in the degres of @mrdiac hypertrophy
between genders. An imorease in srmpathetic modulation
might increass the activation of f-adrenergic recepiors,
thus elevating intraceliular cydic AMF levels and, in
tarn, activaling proteim kinase A&, which catalysss the
phiosphorylation of membrame proteins, ressbting in
imcreassd alciom flow imio the cell (Walkokad, 2002).
This hypothesis was confirmed by the Gnding of 2 positive
q-mpa:llﬁ.r:—ﬁ.gi balance in the male mics; the imcreass

im sympathetic modulation oald be identified i the
HEA It is kmown that the lower the HEY, the greater
the srmpathetic modulation of the heart (Kleiger e oai
1287; Bigger er al 1993 Souxa er al 2007; Kaminski
er gl 2012} Mevertheless, the opposite is stated for the
spactral LEYHF ratio, which was higher in males due to
an incresse im the LF cecillatory component resulting
from the grester sympathetic contritution {Chen e al.
200é; Karthik e @l 2009). Conceming vagal activity in
the male mice, the HF osdllatory component was |ower
im the group treated with T, tham im the corresposding
mmirol amimals, indicting the comrremce of weaker
parasymypathetic modalation. Given that parasympat hetic
activity is cardioprotective (Hall er @ 1995 Schwartz,
19as; louven e gl 200% Souza er gl DOOT; Schwariz
& De Perrari, 2009], several aothors sggest that its
opposite, ie. 2 predominance of sympathetic activity,
imcreasss the propensity to candiovasolar disease, such as
myocardial imfarction (Vaneli er al 1991; Malliani & al
1994 Camrxestti, 2001 ).

Cariowsy, the administration of T, did not change the
LFHF ratio in the growp of treated females. [n the sody
bey Safa-Tisseront erad { 1998), vagal activity was increased
and gympathetic activity inhibited afier admimistiration
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Figuss £. Candlac lowsds of atrial natristic peptids (ANF)
Traatment with T; rediuced th @ndiac AKP vk in both
maks ond fomakes with the control
animak [*F - 0.05]. Tha decrasss In cndlac ARF was smilar in
tha WD 5eams but ws slightly it marked in tha Tomaks

(-E7% reduction, compared with S3% roduction inomakes.
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of excess thyroid hormone in female rats. However, a
limitation of the present study was the HEY stody, becamse
the frepeency bands in mouse heant rate spectra are
not well established im the literature. Muscarinic andfor
[F-adrenergic receptor blockade should be ws=fidl in the
futare to strengthen oar data.

In a stody condwuded in the 19808, MoCabe aral (1921]
found that rats exhibited a significant reduction in vagal
activity following evariectomy. Thase fndings sggest that
the ponadal hormomes, and oesbrogen in particslar, might
exert 2 significant modulatory action on parasympathetic
activity affecting the hearl. In cor shedy, the ladk of
changes im mrdiac autonomic balance in the female
mice might have been due to an action of the gonadal
stimalatory action of Ty on the sympathetic component.
The stimmulatocy activity of thyroid hormones on the
gomadal hormones, and cestrogen in particalar, has
been well described im the [Heratore (Chen & Walfish,
1978; Harrix er al. 1597% Lishéa e al 1997; Lima & al
004). Fohare studies using ovariec tomy and hormone
replacement might szrve to test that hypothesis.

The presenst stody ales sooght 1o assess putative sex
differences im the adivation of the candiac RAS, which
may represeni the most relevant sysiem mediating the
production of @rdiac kypertrophy (Marchast eral 1993;
Sernia e al 1993; Kpbon er al 1997; Camneire-Rames
er al 2000 Dinkx er al 2010). Some shadies found
increased amgiolensinogen symthesis and seceetion and
higher plasma renin activity im amimals with thyroloxicosis
mmpared with healthy coatml animals (Hang-Brown
& Deschespper, 1992 Marchamt er @l 1993; Sermia er al
1953}, In addition, hyperibymidism indooes slevation of
Ang |, Ang Il and angiotensin-ooverting enzyme levels
(Marchant e al 1953; Carneiro-Hamos eral 30100, Ina
gy by Epbori eral (1999), significant mediation of the
cardiac RAS in the production of cardiac hypertrophy was
identified based on the fact that exoess thyroid kormone
increased the expression of renin mBEMNA independently of
sympathetic activation. |m car sudy, @rdiac Ang | and
Ang [ levels were significantly imcreased in male mice
treated with Ty, Thase fimdings agree with the findings of
Kobari eral [ 1559], who reporied imcreased casdiac Ang [
levels similar to the bevels found in owr smdy.

Another hypothesis that might be pot forwand o
arcoant for the observed sex diffieremce in the levd of
cardiac RAS activation is related io the modalatory adion
of the gonadal hormones on the RAS. Brosmihan & al
{1999) showed that pestropen reduces the adivity of
angictensn-converting enzyme amd Amg 11 levels in rats.
(Mther stodies bave also dempestrated an inhibitoey efect
of cesimgen on =veral BAS components {Schmmker
o al 19297; Mickemig er al 1558; Mogawa & al 2001;
Yoshida er al 2011). Thos, differences in the candiac
sympathetic—vagal balamce and the modulatory efec
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of fermale gonadal hormones on the RAS might partly
accoant for the differences in cardiac BAS activation

found in the present stady.

Fimally, sex differemozs in the mechanisms that regalate
the genetic expression of angiotensin premarsoe, ie
angiotemsinogen, in the mode ased in the present shody
camnot be naled owt. Another limitation of owr sody was
that only Ang | and Ang 11 kevels were measared, while the
levels of mENA for angiotensinogen were not assessed.
means aof BET-PCR, as well as measarement of cardiac
improwe our anderstanding of sex differences in lncal BLAS
ragalatory mechamisms.

The data cbizined im this study regarding ANP levels
agree with the reslts of previows gudies, which found
retdudtions in ANP kevels im the hearis of rats and rabbits in
response in imcreasad levels of thyroid hormones (Kohno
eral 1986; Yegin eval 1957). Neduction of ardiac ANPin
regponse bo exoess thymid hormone was shown o exhibit
an imverse correlation with plasma ANP levels, sugpesting
that this peptide is depleted at its production/sorage sites:
Yegin ev al. 19970 It is very likely that this ooarred in
the present sthady, becace the ANP levels were higher
in the matrol groaps than im the Ts-treated animals of
buﬂrg-mu:l:r:.l.umdplumﬂﬂﬂ:ﬂsmuiwﬁ
inoreased in-converling enryme were found in
i muodels and in climical trizls with famans
exhibiting high levels of thyroid hormomes (Shigematsu
o1 ai. 1985 Wong er ail 1989; Llischmer eral 2002). Those
findiings agree with oar results indicating increased Ang |
and Ang [1 levels and redaced cardiac ANP in animals of
both gemders. As a matter of facl, there are smdies that
lznd support to the hypothess that ANP exerts negalive
modalation of the NAS (Cheang & Kimana, 19%E]
Therefiore, although cardiac ANP levels did not. exhibit
a dgmificant difference between male and female mice
ireated with Ts (FT3 versus MT3), the redsction in candiac
ANP wasslightly greater in females tham in males (57 versis
48%); this might partly acooumt for the ks promounoed
HAS respomse im the former compared with the latter.
Atrial matriuretic peplide could be considered a hean
faikare marker because it is symthesized in cardiomyocyies
in response to imcreases in the local distension of the atrial
walls this response represents a cardiocardiac reflex that
also imvalves oxytocin secretion by the neamhypophyss
(Cirmio er al. 1997 Anbones-Hodrigoes e al. 2004).

Studies using other markers, as well 25 fianctional heart
assesmment by means of echocardiography and Doppler
or harmodynamic assessmend by meams of vestricolar
catheterization, are absolotely meesary for the forther
investigation of sexnal dimorphism im cardicvasoolar
fumction using the present modd. Therefore, we might
inoreased sernm Ty was greater among the male mice in
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thiis shady than among the females doe to an increase in
sympathetic modulation and additional reondtment of
thee cardiac BAS. Those fndings lead ome to believe that
thee male mice in this smdy wese not yet adapted or that
theey lack cardinprotective machanisms present in females
amd thms exhibit greater sosceptibility to fatal crdiac
events in the long term doe 1o imcreased sympathetic
activity im the heart.

To conchade, the presemt shady presents origimal data
that contribute to a better umderstanding of sexnal
dimorphism  in  thyroid hormone-induced  cardiac
hypertrophy. Fature shadies are needed 1o confirm some
of the hypotheses pat forwand berein and bo kend sapport
o the developmenmt of sex-specific therapies for c@ndiac
hypertrophy.
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