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RESUMO

Estudo da participagao dos receptores para hormonio tireoideano (TR) na regulagao da
expressao protéica da conexina4(0 (Cx40) atrial

Autora: Aline Cordeiro de Faria Fernandes

Orientadora: Carmen Cabanelas Pazos de Moura

Resumo da dissertacdo de mestrado apresentada ao Curso de P6s-Graduagao em
Ciéncias Biologicas, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, como parte dos
requisitos necessarios a obtengao do grau do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(Fisiologia).

O hormonio tireoideano (HT) participa da regulagdo da massa e da expressao
protéica da conexina40 (Cx40) dos atrios, com a possivel participagdo das isoformas
TRa e TRP, dependendo da concentracdo sérica de Ts. Utilizou-se neste trabalho o
animal KS, modelo que superexpressa isoforma TR} mutada somente no coragéo, o que
provoca o prejuizo da sinalizagdo normal das isoformas TRo. e TRB. Este animal
apresentou aumento do peso atrial e diminui¢do da expressao protéica da Cx40,
indicando que o HT, atuando pelos TRs no coracao, participa da regulagdo desses
processos. No entanto, a variagao da concentragdo sérica de HT, pela inducao de hipo- e
hipertireoidismo, ndo provocou altera¢do quer do peso atrial quer da expressao protéica
da Cx40 atrial. Para melhor entender a participacdo das isoformas de TR na regulagao
desses dois processos, utilizou-se o animal KI, modelo que expressa a isoforma TRf3
mutada em substituicdo a normal em todos os tecidos do organismo e apresenta niveis
séricos elevados de HT. Os homozigotos apresentaram aumento do peso atrial e
diminuigdo da expressdo protéica da Cx40, sugerindo a participagdo de TR, pelo
menos na presenga de altos niveis de Ts sérico. Para saber se este fenotipo ocorre
devido, somente, a presenga da mutagao ou a combinacao da presenga da mutagdo com
altos niveis de HT, animais KI foram submetidos a um protocolo para igualar a
concentracgdo sérica de Ts entre os gendtipos. Um grupo de animais foi induzido ao
hipotireoidismo, Uinica condi¢do em que se observou diferenca entre os resultados de
machos e fémeas. Os machos apresentaram aumento do peso atrial e expressao protéica
da Cx40 inalterada, enquanto as fémeas apresentaram peso atrial inalterado e
diminuigdo da expressao protéica da Cx40. Tais resultados sugerem que, na condi¢ao de
escassez de HT, existe ativacdo de mecanismos de regulatorios diferentes entre machos
e fémeas e, que, provavelmente, fatores femininos, como o estrogénio, sejam capazes de
participar da regulagao. Outros dois grupos de animais foram submetidos ao
hipotireoidismo acrescido de tratamento com T3 na dose 0,211g/100g de peso corporal
durante uma semana ou trés semanas nas doses 0,2ug, 0,5ug e 1,0ug/100g de peso
corporal, consecutivamente. Nao se observou diferenca entre os gendtipos quanto ao
peso atrial e expressao protéica da Cx40 atrial sob os diferentes tratamentos. Isto sugere
que, nas condigdes de concentragdo sérica de Ts baixa e normal, TR} ndo participa da
regulagdo, que seria basicamente dependente de TRo.

Palavras-chave: 1- Hormonio tireoideano, 2- Receptor para hormdnio tireoideano, 3-
Conexina40, 4- Atrio.
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ABSTRACT

Study of the participation of thyroid hormone receptor in the regulation of protein
expression of atrial connexin40 (Cx40).

Thyroid hormone (TH) participates in the regulation of atrial mass and Cx40
proteic expression, with the possible involvement of the isoforms TRa and TRf, which
depends on the serum concentration of T3. In this work, we used KS animals, a model
that superexpresses mutant TR A337T only in the heart, resulting in a disruption of
TRa and TR action. This animal presents an increase in the atrial mass and a reduction
in Cx40 proteic expression, indicating that TH, via TRs, act in these processes
regulation. However, the variation of the serum concentration of TH, by the induction of
hypo- and hyperthyroidism, did not provoke changes in the atrial mass and in the Cx40
proteic expression. To better understand the role of TR isoforms in the regulation of
these two processes, we used KI animal, model that express the same mutated TR
(A337T) in substitution of the normal one in all over the organism, and presents
elevated serum T3 concentration. Homozygous mice for the mutation exhibit an increase
in the atrial mass and a reduction in the Cx40 proteic expression, suggesting that TRp is
important for the regulation, at least in the presence of elevated level of HT. To
investigate whether KI phenotype is due to the mutation presence or to the combination
of the mutation presence with elevated serum Ts, groups of KI animals were submitted
to a protocol aiming the normalization of HT serum concentration among the genotypes.
One group was induced to hypothyroidism, the only condition which there were
differences between the results of male and female animals. The male animals presented
an increase in the atrial mass and unaltered Cx40 proteic expression, while the female
ones exhibited unaltered atrial mass and a reduction in Cx40 proteic expression. These
results suggest that, in the presence of scarce TH, there is activation of different
regulatory mechanisms in male and female animals, and probably that female factors,
like estrogen, could participate in the regulation. Other two groups of animals were
submitted to hypothyroidism plus T3 in the dose of 0,2ug/100g of body weight during
one week or during three weeks with doses of 0,2ug, 0,5ug e 1,0ug/100g of body weight
consecutively. There were no differences among the genotypes in relation to atrial mass
and Cx40 proteic expression by these different treatments. This suggests that, in the
presence of reduced or normal levels of T3, TRB does not participate in the regulation,
which would be dependent principally on TRo.

Key-words: 1- Thyroid hormone, 2- Thyroid hormone receptor, 3- Connexin40, 4-
Atrium.
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INTRODUCAO

Atualmente, as disfun¢des no metabolismo tireoideano estdo entre as mais
comuns causas de doengas endocrinas. Assim, o estudo sobre os efeitos provocados por
hormonios tireoideanos (HT) possui importantes implicagdes biologicas e médicas
(Yen, 2001). Apos o isolamento do T4, em 1915 (Kendall), e do T3, em 1954 (Gross &
Pitt-Rivers), muitas outras contribui¢des em diversas areas da pesquisa, como medicina
clinica, fisioldgica, bioquimica e genética molecular t€ém contribuido para um melhor

entendimento da fun¢do da glandula tireoide.

1- TIREOIDE

Em mamiferos, a glandula tiredide ¢ localizada na regido anterior do pescogo.
Esta glandula possui dois diferentes tipos celulares, as células foliculares tireoideanas e
as parafoliculares, também chamadas de células C, capazes de produzir os horménios
tireoideanos e a calcitonina, respectivamente. As células foliculares tireoideanas
constituem a populacao celular de maior niimero na glandula, e se dispdem formando
foliculos tireoideanos. Estes sdo estruturas esféricas compostas de uma camada de
células polarizadas circundando uma cavidade fechada, em que se acumula grande
quantidade de coldide, estrutura composta principalmente pela glicoproteina
tircoiglobulina (Mauchamp et al., 1998).

Esses tipos celulares possuem origem de estruturas embriondrias distintas. As
células foliculares tireoideanas derivam de um pequeno grupo de células do endoderma,
localizado na parte posterior da cavidade bucal embrionaria (Mansouri et al., 1998). Por
outro lado, os precursores das células C tém origem a partir de um par simétrico de

estruturas embrionarias transientes, que migram a partir da crista neural e sdo
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remanescentes das glandulas ultimobranquiais presentes nos peixes, anfibios, répteis e
aves (Polak et al., 1974).

Durante a migracao, dos seus respectivos sitios de origem até o local do
desenvolvimento da tiredide, os precursores tendem a desaparecer como estruturas
individuais e se organizar no local onde se desenvolverd a glandula adulta. Neste local,
a organogénese se completa simultaneamente ao programa de diferenciacdo das células.
Essas passam a expressar uma série de proteinas importantes para a biosintese dos

hormonios (De Felice & Di Lauro, 2004).

2- HORMONIOS TIREOIDEANOS

Os HTs modulam vérios processos fisioldgicos no organismo, sendo necessarios
para o bom funcionamento da maioria dos tecidos. Atuam durante os periodos de
desenvolvimento embrionario e neonatal e ainda durante a vida adulta. As fungdes
principais do HT ¢ aumentar o consumo de oxigénio e a taxa metabdlica, assim como
influenciar os processos de proliferagdo e diferenciacdo celular. Além disso, eles
participam da regulacdo da secrecdo de hormodnios e da homeostase metabdlica,
estimulando a sintese e utilizacdo de substratos energéticos (Yen, 2001).

Em humanos, a partir de 11 a 12 semanas de vida embrionaria, a tire6ide do feto
¢ capaz de sintetizar, armazenar ¢ secretar 0s hormoénios tireoideanos
3,5,3 triiodotironina (T3) e 3,5,3",5 tetraiodotironina ou tiroxina (T4). O aumento das
concentragdes séricas fetais do hormonio estimulador da tiredide ou tireotrofina (TSH),
da globulina ligadora de tiroxina (TBG), e do T3 e T4 livres e totais durante a gestacao,
refletem a maturacdo de 6rgdos como a hipodfise, o figado e a tiredide. De forma que,
aproximadamente na 36" semana gestacional, as concentragdes séricas fetais de T4 livre

e total alcangam a média dos valores adultos (Thorpe-Beeston et al., 1991).



2.1- Regulacio da funcio tireoideana

A funcao tireoideana ¢ regulada por um sistema de retroalimentagdo negativa ou
feedback negativo, envolvendo a tiredide, a hipofise e o hipotalamo. Esta regulagdo é
extremamente sensivel, de forma a manter disponivel e constante a concentracao sérica
dos hormonios tireoideanos, dentro de uma estreita faixa de normalidade. Neste sistema,
o hipotalamo secreta o hormoénio liberador de tireotrofina (TRH), que age na hipofise
estimulando a secrecdo de TSH. Por sua vez, o TSH atua na glandula tireoide,
promovendo a sintese e a liberagdo dos hormdnios tireoideanos. E estes, por fim, sdo
capazes de suprimir a sintese e a secre¢do de TSH e de TRH (Wondisford et al., 1989;
Hollenberg et al., 1995).

O TRH ¢ um tripeptideo, piroglutamina-histidina-prolina-amido (PyroGlu-His-
Pro), sintetizado no nucleo paraventricular do hipotalamo. Este ¢ transportado através
de axdnios até a eminéncia média, onde fica armazenado, até sua liberag@o para atingir
suas células-alvo na hipofise (tireotrofos), através da veia porta hipofisaria. Na
membrana plasmatica dos tireotrofos, o TRH interage com seus receptores especificos,
membros de uma familia de receptores com 7 dominios transmembrana e acoplados a
proteina Gg. Esta interagcdo estimula uma série de reagdes citoplasmaticas como a
ativacao da fosfolipase C (PLC), a mobilizacdo de célcio e a ativagdo da proteina kinase
C (PKC), que culminam na exocitose do TSH armazenado nas vesiculas dos tireotrofos
e na sintese de novo TSH (Yen, 2001).

O TSH ¢ um membro da familia de hormonios glicoprotéicos da adenohipofise,

constituido de duas subunidades o e . A subunidade o0 ¢ comum a outros membros

desta familia, como o horménio foliculo estimulante (FSH), o hormoénio luteinizante

(LH) e a gonadotrofina coridonica. Ao contrario, a subunidade B ¢é tnica, conferindo

especificidade da atividade biologica de cada proteina heterodimérica desta familia. O
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TSH ¢ o principal regulador da liberagdo do HT e de varias etapas criticas da sua
sintese, atuando através da interacdo com receptores especificos de 7 dominios
transmenbrana acoplados a proteina Gs, na membrana das células foliculares da tireoide.
Ele também tem um importante papel no crescimento e desenvolvimento da tireoide, de
forma que o estimulo sustentado do TSH leva a hipertrofia e hiperplasia das células
foliculares. Nesta condi¢do, as células apresentam um volume aumentado do reticulo
endoplasmatico, numeros aumentados de ribossomos, um complexo de Golgi maior e
mais complexo, ¢ um aumento na sintese de DNA. Os capilares também proliferam, e o
fluxo sanguineo tireoideano aumenta. Ao contrario, na auséncia de TSH, ocorre uma

atrofia marcante da glandula (Yen, 2001).

2.2- Sintese dos hormonios tireoideanos

Os produtos secretorios da glandula tire6ide sdo iodotironinas, uma série de
compostos resultantes da ligacdo de duas moléculas de tirosina iodadas (figura 1).
Quando o meio ambiente ndo € rico em iodeto, a populagdo apresenta uma série de
anormalidades funcionais e no desenvolvimento, agrupadas na categoria de doencgas por
deficiéncia de iodo (IDD). Aproximadamente 1 bilhdo de pessoas estdo propensas a
uma IDD (Delange, 1994). A absor¢do do iodeto ¢ realizada por um sistema
especializado e eficiente na tiredide, uma vez que € oriundo de uma tUnica fonte, a dieta,

e ¢ essencial na composi¢do dos HTs (De La Vieja et al., 2000).

I I |
NH, NH,
[ |
HoOO—DCHZ([:H HO 0 CHCH
| COOH | | COOH

3.,3'5-Triiodo-L-Tironina Tiroxina
(T3) (Ts)

Figura 1. Estrutura dos hormonios tireoideanos. Adaptado de Yen, 2001.
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Na tiredide, o iodeto € ativamente transportado para o interior da glandula contra
gradientes quimico e elétrico por um sistema de co-transporte de Na™ e I" (NIS)
(simporte), localizado na membrana basal das células foliculares tireoideanas (De La
Vieja et al., 2000). Uma vez dentro da glandula, o iodeto rapidamente se desloca para a
superficie apical das células epiteliais, a partir de onde ¢ transportado ao limen do
foliculo por um transportador de iodeto/cloreto, chamado pendrina. Na presenga de
perdxido de hidrogénio (H,0,), cada iodeto (I') transportado ¢ imediatamente oxidado a
I° ¢ incorporado aos residuos de tirosina presentes em uma glicoproteina de 660 kDa, a
tireoglobulina (Tg) (Yen, 2001) (figura 2). Este processo ¢ chamado de organificagao.

A enzima tireoperoxidase (TPO) catalisa a rea¢do de adi¢do de um ou dois
atomos de iodo aos residuos de tirosina, de forma que o acoplamento enzimatico de uma
monoiodotirosina (MIT) com uma diiodotirosina (DIT) ou de duas diiodotirosinas
(DITs), dard origem aos hormonios tireoideanos T; e Ts, respectivamente. A Tg
contendo residuos de MIT, DIT, T; e T4 € estocada no coldide presente no lumen
folicular (Yen, 2001) (figura 2).

Para que ocorra a secre¢do dos HT, € necessaria a endocitose da Tg iodada, que
¢ mediada por uma molécula presente na membrana apical, similar ao receptor de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL), chamada megalina. As vesiculas
contendo o coldide, sdo incorporados lisossomos com atividade proteolitica, o que leva
a libera¢do de radicais iodados da proteina. Enquanto os residuos de MIT e DIT sao
degradados e o iodeto ¢ reaproveitado pela célula, os HTs, Ts e T4, sdo liberados na

corrente sanguinea, através da membrana basal (Yen, 2001) (figura 2).
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Figura 2. Representacio esquematica da biossintese dos hormdnios tireoideanos
triiodotironina (T;) e tiroxina (T,;) nas células foliculares da tiredide. Os foliculos
tireoideanos sdo compostos por uma camada de células epiteliais envolvendo o coldide. A
superficie basolateral ¢ mostrada a esquerda e a superficie apical, a direita. Circulo, acumulagdo
ativa de iodeto, mediada pelo co-transportador de Na'/I" (NIS); tridngulo, Na™-K"~ ATPase;
quadrado, receptor para tireotrofina (TSH); losango, adenilato ciclase; elipse, proteina G;
cilindro, pendrina transportador de I para o coldide; TPO, tireoperoxidase. Adaptado de De La
Vieja et al., 2000.

O principal produto secretorio da tiredide ¢ o T4. Entretanto, o Tz € considerado
0 hormonio biologicamente ativo ja que este € o ligante para o qual o receptor para HT
(TR) tem maior afinidade (Yen, 2001). Assim, grande parte do T circulante ¢ formada
a partir da monodesiodagdo do T4, por enzimas que possuem atividade iodotironinas
desiodase, capazes de remover seqiiencialmente os atomos de iodo (Braverman et al.,
1970) (figura 3). A desiodase tipo 1 (D1) ¢ encontrada em maior abundéancia em tecidos
periféricos como o figado e o rim, e é responsavel pela conversdo de grande parte do T4
em T; presente na circulagdo (Bianco et al., 2002). A desiodase tipo 2 (D2) ¢ expressa
predominantemente no cérebro, hipdfise e tecido adiposo marrom, onde converte T4 em
T; principalmente para uso intracelular. No entanto, a D2 também ¢ encontrada na

musculatura esquelética, que, no estado eutiroideo em humanos, ¢ considerada a fonte
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de maior parte do T; presente na circulagao (Maia et al., 2005). A desiodase tipo 3 (D3),
encontrada principalmente na placenta, cérebro e pele, converte T4 em T; reverso (1'Ts),
diminuindo a quantidade de T; disponivel (Hernandez, 2005) (figura 3). O rT; nao
possui atividade biologica conhecida, por isto a conversao de T4 em T3 € considerada
uma via inativadora. Um estudo observou a presenga de D1 em cardiomidcitos em
cultura (Yonemoto et al., 1999) e, no cora¢do de camundongo, foi detectada a presenca
de D2 (Wagner et al., 2003) e de D3 em baixa quantidade, sendo esta ultima mais
expressa em modelos de infarto do miocardio (Olivares et al., 2007). Além disso, o T; ¢
o rT; ainda podem ser convertidos a diiodotironina (T). Apesar deste processo ser
chamado de inativacdo na figura abaixo, efeitos biologicos deT, ja foram descritos,

como a sua a¢do em aumentar a atividade da cadeia respiratoria (Lombardi et al., 1998).

3.5.3.5 -tetraiodotironina(tiroxina. T4)

02,01 f-1(5) 03.(01)\| (5)
Ativacao Inativacao
1 TH‘ I ?m:
w—Q—o CH; — CH — COOH Ho-<;>—o-<_>—cw—cu COOH
| | | |
3.5.3 -triiodotironina (T3) 3.3".5 -triiodotironina (T3 reverso)
D3, {Dn\-l (5) 1 15%)1 D2
Inativaca

o)
_ NH,
|
HO{ }— o 4<_>—cn, — CH = COOH
] [}

3.3'-diiodotironina

Figura 3. Estruturas derivadas da ativacio e inativacio das iodotironinas desiodase (D)
tipo 1, 2 e 3. Adaptado de Bianco et al., 2002.
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Somente uma pequena fracdo do total de HT, presente na circulacdo, se
apresenta na sua forma ativa, a forma livre. A ligacdo a proteinas plasmaticas, como a
albumina, transtirretina e principalmente a globulina ligadora de tiroxina (TBG), garante
aos HT uma baixa metabolizacdo e excre¢ao e, conseqiientemente, uma meia-vida
prolongada (Schussler, 2000).

A concentragdo intracelular do HT pode ser controlada por proteinas ligadoras
de HT presentes no citoplasma da célula e no meio extracelular (Yen, 2001). Somente a
forma livre deste hormdnio (ndo ligada a proteina) é capaz de entrar na célula-alvo
através de transportadores e receptores para HT presentes na membrana. Ja foram
identificadas diversas proteinas transmembrana que seriam capazes de funcionar como
transportadores de HT para dentro da célula, entre elas o transportador MCTS8 (do
inglés, monocarboxylate transporter 8) tem se mostrado muito ativo e especifico
(Friesema et al., 2003). Muta¢do em MCT8 origina um fenotipo particular caracterizado
por concentragdo sérica de T muito elevada na presenga de concentracao sérica de TSH

normal ou elevada, e por retardo psicomotor severo (Dumitresco et al., 2004).

2.3- Mecanismo de a¢ao

Os hormdnios tireoideanos possuem efeitos intracelulares rapidos, que duram de
segundos a minutos, considerados nao-gendmicos. Esses efeitos, cujos mecanismos sao
pouco entendidos, dispensam o uso de maquinaria transcricional e, provavelmente,
consistem na sinalizagdo através de receptores transmembrana nao identificado, da qual
participam proteinas classicamente envolvidas em vias de sinalizagao rapidas, incluindo
cinases e/ou calmodulina. O HT parece interagir com algum receptor transmembrana, e
assim estimula a transdu¢do de uma cascata de sinalizagdo envolvendo fosfolipase C

(PLC), que culmina na mobilizagao de calcio intracelular e na fosforilagdo de proteinas
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(D’arezzo et al., 2004). E, ainda, em alguns casos de sinalizac¢do rapida, participam até
mesmo os TRs atuando de maneira independente e alternativa a nuclear. Em 2006,
Storey e colaboradores demonstraram que a isoforma 2 do receptor TR (TRB2) atua no
citoplasma, mais especificamente na proteina p85 localizada adjacente a membrana,
subunidade regulatoria da PI3 kinase, regulando a atividade do canal de potéssio
KCNH2. Entre outras agdes ndo-gendmicas estdo a estimulacdo de bombas e canais
i0nicos, observada em células intactas ¢ em membranas isoladas (Davis & Davis, 2002),
e o relaxamento de células de musculo liso vascular e endotélio adrtico em cultura
(Ojamaa et al., 1996). No entanto, ainda ndo foram identificados receptores de
membrana especificos para os HT e, portanto, este mecanismo ainda nao ¢ claro.

No entanto, grande parte dos efeitos provocados pelos HTs descritos na
literatura ocorre através da ac¢ao nuclear, através de uma familia de receptores de alta
afinidade, os TRs (Lazar, 2003). Foram identificadas véarias isoformas de TRs, que por
comparagdo das seqiiéncias genéticas, descobriu-se serem homologos de produtos do
oncogene viral v-erb-A. Constituem a grande familia c-erb-A, ndo sé os TRs, mas
também receptores para os hormodnios glicocorticoides, mineralocorticoides, esterdides
sexuais, vitamina D e acido retindico (Evans, 1988).

Os TRs sdo codificados por dois genes, o TRo. (NR1A1) e o TRB (NR1A2),

encontrados nos cromossomos humanos 17 e 3, respectivamente (Thompson et al.,

1987). A partir destes genes, foram identificadas algumas isoformas de TRs o e B, que

apresentavam alta afinidade pelo HT (Weinberger et al., 1986).

Em mamiferos, foram identificadas as isoformas TRol, TRB1, TRB2 e TRP3, as

quais, todas, sdo capazes de interagir com o Ts e atuar como um receptor nuclear

funcional. Além destas, foram isoladas as variantes de splicing, TRo2, TRAol, TRA02
e TRAPB3. A isoforma TRo2, apesar de ndo interagir com o T3, ainda é capaz de se

dimerizar com as isoformas funcionais e competir pela interacio com o DNA. As
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demais sao incapazes de interagir com o DNA e com o ligante (figura 4) (Flamant &

Samarut, 2003).
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Z ™
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Figura 4. Comparacao esquematica das isoformas de TR. Isoformas originadas a partir do
gene (a) TRoo (NR1A1) e (b) e TRB (NR1A2). As isoformas de TR compartilham grande
homologia em suas seqiiéncias, mas existem algumas particularidades. Por exemplo, TRal,
TRB1, TRP2 e TRP3 intergem com HT, enquanto que TRa2, TRAal, TRAa2 e TRA B3 sdo
incapazes de fazé-lo. Cores diferentes representam seqii€ncias correspondentes aos dominios de

ativagdo A/B, de interagdo com o DNA, e de interagdo com T;. Adaptado de Flamant &
Samarut, 2003.

A expressdao das isoformas de TR apresenta padrdes distintos nos diversos

tecidos. O TRal ¢ expresso de forma ubiqua em todos os tecidos, assim como o TR,
que de forma particular é abundante no figado ¢ no rim (Lazar, 1993). Ja o TRB2 ¢

altamente expresso na retina, na hipéfise e no hipotadlamo, mas de maneira geral a sua
expressao ¢ considerada relativamente restrita (Hodin et al., 1989; Cook et al., 1992).
Como a maioria dos receptores nucleares, a por¢ao central dos TRs contém um

dominio capaz de interagir com seqiiéncias especificas da fita dupla de DNA, chamadas
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de elementos responsivos a hormoénio tireoideano (TREs). As isoformas de TRs
reconhecem a seqiiéncia AGGTCA, com a qual sdo capazes de interagir na forma de
mondmeros, homodimeros e heterodimeros. Além disso, elas também podem formar
heterodimeros com os receptores para acido retindico (RXR), para vitamina D ou para
estrogénio (Mangelsdorf & Evans, 1995).

Esta regulacao pelos TRs envolve uma complexa rede de interagdes coordenadas
com outras proteinas co-reguladoras, incluindo co-ativadores e co-repressores. Alguns
complexos co-repressores possuem atividade deacetilase que permite modificar a
estrutura da cromatina, de forma a limitar o acesso da maquinaria transcricional basal.
De forma oposta, os complexos co-ativadores podem apresentar atividades histona
acetiltransferase e metiltransferase, que facilitam a transcri¢do por deixarem a cromatina
mais acessivel a outros fatores transcricionais (Smith & O’Malley, 2004).

Os TRs modulam a expressdo gé€nica na presenga ou auséncia de ligante. Na
auséncia do hormonio tireoideano, a interacdo dos TRs com os elementos responsivos
de genes alvo, por si s6, promove uma modulagdo da transcri¢do génica, efeito
conhecido como independente de ligante. A interacdo do TR, ndo ligado ao hormonio
tireoideano, com o TRE positivo resulta na repressdo da transcrigdo génica. Esta
repressdo ¢ mediada pela interagdo do TR com um complexo repressor, do qual
participam o nuclear receptor corepressor (N-CoR), o silencing mediator of retinoid
and thyroid receptors (SMRT) ¢ a proteina histona deacetilase (HDAC) (Hu & Lazar,
2000). A ligacdo do HT ao TR induz mudangas na sua conformagdo que resulta na
liberagdo do complexo repressor ¢ favorece o recrutamento de co-ativadores, levando a

ativagdo transcricional (McKenna et al., 1999) (figura 5)
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Represséao Ativacao

Figura 5. Esquema representativo da regulacdo positiva da expressao génica pelo
horménio tireoideano. A ligagdo do hormonio tireoideano (HT) no seu receptor (TR) promove
mudangas conformacionais, que favorecem a liberagdo do co-repressor (CoR) e o recrutamento
do co-ativador (CoA). Adaptado de Lazar, 2003.

Menos caracterizados s3o os TREs negativos, nos quais a transcri¢do ¢
estimulada na auséncia de T; e, de forma oposta, reprimida na presenga de T;. Um
importante efeito fisiologico do HT, envolvendo esta regulagdao negativa, ¢ a modulagao
da expressdo dos genes que codificam as subunidades do TSH na hipofise. Esse
processo € essencial para o funcionamento normal do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide
(Lazar, 2003). No entanto, o mecanismo molecular em que se baseia esse tipo de
regulagdo ¢ muito pouco entendido, de forma que ha duvidas se a interagdo do TR com
o DNA seria necessaria. Foi sugerido que o TR ndo estaria diretamente ligado ao DNA,
mas que esta interagdo fosse mediada por proteinas componentes do complexo AP1, ou
até mesmo que simplesmente ndo houvesse interacio TR-DNA e sim uma interag@o
proteina-proteina: TR-SMRT e TR-NcoR, por exemplo (Pfahl, 1993 ; Tagami et al.,
1997). Entretanto em 2003, Shibusawa e colaboradores demonstraram, em experimentos

in vivo, a importancia da interagdo TR-DNA. Animais mutantes, cujas isoforma de TR}

eram incapazes de interagir com o DNA, apresentavam deficiéncia na supressdao dos
niveis de TSH. Ainda assim, o mecanismo da regulacdo negativa ¢ pouco conhecido.
Mas de forma geral, em todos os modelos propostos, a interacdo do HT com seu

receptor resulta em uma mudanga conformacional deste TR. Isto favoreceria a troca de
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uma maquinaria repressora por uma ativadora para um gene alvo positivo ou de uma

maquinaria ativadora por uma repressora para um gene alvo negativo (figura 6).

A B
Ativacao Repressao Ativacédo Represséo

sitio AP-1 sitio AP-1

Repressao

) X

21}i8 oF-]

Figura 6. Esquema representativo de possiveis mecanismos de regulacio negativa pelo
horménio tireoideano. A ligagdo do hormoénio tireoideano (HT) no seu receptor (TR) promove

mudangas conformacionais, que favorecem a liberacdo do co-ativador (CoA) e o recrutamento
do co-repressor (CoR) em um elemento responsivo para hormoénio tireoideano negativo (nTRE).
(A) Esse mecanismo requer a interag@o direta entre o receptor e o DNA. (B) Esse mecanismo ¢
baseado em uma interagdo proteina-proteina, representada por proteinas do complexo AP-1
(jun/fos)-TR. (C) A ligagdo do hormdnio tireoideano a seu receptor recruta o co-ativador, sem
interagir com o DNA e a maquinaria repressora, representada por proteinas do complexo AP-1
(jun/fos). Adaptado de Lazar, 2003.

3- EFEITOS PROVOCADOS POR HORMONIO TIREOIDEANO

E muito conhecida a participagio do HT no desenvolvimento embrionario.
Durante o segundo trimestre da gravidez, o hipotireoidismo na mae pode causar ao feto
um déficit intelectual (Hadow et al., 1999). Da mesma forma, a auséncia de produgao de
HT pelo feto em desenvolvimento pode gerar anormalidades na funcdo neural se ndo

houver reposi¢do hormonal logo apds o nascimento. Nao s6 durante o desenvolvimento,
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mas também apos o nascimento, a manutengdo do HT dentro da faixa de normalidade ¢
extremamente importante para os processos corretos de desenvolvimento do cerebelo,
migracao neuronal, mielinizagdo, sinaptogénese e arborizagdo (Oppenheimer &
Schwartz, 1997).

O HT ainda exerce efeito no crescimento do esqueleto e sua mineralizagao
durante o desenvolvimento (Fraichard et al., 1997), podendo atuar diretamente através
dos TRs que, por sua vez, interagem com outros receptores nucleares como o da
vitamina D (Williams et al., 1994). E, ainda, podem atuar indiretamente, por exemplo,
regulando a concentragdo sérica de osteocalcina (Gouveia et al., 1997; Brent, 2000), que
possui um papel importante na mineralizagdo do osso. Assim, o HT participa desta

regulagdo importante para a homeostase do tecido 6sseo.

Os efeitos fisioldgicos mais conhecidos dos HTs sdo o aumento da taxa basal de
consumo de oxigénio e a produgdo de calor, que ocorre na maioria dos tecidos (Goglia
et al., 1999). Além disso, o HT estimula processos que visam melhorar o suprimento
para esta maior demanda de oxigénio, entre eles, o aumento da taxa respiratoria de
repouso ¢ ventilagdo por minuto (Pino-Garcia et al., 1998) e, ainda, efeitos sobre o
sistema cardiovascular (melhor detalhados no item 3.1). O HT também provoca o
aumento da producdo de eritropoietina, que resulta no aumento do nimero de hemacias
e, conseqiientemente, uma melhora na capacidade carreadora de oxigénio (Popovic et
al., 1977).

Outro efeito do HT ¢ o aumento da provisdo dos substratos necessarios para a
oxidacdo, por exemplo, através dos estimulos da absor¢ao gastrointestinal de glicose e
das vias de glicogendlise e gliconeogénese, as quais aumentam a disponibilidade de
glicose para as células (Moller et al., 1996).

O sinal do HT em cada tecido ou tipo celular pode ser modulado em vérios

niveis, incluindo na expressao de isoformas de TR, nos elementos responsivos de genes
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regulados, na disponibilidade de receptores nucleares capazes de interagir com TR, nas
interacdes com co-ativadores e co-repressores, € na disponibilidade do ligante (Brent,
2000). No entanto, através de estudos in vitro, tornou-se dificil identificar fungdes
especificas das isoformas. Por isso, foram desenvolvidos modelos de animais
geneticamente modificados, nos quais sao afetadas as fungdes e a expressdao dos
receptores de hormonios tireoideanos. Eles sdo ferramentas de busca de novos alvos
fisiologicos da ag¢do dos hormodnios tireoideanos, para o entendimento do papel das
diferentes isoformas de TR e para compreensdo do mecanismo de regulagdo da
transcricao génica exercido pelo TR.

O animal knockout seletivo de TRal, cuja expressdo de TRa2 é preservada,
apresenta diminuicdo da temperatura corporal e da freqiiéncia cardiaca, ambas ndo
responsivas ao tratamento com T; (Wikstrom et al., 1998). J4 o animal knockout
combinado de TRal/TRa2, em que ocorre a delecdo das duas isoformas, possui um
fenotipo mais severo, incluindo defeitos na mineralizagdo dssea e no desenvolvimento
intestinal, e ndo sobrevive apds cinco semanas de vida (Fraichard et al., 1997). Ambos
os modelos apresentam concentracdo sérica de HT e TSH ligeiramente reduzidas, de
forma que a existéncia de um quadro mais severo quando existe a delecdo de uma
isoforma nao ligadora de T sugere que esta, assim como as outras variantes de splicing

ATRal e ATRa2, exercam papéis importantes na sinalizagdo do HT ou na sua

modulagao (Brent, 2000).

E ainda, resultado do cruzamento dos modelos de knockout dos genes TRal e
TRB, os camundongos TRB'/ © TRal™ apresentam glandula tiredide aumentada e
concentragdo sérica elevada de T4, T3 e TSH (Go6the S et al., 1999). Outra caracteristica
relevante ¢ o crescimento atenuado associado as baixas concentrac¢des séricas de GH e
IGF-I, e ao desenvolvimento e mineralizagdo 6ssea prejudicados. Os animais também

apresentam redugdo da freqiiéncia cardiaca e da temperatura corporal (Johansson et al.,
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1999), e as fémeas possuem fertilidade diminuida, assim como redugdo da
sobrevivéncia dos filhotes (Brent, 2000).

Aparentemente, a isoforma TRP ¢ importante no desenvolvimento da céclea e
retina e, ainda, parece ser o principal regulador da homeostase do figado e do feedback
hipotalamico-hipofisario. Nos animais knockout de TR, a concentragdo sérica de TSH,
T4 e Ts estdo elevadas e o excesso de T3 pode ativar o receptor TRal, de forma que o
efeito em cada tecido depende do padrio de expressdo das isoformas. Assim, o fenotipo
deste animal pode variar entre o hipotireoidismo, por causa da falta de TRp, e
hipertireoidismo, pela concentracao sérica elevada de T; atuando em TRa (Flamant &
Samarut, 2003).

Este fendmeno também acontece em pacientes, nos quais foi isolada uma

variedade de mutagdes no TRP. A maioria corresponde a muta¢des na regido do

receptor responsavel pela interacdo com o HT. Estas mutacdes levam ao
desenvolvimento da Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano (RTH), a qual ¢
caracterizada por alta concentracao de HT livre no sangue e pela falha na supressao da
secrecao do TSH. Pacientes portadores desta sindrome exibem bocio, baixa estatura,
perda de peso, taquicardia, perda de audi¢ao, desordem de hiperatividade com déficit de
atengdo, baixo QI e dislexia (Brucker-Davis et al., 1995).

Na Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano, de maneira similar aos
knockouts, ocorrem sinais de hipo- e hipertircoidismo, o que sugere resisténcia variavel
em diferentes tecidos. Esta variagdo tecidual depende principalmente da distribui¢ao
tecido-especifica das isoformas de receptor de hormonios tireoideanos. A severidade da
resisténcia depende do grau de falha na interagdo com o ligante € na interagdo com co-
fatores nucleares tecido-especificos (Yen, 2003).

Dois modelos de camundongos com mutagdes knock-in no gene do TR} foram

desenvolvidos para reproduzir a Sindrome de Resisténcia a Hormdnio Tireoideano, sdo
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eles: TRB KI A337T (Hashimoto et al., 2001) e TR PV (Kaneshige et al., 2000). No

primeiro modelo, ocorre a delecdo do aminodcido treonina na posicdo 337, e no
segundo, a mutacdo elimina a funcdo de ativacdo C terminal (dominio AF-2) necessaria
para a transativagdo. Ambas as modifica¢cdes impedem o receptor de interagir com HT,
mas a capacidade de interagir com o DNA e com co-fatores aparentemente permanece

intacta (Cheng, 2005).

Os animais TRP KI A337T exibem profundas anomalias no desenvolvimento

cerebral (Hashimoto et al., 2001), além de apresentarem expressdo anormal de opsinas
na retina (Pessoa et al., 2008). Em estudo realizado no nosso laboratoério, foi verificado
que camundongos machos homozigotos apresentam dimini¢do do crescimento linear e
alteracdes metabodlicas, como maior sensibilidade a insulina e menor contetido de
glicogénio hepatico (Santiago, 2007).

Os camundongos heterozigotos para a mutacdo PV apresentam caracteristicas
tipicas da Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano como regulacdo anormal
do eixo hipotadlamo-hipofise-tiredide e déficit do crescimento. J& os homozigotos
apresentam um quadro severo de Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano,
além de retardo no crescimento, anormalidade na regulagdo da concentragdo sérica de
colesterol, defeitos auditivos, reducdo do peso corporal e comportamento hiperativo
(Cheng, 2005). Mutagdes no gene do TRa ainda ndo foram identificadas em pacientes.
Pesquisadores desenvolveram camundongos com a mesma mutacdo PV inserida no
gene do TRa (Kaneshige et al., 2001). Os animais heterozigotos sobrevivem apds o
nascimento, apesar de apresentarem alta taxa de mortalidade e diminuicdo na
fertilidade. Ja os homozigotos TRa""""" sio raramente obtidos e morrem logo apos o
nascimento. Animais heterozigotos e homozigotos apresentam concentracdo sérica

elevada de Ts e TSH apesar de niveis normais de T4 (Kaneshige et al., 2001). Esta
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combinacdo de TSH elevado e propor¢ao T4/Ts reduzida sugere disfungado tireoideana
moderada (Flamant & Samarut, 2003).

Os distintos fenotipos observados nos camundongos heterozigotos TRa""
(Kaneshige et al., 2001) e TRB"" (Kaneshige et al., 2000) demonstram que as fungdes
dos TRs mutantes in vivo sdo especificas de cada isoforma ¢ dependem da quantidade
de proteina mutante expressa em cada tecido. Além disso, esses estudos sugerem que
mesmo nao tendo sido documentada nenhuma muta¢do no gene do TRa em humanos
com Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano, as mutagdes que afetam TRa
ndo sdo silenciosas. Entdo, acredita-se, que as mutacdes em TRa provavelmente
ocorram em humanos, mas seus fenotipos gerais resultantes seriam distintos dos
descritos para a Sindrome de Resisténcia a Hormonio Tireoideano associada com as

mutagdes em TR (O’Shea & Williams, 2002).

3.1- Hormonio tireoideano e efeitos cardiacos

O coragao, assim como todo o sistema cardiovascular, ¢ um dos alvos da a¢do do
HT, tanto no inicio do desenvolvimento como na idade adulta. Em roedores, antes do

nascimento, os ventriculos expressam altos niveis de f-MHC (cadeia pesada da miosina
B) e baixos niveis de o-MHC (cadeia pesada da miosina ¢). No entanto, apds o
nascimento, os niveis de o-MHC aumentam, talvez para substituir os de B-MHC, que

diminuem (Lompré¢ et al., 1984). Esta mudanga de expressdo para um padrdo adulto tem
sido relacionada ao aumento dos niveis de HT circulantes (Chizzonite & Zak, 1984). De
forma parecida, a isoforma 2a da Célcio-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA-
2a) e a sua subunidade regulatéria fosfolambam (PLB) sdo pouco expressas no coragdo
durante a fase embrionaria, mas tém seus niveis aumentados apds o nascimento em

resposta a alteragdes nas concentragdes plasmaticas de HT (Reed et al., 2000).
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Muitos outros processos moleculares essenciais a funcdo cardiaca sao
influenciados pela concentragao sérica de hormonio tireoideano. Entre eles, a regulacao
da expressdo de varios canais i0nicos, genes que codificam proteinas envolvidas na
contragdo do musculo cardiaco e genes que codificam enzimas e proteinas envolvidas
em varios processos regulatorios (Klein & Ojamaa, 2001) (figura 7).

A combinacdo de efeitos provocados por HT em nivel molecular resulta em
efeitos sistémicos como o aumento da freqliéncia cardiaca, da velocidade e forga de
contragdo, assim como a diminui¢do do tempo de relaxamento diastolico e da
resisténcia vascular periférica. E todos estes fatores, por sua vez, contribuem para o
aumento do débito cardiaco (Klein & Ojamaa, 2001). A administracdo de antagonista
do receptor B adrenérgico a pacientes hipertireoideos ndo provoca alteracdo na
performance contratil ventricular, porém ¢ capaz de atenuar o aumento da freqiiéncia
cardiaca. Isto demonstra que o HT possui efeitos diretos no sistema cardiovacular,
enquanto uma parte deles ¢ mediada pelo sistema adrenérgico. Além disso, geralmente,
o bloqueio B-adrenérgico somente atenua a taquicardia, de forma que a freqiiéncia
cardiaca ainda permanece um pouco elevada. Isto sugere que o HT afeta diretamente o
nodo sinoatrial (Fazio et al., 2004).

Outro efeito indireto provocado por HT ¢ o aumento de volume sanguineo,
através da ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e da secrecdo de
eritropoietina. Esta mudanca no volume ¢ acompanhada por aumento do retorno
venoso, que ¢ acomodado sem alteragdes na pressdao e volume no ventriculo esquerdo
no fim da diastole, em parte, devido ao relaxamento mais eficiente da musculatura

(Fazio et al., 2004).
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Figura 7. Sitios de acdo da triiodotironina nos cardiomidcitos. A triiodotironina entra na célula,
possivelmente através de um mecanismo de transporte especifico, e interage com o receptor nuclear
para triiodotironina. A seguir, o complexo se liga a elementos responsivos para hormoénio
tireoideano de genes de diversos constituintes celulares e regula a transcri¢cdo destes genes, incluindo
aqueles para Ca**-ATPase (SERCA) e fosfolambam no reticulo sarcoplasmatico, miosina, receptores
B-adrenérgicos, adenilato ciclase, proteinas ligadoras do nucleotideo guanina (também chamadas de
proteinas G), trocadores Na'/Ca®", Na”/K'-ATPase, ¢ canais de potdssio voltagem dependentes.
Acdes ndo-nucleares da triiodotironina sobre canais i6nicos de K' e Ca®" estdo indicadas na
membrana. As setas descontinuas indicam sinalizagdes com multiplas etapas e RNAm corresponde a
RNA mensageiro. Adaptado de Klein & Ojamaa, 2001.

O HT também provoca efeitos importantes na vasculatura, entre eles, o
relaxamento das células musculares lisas dos vasos, que resulta na reducdo da
resisténcia vascular periférica (Ojamaa et al., 1996).

O hipotireoidismo possui efeitos opostos aos causados pelo excesso de HT, no

entanto, alguns pacientes apresentam poucos sintomas, sendo bradicardia e hipertensao
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sist€tmica os mais comuns (Klein & Ojamaa, 2001). Alguns ainda apresentam
anormalidades no registro eletrocardiografico (ECG), incluindo o alongamento do
intervalo QT, que corresponde ao periodo entre o inicio da despolarizagdao e o fim da
repolarizagao ventriculares (Klein & Ojamaa, 2001). A hipertensdo sistémica no
hipotireoidismo pode ser explicada em parte pelo aumento da resisténcia vascular
periférica (Klein & Ojamaa, 2001). A anormalidade mais consistente ¢ a diminui¢ao da
funcdo diastélica do ventriculo esquerdo, caracterizada pela lentificagdo do
relaxamento miocardico e diminui¢do do enchimento ventricular esquerdo. Isto pode
levar a uma diminui¢ao no volume de eje¢do, e, conseqiientemente, na fungao sistdlica
do ventriculo esquerdo. Estes fatores combinados podem levar a um débito cardiaco
subnormal. (Fazio et al., 2004).

Alguns trabalhos indicam que desordens cardiovasculares agudas e crdnicas
podem alterar o metabolismo do HT. Apo6s quatro horas de infarto agudo do
miocardio, as concentragdes séricas de Tz e T4 estdo reduzidas em aproximadamente
20% e 40%, respectivamente (Franklyn et al., 1984). Ainda pode ocorrer uma
mudanga no padrao de expressao das desiodases cardiacas, por exemplo, 0 aumento de
D3 em modelo de injtria dos cardiomiocitos (Olivares et al., 2007). Desta forma, o
status tireoideano alterado em paciente com desordens cardiovasculares poderia
contribuir para o prejuizo da fungao cardiaca (Fazio et al., 2004).

Como mencionado anteriormente, a maioria dos efeitos provocados pelo HT
descritos na literatura ¢ mediada por sua acdo nuclear, através dos TRs. No coracdo ¢
na vasculatura estdo presentes as isoformas de TR codificadas pelos genes o e . Um
dos fatores que contribui para o fato do HT provocar diversos efeitos em diferentes
tecidos ¢ a expressao diferencial das isoformas de TR. Por exemplo, no ventriculo, a

isoforma TRol ¢ a isoforma predominantemente expressa, apresentando uma taxa de
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3:1 em relagao a isoforma TRp (Stoykov et al., 2006). Por isso, no ventriculo, TRal é
a isoforma que aparentemente mais interage com Ts.

Além disso, no coragdo, assim como em outros tecidos, a expressdo das
isoformas de TR ¢ heterogénea, variando de acordo com a regido do 6rgdo ou ainda
mais especificamente com o tipo celular e com a fase da vida. Durante a vida
embrionaria, ambos TRal e TRB1 sdo expressos no miocardio, porém na vida adulta a
expressdo de TRP permanece confinada ao atrio, aos nodos sinoatrial ¢ atrioventricular
e ao sistema de condugdo ventricular (Stoykov et al., 2006). J4& TRol continua
amplamente expresso, sendo encontrado no atrio, nos cardiomidcitos de trabalho, nos
nodos sinoatrial e atrioventricular ¢ no sistema de conducao atrioventricular. Assim,
ambos TRoal e TR sdo encontrados no nodo sinoatrial, no nodo atrioventricular e no
feixe de His. Durante todos os periodos da vida em que foi observada, a expressdo das
isoformas TRal, TRo2 e TRP se mostrava sempre mais marcante no atrio que no
ventriculo (Stoykov et al., 2006).

Estudos em camundongos com mutagdes knockout nos genes dos dois principais
receptores para hormonio tireoideano, TRa e TR, mostraram que nos camundongos
em que falta a isoforma TRl ocorre diminuigdo na freqiiéncia cardiaca e repolarizagdo
ventricular prolongada (Wikstrom et al., 1998). No entanto, a dele¢do de TRal ¢ TRf
resulta em um fenotipo cardiaco similar ao obtido quando se tem somente a delegcdo de
TRal, indicando que este ultimo € o receptor mais importante na mediagao dos efeitos
provocados por HT no coragao (Johansson et al., 1999).

No entanto, outros estudos indicam que tanto TRal quanto TRB1 possuem
importancia realizando diferentes papéis (Weiss et al., 2002). De forma contraria aos

camundongos deficientes em TRal, que ainda respondem ao estimulo do Ti, os

camundongos deficientes em TR apresentam fendtipo oposto, como taquicardia e
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intervalo QT encurtado, que ndo se altera com administra¢ao de T; (Weiss et al., 2002;
Wikstrom et al., 1998; Johansson et al., 1999). Além disso, o nodo sinoatrial, regido que
comanda a freqiiéncia cardiaca, apresenta expressao de TRa e TRp, indicando que as
duas isoformas podem ter importancia na regulagdo do ritmo cardiaco (Stoykov et al.,
2006). Outra demonstracio desta hipotese é que animais TRBT'"Y (que apresentam
niveis elevados de HT), quando submetidos a condi¢do de eutireoidismo, apresentam
diminuicdo da freqiiéncia cardiaca (Swanson et al., 2003).

Frente aos diversos alvos de atuagdo do HT, entre cles o sistema vascular e
outros sistemas reguladores da funcao cardiaca, a caracterizagao dos efeitos do hiper- ou
hipotireoidismo diretamente sobre a fungdo cardiaca ¢ dificultada. Por exemplo,
simultaneamente aos efeitos provocados diretamente no cora¢do, os HTs também
influenciam a hemodindmica vascular. Desta forma, a falta ou excesso de hormonio
tireoideano atuando sobre a musculatura lisa dos vasos, através de mudangas na pré- e
pos-carga (resisténcias proporcionadas pelo volume de sangue no ventriculo apés o
enchimento e pela circulagdo, respectivamente, as quais a for¢a de contragdo ventricular
deve superar para bombear o sangue adequadamente), modulam a fun¢do cardiaca, o
que pode compensar ou alterar as anormalidades que o HT provocaria diretamente no
coracgdo (Klein & Ojamaa, 2001).

Em 2000, Pazos-Moura e colaboradores desenvolveram uma linhagem de
camundongos transgénicos (KS) nos quais a expressdo do TR contendo a mutagdo de
delecdo do aminodacido treonina na posi¢cao 337 (A337T) foi direcionada exclusivamente
aos cardiomiocitos, utilizando o promotor cardiaco-especifico a-MHC. Esta mutagao foi
isolada a partir de pacientes com Sindrome de Resisténcia a Hormoénio Tireoideano, e
como mencionado anteriormente, torna o receptor incapaz de interagir com o T;
(Hashimoto et al., 2001). Contudo, ele ainda é capaz de se ligar ao DNA e competir

pelos TREs (Usala et al., 1991), o que o transforma em um co-repressor constitutivo. O
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receptor permanece ligado ao DNA e a co-repressores (figura 8) (Hashimoto, et al.,
2001), exercendo efeito independente de ligante. Além disso, o receptor mutante ¢

capaz de dimerizar com as isoformas normais, agindo como um dominante negativo.

(Yen & Chin, 1994).
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Figura 8. Modelo de resisténcia causada por mutacio no TR em TRE positivo. Quando o
TR normal se liga ao DNA, a adi¢@o de T; resulta na dissociagdo do co-repressor, permitindo o
recrutamento do co-ativador e ativacdo da transcrigdo. Quando o TR mutante se liga ao DNA, o
T; adicionado nfo interage com o TR mutante, o co-repressor NCoR ndo se dissocia, o co-
ativador SRC-1 nao ¢ recrutado, e por fim, a transcricdo génica permanece reprimida. (TRE)
elemento responsivo ao horménio tireoideano; (T;) triiodotironina. Adaptado de Safer et al.,
1998.

Os camundongos KS, mesmo na presenca de concentragdo sérica de HT normal,
apresentam fendtipo semelhante ao observado no coragdo de animais com
hipotireoidismo, incluindo bradicardia e prolongamento dos seguintes parametros
eletrocardiograficos, intervalo PR, complexo QRS e intervalo QT, que correspondem
ao inicio da despolarizacdo atrial até o inicio da despolarizagdo ventricular, a
despolarizacdo ventricular, e a repolarizacdo atrial e principalmente ventricular,
respectivamente. Nos ensaios funcionais ex vivo, foi observada diminui¢do da funcdo

contratil. Nesses animais, a expressao da o-MHC, predominante em roedores adultos



_25.-

eutireoideos, encontra-se diminuida, e a isoforma B superexpressa. Este fato explica,
em parte, a citada disfuncdo contratil (observada em coracdes isolados), ja que a B-

MHC possui menor atividade ATPasica que a o-MHC (Lompré et al., 1984). No

entanto, experimentos in Vivo demonstraram que os animais KS possuem fungdo
contratil relativamente igual aos selvagens (Pazos-Moura, et al., 2000), demonstrando a
existéncia de mecanismos compensatdrios da funcao cardiaca.

O prolongamento dos intervalos no ECG indica redugdo na velocidade de
propagacdo do potencial de acdo de uma célula cardiaca para outra. A propagacdo da
atividade elétrica no miocardio depende da transferéncia intercelular de corrente, que

ocorre via jungdes comunicantes (figura 9A).

4- JUNCOES GAP OU JUNCOES COMUNICANTES

As jungdes comunicantes ou jungdes do tipo gap sao discretas areas de contato
célula-célula, que se apresentam na forma de canais e permitem a comunicacao simples
e rapida entre duas ou mais células. Os compartimentos citoplasmaticos de células
vizinhas permanecem conectados, sendo rota de passagem de moléculas com tamanho
inferior a 1kDa, incluindo mensageiros secundarios como o Ca2+, inositol fosfatos,
nucleotideos ciclicos e ions (Hervé, 2004) (figura 9A). Desta forma, as jungdes
comunicantes possuem papel dinamico na regulagdo de vias de transducdo de sinal,
além de prover um caminho direto para metabodlitos que medeiam a homeostase celular
e ions que propagam sinais elétricos no coracao e no sistema nervoso central (Sosinsky
& Nicholson, 2005).

Estes canais resultam da jun¢do de dois hemicanais ou conexons, compostos
cada um por seis unidades protéicas da familia das conexinas dispostas de maneira a

formar um poro aquoso. O conexon pode ser dividido em trés dominios funcionais: (1)
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o dominio extracelular, importante no reconhecimento célula-célula e acoplamento das
conexinas; (2) o dominio transmembrana, principal constituinte do poro; e (3) o
dominio citoplasmatico, o qual tem influéncia sobre os estados de abertura do canal
(Sosinsky & Nicholson, 2005).

Até o momento, foram descritos vinte membros da familia de genes da conexina
expressos no genoma de camundongo. Muitos tipos celulares expressam variadas
isoformas de conexinas, que podem formar construgdes de conexons homo-
oligoméricos, compostos de conexinas similares. No entanto, conexinas diferentes
também podem se reunir para compor conexons hetero-oligoméricos. E por fim, ainda
podem ser formados canais homotipicos ou heterotipicos, constituidos por dois

conexons iguais e dois diferentes, respectivamente (figura 9B) (Hervé, 2004).

HeM/HeT

HoM/HoT  HoM/HeT HoM/HeM HeM/HeM

Figura 9. Junc¢ées comunicantes. (A) Possibilidades de formar diferentes canais juncionais

Conexon

entre células que co-expressam CxA (azul) e CxB (rosa). (B) Conexons compostos por somente
uma isoforma de conexina sdo chamados de homoméricos (HoM), enquanto que conexons
formados por mais de uma isoforma de conexina sdo heteroméricos (HeM). Quando dois
conexons idénticos se acoplam, eles formam um canal homotipico (HoT), enquanto que o
acoplamento de conexons nao idénticos originam um canal heterotipico (HeT). Existem dois
tipos de canais HeM/HeT: os que contém conexons HoM e HeM (HoM/HeM) e os que contém
somente conexons HeM (HeM/HeM). Adaptado de Cottrell & Burt, 2005.

Tais combinagdes conferem a cada tipo de juncao propriedades seletivas quanto
a carga e ao tamanho do poro, e, conseqiientemente, especificidade significativa em
relacdo as moléculas que podem atravessa-lo. Assim, jungdes heterotipicas podem ter

permeabilidades moleculares distintas das jungdes homotipicas (Sosinsky & Nicholson,
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2005). As conexinas, assim como as diferentes juncdes por elas formadas, apresentam
padrao distinto de expressdao em diferentes tecidos, desempenhando papéis variados em
cada um deles. Por isso, a deficiéncia de uma determinada isoforma de conexina esta
associada a uma variedade de doengas incluindo algumas formas de neuropatias, surdez

hereditaria, catarata, doencgas de pele e do coragdo e cancer (Saez et al., 2003).

4.1 — Regulacio do acoplamento da jun¢ido comunicante

O grau de acoplamento intercelular ¢ modulado pelo nimero de canais presentes
na membrana e por seus estados funcionais. A disponibilidade dos canais pode ser
regulada pela quantidade de proteinas sintetizadas pelo reticulo endoplasmatico (RE) e
por seu sistema de qualidade, que verifica se as proteinas que saem do RE estdo
corretamente montadas. No complexo de Golgi, proteinas podem ser transportadas para
a membrana ou redirecionadas aos lisossomos. E, ainda, as proteinas ja presentes na
membrana podem ser selecionadas para serem endocitadas, sendo posteriormente
destinadas a degradagdo ou a retornar para a membrana (Hervé et al., 2004) (figura 10).

As conexinas, assim como outras proteinas transmembrana, sdo sintetizadas nos
ribossomos do RE, podendo ou ndo passar pelo complexo de Golgi antes de chegar a
membrana. Cada subunidade ¢ formada por quatro dominios transmembrana e a
organizagdo de sua estrutura ¢ atingida durante a integracdo na membrana do RE. A
formagao do canal acontece apos a interagdo das subunidades prontas. As combinagdes
possiveis excedem muito o niimero real de diferentes subtipos de canais normalmente
montados, sugerindo a existéncia de uma regulacdo na montagem das subunidades. De
fato, a interagdo entre as isoformas ¢ seletiva, de forma que a existéncia de seqiiéncias
sinal na cadeia polipeptidica permite a interagdo de conexinas compativeis. Esta

montagem pode ocorrer tanto no RE quanto no complexo de Golgi, sendo necessaria
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para a translocacdo do canal a membrana. Isto ocorre por difusdo, em casos de
proximidade das membranas, ou através de vesiculas transportadas ao longo de
microticulos e filamentos de actina (Segretain & Falk, 2004) (figura 10).

O conexon pode se mover lateralmente no plano da membrana, e por afinidade,
permanecer proximo de outros conexons como acontece nas areas de placas de jungdes
comunicantes, regides especializadas que contém centenas de canais (Segretain & Falk,
2004). Canais recém sintetizados sdo adicionados sozinhos ou em pequenos grupos nas
regides terminais da placa, ja canais mais antigos do centro sdo retirados. A meia-vida
das conexinas varia de 1 a 5 horas e a degradacdo ¢ um processo complexo, pois, em
condi¢des fisioldgicas, uma vez formado, o canal ndo pode ser mais dividido em dois
hemicanais. O canal inteiro deve sofrer invaginagao e ser transportado em vesicula para
o citosol a espera de ser degradado, ou até mesmo retornar a membrana como forma de
reciclagem. Apds internalizacdo de forma isolada ou em grupo (formagdo de jungdes
anulares), os canais podem sofrer degradagdo por proteassoma e lisossomos,
respectivamente (Segretain & Falk, 2004) (figura 10).

Como ja& mencionado, o estado funcional dos canais ¢ uma particularidade
determinante no acoplamento. A passagem de moléculas através das jungdes
comunicantes ¢ regulada por mudangas especificas na voltagem transjuncional (V;) e na
composi¢ao idnica do citosol, por eventos de fosforilagcdo e ainda pelas interagdes com
outras moléculas (Bukauskas & Verselis, 2004).

Jungdes comunicantes possuem algumas propriedades comuns aos canais
i0nicos, entre elas a de alterar a condutancia frente a variacdes na voltagem. Apesar de
apresentarem pouca ou nenhuma sensibilidade a voltagem transmembrana (Vy,),
possuem algum grau de sensibilidade a V; que pode variar entre as conexinas, de modo
a conferir um padrao de condutancia relacionada a voltagem para cada tipo de jungdo

(Bukauskas & Verselis, 2004).
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Figura 10. Modelo esquematico representando o ciclo de vida de uma conexina. A sintese
da cadeia polipeptidica das conexinas ocorre no reticulo endoplasmatico, podendo ou nao passar
pelo complexo de Golgi. Essas organelas também sdo os sitios de oligomerizag@o e formagéo de
conexons. As proteinas formadas incorretamente sofrem degradacdo em proteassomas, enquanto
que os conexons viaveis sdo destinados a membrana através de vesiculas de transporte, processo
que pode ser facilitado por microtubulos. Proteinas de adesao e proteinas ligadoras de conexinas
parecem ter um papel na disposi¢cdo correta dos canais, que tendem a se aglomerar e formar a
placa juncional. Pela extremidade, conexons novos sdo inseridos, enquanto que os canais
centrais eventualmente perdem a funcdo e sdo internalizados em estruturas formadas por
bicamadas lipidicas oriundas da membrana, chamadas de jungdes anulares. Posteriormente,
estes sofrem degradacdo por proteassomas e/ou lisossomas, sendo a meia-vida de uma conexina
inferior a 5 horas. Adaptado de Laird, 2005.

O aumento da concentragio de Ca”" intracelular, principalmente por entrada a
partir do meio externo, estd associado a diminuicdo da condutancia das juncdes em
células de acinos pancredticos. Baixas concentracdes de acetilcolina (100nM), o
suficiente para causar somente liberagio parcial de Ca>" dos estoques intracelulares, nio
afeta o acoplamento, enquanto concentragdes mais elevadas (1uM) induzem entrada de
Ca™ e desacoplamento das células (Peracchia, 2004). Além disto, frente a uma

acidificagdo do citosol, a condutancia dos canais diminui. Este processo pode existir
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através de um sinergismo entre Ca’" ¢ H' na reducio da conducio, ou ainda que o Ca”"
possa mediar o desacoplamento observado durante a mudanga no pH. Em situagdes em
que ocorre somente acidose, o acoplamento ¢ reduzido em 10%, enquanto que acidose
simultdnea ao aumento da concentracdo de Ca”" intracelular diminui a conducdo em
78% (Peracchia, 2004).

Em termos de regulacdo, a resposta das jungdes comunicantes a fosforilacao
parece ser mais relevante. Existem muitos alvos para diferentes kinases na regido C
terminal das conexinas, sendo que, dependendo do sitio de fosforilagdo, ocorre a
indugdo de fendmenos variados, incluindo abertura ou fechamento, inser¢ao ou retirada
da membrana e a degradagao do canal (Sosinsky & Nicholson, 2005).

A condutancia de cada canal pode ser afetada pelo grau de fosforilacdo das
conexinas da célula, que na maioria dos casos favorece e estabiliza a passagem de
moléculas pelo canal. Algumas jungdes, entre elas as compostas por conexina43 (Cx43),
chegam a apresentar pelo menos trés estagios de conducdo diferentes. Para ndo causar
variagdes no ambiente intracelular ¢ esperado que a maioria dos conexons esteja no
estado fechado assim que s3o inseridos na membrana. Neste caso, os eventos de
fosforilagdo que ocorrem nas organelas, durante a sintese das conexinas, devem
corresponder a um processo necessario para manté-los fechados. Neste caso, a fungdo
da fosforilagdo seria aumentar a probabilidade de fechamento dos canais. Conexons nao
justapostos de uma célula encontram-se fechados, mas, ao interagirem com os de uma
célula adjacente, se abrem e este processo pode ser novamente favorecido por
fosforilagdo (Moreno, 2005).

A maioria das conexinas se encontra fosforilada in vivo, principalmente em
residuos serina e em menor propor¢do em residuos treonina e tirosina. A Cx43 ¢ uma
das mais expressas ¢ aparentemente ¢ necessario um nivel basal de fosforilagdo em, no

minimo, cinco sitios serina para a montagem e fun¢do das jungdes comunicantes (Solan
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& Lampe, 2005). Estudos tém demonstrado a participagao de fatores de crescimento,
hormonios ¢ mediadores inflamatérios na regulagdo da comunicacgao juncional através
de fosforilagao (Warn-Cramer & Lau, 2004). Em células tumorais originadas da mama,
assim como em outros tipos celulares, agentes que elevam a concentracao intracelular
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) aumentam a comunicagdo intercelular, por
estimular a sintese de Cx43 fosforilada e/ou aumento do trafego de conexons para a
membrana. O aumento do nimero de jungdes formadas induzido por AMPc parece ser
mediado pela ativagdo de proteina cinase A (PKA) (Solan & Lampe, 2005).

As placas juncionais sdo compostas de conexinas fosforiladas e outras ndo
fosforiladas, enquanto as jung¢des anulares contém principalmente proteinas fosforiladas.
Estudos demonstraram que as isoformas fosforiladas de Cx43 t€m essencialmente a
mesma meia-vida que as ndo fosforiladas, sugerindo que eventos de fosforilagdo de
Cx43 ndo alteram drasticamente o tempo de turnover da proteina (Laird, 2005). Em
geral, a fosforilagdo de conexinas ndo ¢ um pré-requisito genérico para as proteinas
serem marcadas para degradagdo como evidenciado pelo fato da Cx26 ndo sofrer
fosforilagdo e ainda apresentar uma curta meia-vida. Apesar de grandes mudangas na
degradagdo de conexinas ndo estarem associadas a seu grau de fosforilagdo, a cinética
de degradacao para algumas isoformas e para mutantes em sitios de fosforilagdo nao sao
idénticas, levando a possibilidade de que o estado de fosforilagdo possa ter um papel no
refinamento da taxa de degradacao (Laird, 2005).

Além disso, o grau de fosforilacdo pode afetar ainda a estabilidade e regular a
degradagdo protéica por lisossomos e proteassomas das jungdes internalizadas em
vesiculas anulares e endossomais, respectivamente. Outro aspecto importante na
regulacdo da fosforilacdo de conexinas ¢ a ativagdo de proteinas fosfatases, as quais
defosforilam as proteinas de forma a terminar a acdo das kinases. Portanto, as fosfatases

podem participar da regulacdo dos mesmos processos que as kinases, abertura ou
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fechamento, inser¢ao ou retirada da membrana e degradacao do canal (Warn-Cramer &
Lau, 2004).

Além de todos os resultados sugerirem que a fosforilagao direta dos canais altera
sua fung¢do, ¢ importante lembrar que estes interagem com outras proteinas adjacentes a
membrana e formam aglomerados cuja interagdo proteina-proteina pode ser afetada por
fosforilagdo. Desta maneira também podem sofrer mudancas na permeabilidade e
atividade do canal (Moreno, 2005). Um exemplo disto € a interacdo com as proteinas de
ancoramento, as quais conectam as conexinas a elementos do citoesqueleto, como os
filamentos de actina, microtibulos e filamentos intermediarios, para formar estruturas
complexas ordenadas espacialmente (Segretain & Falk, 2004).

Existe um grande aumento da eficiéncia na cinética da reacdo quando uma
enzima esta localizada no mesmo ambiente que seu substrato, necessitando de pouca
difusdo. Jungdes aderentes e desmossomas estdo dispostas muito proximas das placas
juncionais nos discos intercalares, podendo desempenhar um papel na limitagdo da
movimentagdo dos canais para outras regides da membrana. Da mesma forma, a
caveolina-1, proteina estrutural presente em microdominios ricos em colesterol e
esfingolipideos, co-localiza com a Cx43. A presenga nesta regido especializada poderia
regular ndo so6 o transito, mas também a atividade das jungdes (Hervé et al., 2004).
Além disso, aparentemente, diferentes conexinas possuem suas preferéncias por certos
ambientes lipidicos e isto poderia estar envolvido na segregagdo de diferentes canais

(Segretain & Falk, 2004).

4.2 — Junches comunicantes no corac¢iao

No coragdo, as jungdes comunicantes sdo especialmente importantes, pois ¢

através delas que ocorre a passagem de corrente entre os miocitos. Cada tipo celular
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presente no coragdo possui um padrao de expressdo de conexinas, que permite a
propagacdo coordenada do impulso elétrico e a contracdo seqiiencial das camaras
cardiacas. A Cx43 ¢ a mais expressa, sendo encontrada no atrio e no ventriculo de
varias espécies (Gourdie et al., 1991). A conexina40 (Cx40) tem um padrio de
expressao mais restrito que a Cx43 no coragdao de mamiferos, e estd presente somente
no miocardio atrial (dependendo da espécie) e no sistema de condugao atrioventricular
(Hervé, 2004).

Os cardiomidcitos de trabalho do ventriculo sdo conectados por grupos de
jungdes compostas por Cx43 localizadas principalmente nos discos intercalares. Ja os
cardiomidcitos atriais sdo células menores e mais alongadas, contendo discos
intercalares também menores ¢ menos elaborados compostos, principalmente, de Cx40,
podendo haver co-localizagdo com Cx43 nas mesmas placas juncionais. A Cx40 ndo ¢
expressa no ventriculo, e a conexina45 (Cx45) ¢ encontrada tanto em atrio quanto em
ventriculo, sendo que, neste ultimo, a expressdo ¢ menor (Severs et al., 2004).

Os cardiomidcitos responsaveis por gerar ¢ conduzir o impulso s3o
morfologicamente distintos das células atriais e ventriculares. Os midcitos do nodo
sinoatrial, sitio de geragdo do impulso, e os miocitos do nodo atrioventricular, sitio em
que a velocidade do impulso é diminuida antes de ser direcionada aos ventriculos, sdo
equipados com poucas e dispersas jungdes comunicantes constituidas principalmente
por Cx45, uma conexina que forma canais de baixa condug@o in vitro. A propriedade de
baixo acoplamento esta relacionada com a diminui¢do da condugdo da area e assim
permite a contragdo seqiiencial dos atrios ¢ dos ventriculos (Severs et al., 2004).

Os cardiomiodcitos do sistema de condug¢do His-Purkinje na maioria dos
mamiferos expressa além da Cx45, a Cx40, cujos canais possuem caracteristica de alta
conducdo. Elas formam grandes e abundantes jungdes comunicantes que estio

associadas a propriedade de condug¢do rapida das fibras deste sistema, o que facilita a
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distribuicao rapida do impulso para todas as células de trabalho do miocardio
ventricular (Severs, et al., 2004).

Alteragdes na organizagdo € na expressao das jung¢des comunicantes podem
desencadear mudancgas na condug¢do e na contracao das células cardiacas, e, assim, estar
associadas ao desenvolvimento de algumas doengas cardiacas. As células que
circundam a cicatriz do infarto, em ventriculo de pacientes que sofreram isquemia,
expressam Cx43 em menor quantidade e de forma anormal, aparecendo nas superficies
laterais em detrimento a disposi¢do polar dos discos intercalares. Uma lateralizagdo
aparentemente similar ¢ encontrada nos ventriculos direito e esquerdo hipertrofiados de
ratos (Severs et al., 2004). Algumas doengas, entre clas as doengas isquémicas, podem
evoluir para faléncia cardiaca, situagdo em que se observa além da diminui¢do da Cx43,
um aumento dos transcritos de Cx40 (Dupont et al., 2001b). Acredita-se que isto seria
um tipo de resposta compensatoria que poderia melhorar a despolarizagdo do tecido de
conducgdo frente ao declinio da expressdo de Cx43, mas também poderia levar a
heterogeneidade da propagacdo do impulso entre regides adjacentes do miocardio,
aumentando a susceptibilidade a arritmias. O mesmo pode ocorrer no atrio frente a
expressao atipica da Cx40 (Severs et al., 2004).

Novas oportunidades para a investigagdo do papel das conexinas cardiacas
apareceram com o desenvolvimento de animais transgénicos em que a expressao de uma
conexina especifica foi abolida. No entanto, alguns modelos sdo limitados pelo fato de
algumas conexinas serem essenciais durante o desenvolvimento. O primeiro modelo de
camundongo knockout demonstrou que a auséncia de Cx43 era compativel durante a
vida embrionaria, porém o animal morria logo ap6s o nascimento devido a obstrugdo da
artéria pulmonar, uma anormalidade adquirida no desenvolvimento resultante da
migracdo incorreta de células da crista neural (Sullivan et al., 1998). Outro estudo

mostrou os efeitos da falta da Cx43 nos cardiomidcitos apds o nascimento em animais
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knockout para Cx43 somente no coragdo (Gustein et al., 2001). Os camundongos
apresentaram redugdo da velocidade de condugdo ventricular e arritmia ventricular
espontanea, letal com dois meses de idade, indicando que a Cx43 seria mais essencial
para a funcdo do ventriculo maduro do que para o neonato, no qual pequenas
quantidades de Cx45 ainda presentes seriam aparentemente capazes de manter a
propagacao do impulso (Gustein et al., 2001).

O animal knockout para Cx45 ndo sobrevive apds o décimo dia de vida
embrionaria, demonstrando que a expressdo desta conexina ¢ vital durante o
desenvolvimento (Kriiger et al., 2000). Ja o knockout para a Cx40 é compativel com a
vida, mas apresentou diminui¢do da velocidade do impulso elétrico através do sistema
de condugio atrioventricular (Simon et al., 1998; Kirchhoff et al., 1998). A capacidade
residual do sistema His-Purkinje de suportar a conducdo na auséncia da Cx40 foi
atribuida a presenca da Cx45.

Camundongos knockouts heterozigotos para a expressio da Cx43 (Cx43")
apresentam diminuicdo de 38% na velocidade de conducdo ventricular, enquanto
nenhuma altera¢do foi observada na propagagdo elétrica atrial. Isto indica que a Cx43
possui um importante papel na condugdo intercelular de corrente nos midcitos
ventriculares, ¢ que, no atrio, a presenga da Cx40 seria capaz de prevenir o
desenvolvimento de um fenétipo de condugdo alterado, mesmo quando a expressdo da
Cx43 esta reduzida a metade (Thomas et al., 1998). Portanto, as jungdes formadas pela
Cx40 parecem ser as principais responsaveis pela condugao elétrica no atrio.

A importancia da Cx40 na regulacdo e na coordenagdo da contragdo cardiaca foi
confirmada a partir da utilizacio de camundongos knockouts em conexina40 (Cx407).
Dois trabalhos publicados em 1998 avaliaram alguns parametros eletrocardiograficos
desses animais (Simon et al., 1998; Kirchhoff et al., 1998). Em ambos os estudos,

quando comparados com animais selvagens, camundongos knockouts para Cx40
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apresentavam mudangas na velocidade de conducao atrioventricular. O intervalo PR
(correspondente ao tempo entre o inicio da despolarizacdo atrial e inicio da
despolariza¢ao ventricular) foi, em média, 21% mais longo nos knockouts que nos
animais selvagens ou heterozigotos. Mais tarde, Verheule e colaboradores, em 1999,
descreveram que em camundongos Cx40” a conducdo do impulso elétrico se
encontrava alterada ndo s6 no sistema de condugdo atrioventricular, mas também no
atrio, mostrando uma velocidade de condugdo reduzida em aproximadamente 30% nos

animais transgénicos quando comparados aos selvagens.

4.3 — Regulagao da condutincia e da expressdo da Cx40 no coraciio

Ainda pouco se sabe sobre a regulagdo da Cx40 no coragdo, alguns poucos
trabalhos descrevem, em niveis moleculares, meios de regulacdo da condutincia do
canal composto por Cx40. Um estudo, utilizando cultura de células, demonstrou
aumento da condutincia das jungdes compostas por Cx40 apos fosforilagdo por PKA
(van Rijen et al., 2000). Além do sitio de fosforilagdo para PKA, a Cx40 também
apresenta em sua estrutura, sitios de fosforilagio para PKC e PKG. No entanto, a
relevancia deles para o controle da atividade do canal ainda ¢ desconhecida. Além do
controle por fosforilagdo, a defosforilagdo da Cx40 foi associada a condugdo atrial
defeituosa em camundongos que superexpressam RTEF-1 (transcription enhancer
factor-1 — related factor) no coragdo. Este fator, por sua vez, aumenta a expressao da
proteina fosfatase 1 (PP1 B), o que resulta na defosforilacdo das conexinas cardiacas,
diminui¢do da condu¢do e arritmias (Chen et al., 2004). De forma similar ao animal
knockout para Cx40, o camundongo que superexpressa RTEF-1 apresenta

prolongamento do intervalo PR e arritmias atriais.



-37 -

Outros estudos, em sua maioria realizados com células isoladas de ventriculo de
rato, demonstram a atuagdo, ou a aparente ndo participagdo, de alguns fatores na
regulacdo da expressdo da Cx40. A estimulacio das células com diferentes
concentragdes de agonistas a- ¢ f-adrenérgicos nao foi capaz de alterar a expressao da
Cx40 (Salameh et al., 2006), e da mesma forma, concentragdes variadas de Endotelina-
1 (ET-1) e Angiotensina II (ANGII) ndo alteram a expressdao de Cx40 (Polontchouk et
al., 2002). No entanto, a participagdo de outros fatores do sistema renina-angiotensina
(RAS) nao pode ser excluida. Animais que superexpressam no coragdo a enzima
conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA2), enzima conversora de angiotensina I
(ANGI) em angiotensina 1-7, apresentaram problemas de condugao, distirbios de ritmo,
taquicardia ventricular sustentada e alta incidéncia de morte subita, provocados, pelo
menos em parte, pela diminuicdo da expressdo das proteinas juncionais Cx40 e Cx43
(Donoghue et al., 2003). No entanto, ndo se sabe se esse fendtipo ¢ devido ao aumento
dos niveis de angiotensina 1-7 ou pela diminui¢do dos niveis de ANGII, ja que haveria
menos ANGI disponivel para a conversao em ANGII.

Uma condi¢do em que se observa aumento da expressdo da Cx40 ¢ a fibrilacao
atrial, em pacientes e em modelo de rato induzido a ritmo cardiaco ndo sinusal
(Polontchouk et al., 2001). Alguns tipos de fibrilagdo atrial estdo associados a um
quadro inflamatério, na presenca de citocinas inflamatoérias, entre eles o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a)). Um estudo demonstrou a importancia deste fator na regulacdo da
Cx40, ao utilizar um modelo transgénico que superexpressa TNF-a somente no coragao.
Os animais apresentaram diminuicdo da expressdo da Cx40, fato que explica, pelo
menos em parte, as anormalidades nas condugdes atrial e ventricular e arritmias atriais
(Sawaya et al., 2007).

Além disso, sabe-se que a expressao da Cx40 pode ser temporal e espacialmente

regulada através da interacdo de fatores transcricionais com seqiiéncias especificas de
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DNA presentes na regido regulatoria dos genes. A comparagao dos genomas de humano
e camundongo pré-processados permitiu a identificagdo de seqiliéncias conservadas
entre as espécies, entre elas, as regides responsaveis por direcionar a atividade
promotora da Cx40 (Teunissen & Bierhuizen, 2004).

Linhagens celulares de cardiomiocitos e musculo liso tém sido usadas no estudo
da regido promotora da Cx40, com o objetivo de identificar quais fatores sdo capazes de
modular a expressdo gé€nica. Foi identificada uma seqiiéncia que pode corresponder a
um elemento negativo, cuja funcdo ¢ reprimir fortemente a atividade promotora, no
entanto, os fatores transcricionais que com ele interagem sdo desconhecidos (Seul et al.,
1997). Também foi verificada a existéncia de cinco sitios Sp1/Sp3 na regido promotora
da Cx40, que permitem igual intera¢do dos fatores Spl e Sp3 a fim de ativar a regido
promotora da Cx40 (Teunissen et al., 2002).

Trabalhos utilizando animais transgé€nicos identificaram outros fatores
estimuladores. Entre eles, o Hf-1b também chamado Sp4, demonstrado pela diminui¢ao
da expressao de Cx40 e localizagdo incorreta dos canais por ela formados no modelo
animal deficiente na expressdo do fator Sp4 (Nguyén-Tran et al., 2000). E ainda,
animais que apresentam a superexpressao de um mutante de Nkx2.5 ou a expressdo em
heterozigose de Tbx5 possuem reducdo dos niveis de RNAm e proteina de Cx40
(Kasahara et al., 2001; Bruneau et al., 2001). Estes fatores transcricionais podem atuar
sozinhos ou sinergicamente de modo a ativar o promotor da Cx40 (Bruneau et al.,
2001). Além disso, o sitio no DNA para interacdo do fator ativador Tbx5 também
permite a interagdo de outros fatores ativadores e inibidores da mesma familia, como o
fator transcricional inibidor Tbx2 expresso no corac¢ao (Teunissen & Bierhuizen, 2004).

Os fatores transcricionais Spl e Sp3 sdo ubiquamente expressos em diversos
tipos celulares de mamiferos, e assim, juntamente ao complexo RNA polimerase, devem

prover a expressdo basal da Cx40 nesses tipos celulares (Bierhuizen et al., 2000). Ja
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Nkx2.5 e Tbx5 devem servir como ativadores da expressao da Cx40 no coracao, ja que
interferéncia na expressao desses fatores diminui os niveis da proteina Cx40 cardiaca
(Teunissen & Bierhuizen, 2004).

Em 2004, Linhares e colaboradores demonstraram que além de Nkx2.5 e TbxS5,
GATA4, um outro fator especifico de células musculares, se faz importante na
regulacdo da Cx40. A delecdo de porcdes da seqiiéncia correspondente a regido
promotora do gene da Cx40, permitiu a identificacdo dos elementos minimos para
atividade transcricional. Ensaios de co-transfeccdo demonstraram que, associados a
esses elementos minimos, os fatores NKx2.5 e GATA4 foram capazes ativar a
transcri¢do, ao passo que Tbx5 reprimiu.

As evidéncias existentes sugerem que a regulagdo da Cx40 ¢ um processo
complexo e preciso, dependente de diversos fatores, cuja caracterizagao ainda demanda

muitos estudos.

5 — JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Sabe-se que a propagagdo do impulso elétrico entre as células miocardicas atriais
¢ dependente da expressdo e funcionamento corretos da proteina Cx40. E também bem
definida a influéncia do HT em controlar a velocidade de condugdo do impulso elétrico.
Almeida e colaboradores (2009) demonstraram, pela primeira vez, a associacdo entre
estes dois fendmenos. A diminuicao da velocidade de condugdo atrial (prolongamento
da onda P) observada nos animais KS (figura 11), modelo de hipotireoidismo cardiaco
seletivo, se mostrou associada a diminuicao da expressdo do RNA mensageiro (RNAm)
da Cx40 no atrio (figura 12), enquanto que a expressio do RNAm da Cx43 estava
inalterada. O fato dos animais KS, que apresentam uma superexpressao da isoforma do

TR mutado, possuirem esta etapa transcricional suprimida, nos permite concluir que o
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HT, atuando pelos TRs, esta envolvido na regulagcdo do gene da Cx40 no atrio. Assim, ¢
necessario estudar melhor, primeiramente, a regulagao da expressao da Cx40 atrial pelo
HT, assim como, mais especificamente, a participagdo das isoformas de TR nesta
regulacgao.

Primeiramente, devemos observar se o padrdo de expressaio do RNAm das
conexinas atriais ¢ refletido na produ¢ao da proteina Cx40 nos animais que expressam a

mutacdo TRP KS A337T. E, assim, saber se, através da acdo direta dos receptores

nucleares, o HT regula a expressdo protéica da Cx40 diretamente no tecido atrial.

Além disso, ndo podemos deixar de comparar este animal transgénico, um
modelo caracteristico de hipotireoidismo cardiaco seletivo, a um animal induzido a
condicdes de hipotireoidismo e hipetireoidismo sistémico. Desta forma, saberemos se os
efeitos do HT em outros alvos além do coragdo, no sistema vascular, por exemplo,

poderiam também participar da regulacao da expressao destas proteinas.
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Figura 11. Registro eletrocardiografico de animais nio anestesiados. (A) Animais selvagens (Wt) e
(B) KS. Os intervalos do ECG, com excegdo do complexo QRS, se encontram prolongados no animal KS.
Notar varia¢do da onda P. Wt 10ms + 0,6 (n=7); KS 19ms + 0,8 (n=8), p<0,05 (Almeida et al., 2009).
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Figura 12. Expressio do RNAm das conexinas 40 e 43 no atrio e da conexina 43 no ventriculo de
camundongos selvagens e transgénicos eutireoideos. (A) Gel de agarose 1,5% representativo do PCR
utilizando iniciadores para Cx40 e GAPDH no atrio. (B) Grafico da média da razio dos valores
densitométricos Cx40/GAPDH relativo ao WT no atrio. (C) Gel de agarose 1,5% representativo do PCR
utilizando iniciadores para Cx43 e GAPDH no atrio. (D) Grafico da média da razio dos valores
densitométricos Cx43/GAPDH relativo ao WT no atrio. WT n=7; KS n=6. Os valores representam a
média terro-padrdo, *p < 0,05 (Adaptado de Almeida et al., 2009).
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Outra estratégia interessante ¢ a observagao da expressio da Cx40 em outro
modelo disponivel no nosso laboratorio, o camundongo que expressa a mutagdo TRf3

A337T introduzida na linhagem germinativa por recombina¢do homodloga, o que faz a
isoforma mutada ser expressa em substituicdo a normal. A isoforma TR é considerada

a principal responsavel pelo controle do feedback hormonal na hipéfise e no hipotalamo

(Weiss et al., 1997; Abel et al., 2001). Por isso, nos animais TR KI A337T, a inibigdo

da secre¢do de TSH e TRH pelo HT estd prejudicada, de forma que animais
heterozigotos e homozigotos para esta mutacdo apresentam aumento, em graus distintos,
de TSH, T4 e Ts livres e totais séricos, caracterizando um modelo de Sindrome de
Resisténcia a Hormdnio Tireoideano. Os animais heterozigotos apresentam TSH sérico
levemente aumentado apesar dos niveis elevados de T; e T4 livres, enquanto que os
homozigotos apresentam concentragdes extremamente elevadas de TSH sérico, T4 e T3
livres e totais, indicando regulagdo anormal do eixo hipotalamo-hipodfise-tiredide

(Hashimoto et al., 2001).

Pelo fato da mutacao ser seletiva aos cardiomiocitos, o modelo TR KS A337T

ndo apresenta altera¢des no feedback hormonal do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide e,

portanto, possuem concentragdo sérica de HT normal.

Portanto, enquanto o modelo KS apresenta hiperexpressdo do mutante de TR
em todos os cardiomidcitos (afetando a sinalizagdo do TRP e do TRo) e concentragdo

dos hormdnios tireoideanos normais; o modelo KI tem expressdo do mutante em todas
as suas células e de forma semelhante ao TRP enddgeno, que ¢ baixa e restrita no
coracdo, no entanto apresenta altas concentragdes de hormoénio tireoideano na
circulagdo. Portanto, comparando os dois modelos, poderemos ter indicagdes da
importancia relativa das duas isoformas de TR presentes no coracdo na mediacdo dos
efeitos dos HTs sobre a regulacdo da conexina40. Se o fendtipo dos dois modelos for

semelhante, teremos uma indicagdo da importancia da isoforma TR na regulacao.
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Além da andlise no estado basal, em que existe uma enorme diferenca das
concentragdes hormonais séricas entre os genoétipos, a expressao protéica da Cx40 nos
animais KI também sera avaliada apds indugdo de hipotireoidismo e hipotireoidismo
acrescido de doses de Ts. Estas tltimas condigdes visam igualar a concentragao sérica
de HT entre os gendtipos e, desta forma, permitem a comparagdo entre eles, ressaltando

a importancia do mutante.
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OBJETIVO

= Estudar o papel dos hormonios tireoideanos na regulacdo da expressdo protéica da
conexina40, e melhor entender a influéncia das isoformas a e 3 de receptores para

horménio tireoideano nesta regulagao.

» Avaliar a expressao da conexina40 no atrio dos seguintes modelos animais:

e Hipotireoideo cardiaco seletivo, transgénicos TR KS A337T, animais
que superexpressam a isoforma TR mutada exclusivamente no
coragao;

e Hipotireoideo sistémico, modelo de inducdo farmacologica de
hipotireoidismo em animais selvagens por adi¢do da droga propil-
tiouracil (PTU) na ragao;

e Hipertireoideo sistémico, animais selvagens submetidos a injegdes
subcutaneas diarias de Tj3;

e Transgénicos TR KI A337T, animais que expressam isoforma TR[3
mutada em todos os tecidos do organismo, por recombinacio
homodloga;

e Animais TRB KI A337T submetidos ao hipotireoidismo e ao
hipotireoidismo associado a injecdes diarias de Ts;, condigdes que

visam igualar a concentragdo sérica de HT entre os genotipos.
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MATERIAIS E METODOS

1- ANIMAIS

Todos os camundongos utilizados neste trabalho foram acondicionados em
ambiente com temperatura constante de 24°C, com dieta e agua ad libitum, ¢ expostos a
um ciclo temporal regulado (dia e noite de 12 horas cada um, com luzes acesas a partir
das 7 horas da manhd). A manuten¢do dos animais em biotério, bem como os
procedimentos realizados com os mesmos, foram aprovados pela Comissdao de
Avaliagao da Utilizagdo de Animais em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
UFRJ (CAUAP/UFR]J) pelo Comité de Bioseguranga do IBCCF.

Foram utilizados camundongos machos selvagens (Wt) e transgénicos (KS) para
a mutacao TRPB KS A337T, machos selvagens submetidos ao hipo- e hipertireoidismo, e
camundongos machos e fémeas selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos
(Homo) para a mutacdo TRP KI A337T. Todos os animais tinham entre 2 ¢ 3 meses de

idade no inicio do tratamento.

1.1- Linhagens de animais TR} KS A337T e animais TR KI A337T

Esses animais foram gerados no Laboratorio do Dr. Wondisford, no
Departamento de Endocrinologia, do Beth Israel Medical Deaconess — Harvard
Medical School, com a participagdo do nosso grupo (Pazos-Moura et al., 2000;
Hashimoto et al., 2001). A mutagdo A337T no TR, encontrada em pacientes com
Sindrome de Resisténcia a Hormonios Tireoideanos, da familia Kindred S, foi utilizada
na constru¢do dos animais transgénicos. Nessa mutacdo ocorre a delecdo dos

nucleotideos CAC na posi¢ao 1295-1297, resultando na perda do aminoécido treonina
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na posi¢do 337 na regido do gene que codifica a area de ligagdo do hormdnio
tircoideano no receptor (Pazos-Moura et al., 2000). Entdo, este receptor mutado ¢é
incapaz de se ligar aos hormonios tireoideanos, mas consegue interagir com o0s
elementos responsivos a hormonio tireoideano encontrados na regido promotora de
genes alvo (Hashimoto et al., 2001), exercendo efeito dominante negativo sobre as

isoformas de TR normais.

O promotor murino da cadeia pesada da miosina tipo o (a-MHC) foi usado para
direcionar a expressdo seletiva do transgene TR KS A337T aos cardiomidcitos. Assim,

essa linhagem de animais superexpressa o receptor para hormonio tireoideano (TR)
mutado exclusivamente no coracdo, apresentando um fenotipo hipotireoideo cardiaco
seletivo independente das concentragdes séricas de hormonio tireoideano (Pazos-Moura
etal., 2000).

Na linhagem TR KI A337T, o transgene foi introduzido no lécus do gene TR
utilizando recombinacdo homologa. Portanto, os animais homozigotos expressam
somente a isoforma mutada em substituicdo a normal. Além disso, os animais
apresentam concentragdo sérica elevada dos hormoénios Ti;, T4 e TSH, devido a

deficiéncia no feedback negativo na hipéfise e no hipotalamo, dependente de TR.
As linhagens foram mantidas em heterozigose, sendo os animais TR} KS A337T
genotipados por Southern blot e os TRB KI A337T, por reagdo em cadeia da polimerase

(PCR).
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1.2- Genotipagem dos animais TR KS A337T

Os animais da linhagem TR KS A337T sdo genotipados utilizando a técnica

Southern blot, em que aproximadamente 1cm da cauda de cada animal serve como fonte
para isolamento de DNA. Este material ¢ incubado em uma solu¢do contendo 200ug/mL
de proteinase K (PROMEGA), SDS 10%, NaCl 150mM, citrato de s6dio 15mM, Tris-
HCI1 500mM EDTA ImM, pH 7,5, durante um periodo de 18 horas a 37°C. Apds a
digestdo, o material é centrifugado a 16.110xg durante 15 minutos, ao sobrenadante ¢
adicionado um volume igual de fenol:cloroférmio:isoamil (25:24:1), e este foi
centrifugado por mais 10 minutos. A fase aquosa ¢ coletada e acrescida de 450uL de
isopropanol. Apods nova centrifugacdo de 15 minutos, o sobrenadante ¢ descartado e o
DNA solubilizado em agua destilada autoclavada.

As amostras sdo quantificadas por espectrofotometria a 260nm (Sambrook et al.,

1989). Em seguida, aproximadamente 10ug de DNA genomico de cada amostra sdo
utilizado para rea¢do com a enzima de restrigdo Bgl Il (GIBCO), a 37°C, por 18 horas,
para a liberagdo do fragmento de interesse, o qual estd presente somente no animal
mutante e corresponde a parte da constru¢do do TRP mutado acoplada a regido
promotora da a-MHC. Tal fragmento possui aproximadamente 2.4Kb e se encontra

flanqueado por dois sitios de corte da enzima Bgl Il. Assim, ap6s esta reagdo, somente
na amostra do animal TR KS A337T, o fragmento ¢ liberado.

Ap6s fracionamento do material oriundo da reacdo com enzima de restricdo em
eletroforese em gel de agarose 1%, o material do gel ¢ transferido, por capilaridade,
para uma membrana de nylon (Amersham) durante 24 horas em uma solugdo contendo

NaCl 0,4M e NaOH 0,6M. Apos a transferéncia, a membrana ¢ embebida por 20
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minutos em uma solu¢ao de neutralizacdo, e pré-hibridizada por 4 horas em tampao de
hibridizagdo Rapid Hyb Buffer (Amersham).

O fragmento de interesse ¢ reconhecido por uma sonda marcada com CTP-P*?,
utilizando Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen), de acordo com

instrugdes do fabricante. A sonda ¢ desnaturada por aquecimento a 95°C, durante 3

minutos, e adicionada ao tampdo de hibridizagdo juntamente com a membrana. A
hibridizagéo ¢ realizada por 18 horas a 65°C. Em seguida, a membrana é submetida a
duas lavagens na solu¢do de lavagem SSC 2X (NaCl 0,3M, citrato de so6dio 0,03M, pH
7,0), por 15 minutos cada lavagem, a temperatura ambiente. Outras duas lavagens sdo
realizadas em SSC 0,1X (NaCl 15mM, citrato de s6dio 1,5mM, pH 7,0), mais SDS 1%,
por 20 minutos, a 65°C (Pazos-Moura et al., 2000).

Finalmente, os hibridos sdao visualizados através de autoradiografia. Sao
visualizadas bandas somente nos slots correspondentes aos animais transgénicos, pois

somente eles possuem o fragmento de 2.4Kb (figura 13).

Figura 13. Autoradiografia da membrana hibridizada com sonda radioativa. 1- Animal
transgénico KS; 2- Controle positivo; 3- Controle negativo (animal Wt). As setas vermelhas
indicam bandas correspondentes ao fragmento de 2.4Kb presente somente nos animais KS.
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1.3- Genotipagem dos animais TR KI A337T

Os animais da linhagem TR KI A337T sdo genotipados utilizando a técnica de

reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em que aproximadamente 0,5cm da cauda de
cada animal serve como fonte de DNA. O segmento da cauda, apdés adicdo de 200uL
NaOH 0,2N, ¢ incubado a 75°C por 25 minutos, e depois ¢ agitado com uso de vortex
durante 15 segundos para destruir completamente os restos teciduais. Adiciona-se
800uL de Tris-HCI1 0,2N e as amostras sdo centrifugadas a 500xg por 1 minuto. Ao final
deste procedimento o DNA do animal se encontra disperso no sobrenadante e o
precipitado ¢ descartado.

A genotipagem ¢ realizada utilizando a técnica PCR, usando 100nM de
iniciadores especificos (tabela 1), 2mM de dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Promega, EUA),
1U da enzima Taq polimerase (Biotools, Espanha) e um tampao contendo Tris HCI

75mM (pH=9,0), MgCl, 2mM, KCI 50mM, (NH4),SO4 20mM (Biotools, Espanha).

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores especificos utilizados para a amplificacao do gene do
TRP no PCR de genotipagem dos animais TR KI A337T.

Iniciador Seqiiéncia

5’ Normal ATGGGGAAATGGCAGTGCAC

5’ Mutante ATGGGGAAATGGCAGTGGAC

3’ Comum AGCACACTCACCTGAAGACAT

O produto da amplificagdo de ambos os iniciadores ¢ uma banda de 180pb,
sendo necessario proceder a amplificacdo em duas reagdes, diferindo apenas no
acréscimo do iniciador normal em uma e do iniciador mutante na outra. Os parametros
de ciclagem foram os seguintes: apos desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos

seguiram-se 30 ciclos de 95°C por 45 segundos, 62°C por 45 segundos e¢ 72°C por 1
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minuto, ao final a reagdo foi mantida a 72°C por 7 minutos e resfriada em seguida a
8°C. ApoOs a amplificacdo das seqiiéncias do gene, as amostras sdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2% diluido em TAE 1X (Tris acetato 0,04M e EDTA
ImM) com brometo de etideo 0,8%, a 100V. As bandas sdo visualizadas em
transiluminador ultravioleta (figura 14).

As linhas 2, 3, 5, 6 ¢ 7 s0 apresentaram amplificagdo na reacdo que continha
iniciador WT sendo assim os animais s3o selvagens, na linha 1 s6 observou-se
amplificacdo utilizando-se o iniciador mutante, portanto o animal ¢ homozigoto para a
mutagdo, e por fim, quando existe amplificacdo em ambas as reagdes como ilustram as

linhas 4, 8, 9 e 10, os animais sao heterozigotos (figura 14).

- Iniciador
il normal
= = T I
Iniciador
= mutante

1 2 3 45 6 789 1011 PM

Figura 14. Foto representativa de um gel de agarose 2% apos eletroforese de amostras de
DNA submetidas PCR para genotipagem de animais da linhagem TRp KI A337T. 1-
Animal homozigoto; 2, 3, 5, 6, 7- Animais selvagens; 4, 8, 9- Animais heterozigotos; 10-
Controle positivo; 11- Controle negativo; 12- Padrdo de Peso Molecular Hi-Lo DNA Marker
(Minnesota Molecular, EUA).
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1.4- Inducido ao hipotireoidismo, hipertireoidismo e hipotireoidismo

acrescido de tratamento com T;

Camundongos machos selvagens com aproximadamente 3 meses de idade foram
submetidos a um quadro de hipotireoidismo sistémico, através da ingestdo de ragdo
contendo propil-tiouracil (PTU - Sigma) 0,15% durante 4 semanas (figura 15). Esta
droga inibe a sintese de hormonios tireoideanos, ja que bloqueia a atividade da enzima
tireoperoxidase, responsavel pela organificacdo do iodo, além de inibir a conversdo de
T4 a T; pela desiodase tipo 1.

Outro grupo de animais com a mesma idade recebeu inje¢des subcutineas

diarias de Ts (50ug para 100g de peso corporal — Sigma-Aldrich, EUA) durante 2

semanas a fim de induzir uma situacao de hipertireoidismo (figura 15).

Semanas de tratamento
(HIPER) } t »
1 2
T: (5001009 PC)
(HIPO) 4 t t »
0 1 2 3 4
PTU (0,15%)

Figura 15. Esquema ilustrativo do tratamento de induc¢io ao hipertireoidismo e
hipotireoidismo. Descri¢do no texto. (HIPER) Grupo hipertireoideo; (HIPO) Grupo hipotireoideo;
(PTU) propil-tiouracil; (T3) triiodotironina (PC) Peso corporal.

Além disso, outro tipo de tratamento foi efetuado com doses mais baixas de Ts

(0,2png, 0,5ug e 1,0pg corrigidas por 100g de peso corporal) para observar a resposta
dos animais homozigotos para a mutagdo TRP KI A337T a normalizacdo da
concentragdo sérica de T; aos niveis de um animal eutireoideo. Animais selvagens,
heterozigotos e homozigotos para a mutacdo KI foram submetidos a um quadro de

hipotireoidismo sistémico através do consumo de ra¢do contendo 0,15% de PTU
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(Sigma-Aldrich, EUA) e 0,05% de metimazol (MMI - Sigma-Aldrich, EUA) na dgua de
beber durante cinco semanas (figura 16).

ApoOs as cinco semanas de tratamento com PTU e MMI, um grupo de animais
passou a receber, além deste tratamento, injecdo subcutanea didria de T3 na dose de
0,21g/100g de peso corporal durante uma semana (grupo chamado de 1D). Da mesma
forma, outro grupo passou a receber inje¢des diarias subcutidneas de Ts; em doses
crescentes de 0,2pg, 0,5ug e 1,0pg corrigidas por 100g de peso corporal durante trés
semanas consecutivas, sendo cada dose administrada durante uma semana (grupo

chamado de 3D) (figura 16).

Dias de tratamento

(HIPO) =Y |
(D) ¢ } >
(3D) I : ' ' >
0 35 42 49 56
PTU 0,15% + MMI 0,05%
(Hipotireoidismo) 0.2ug 0.5ug 1,0pg
(Doses de Tj)

Figura 16. Esquema ilustrativo do tratamento de inducdo ao hipotireoidismo e hipotireoidismo
seguido de administracdo de T;. Descri¢do no texto. (HIPO) Grupo hipotireoideo; (1D) Grupo
hipotireoideo + 1 dose de T; [0,2ng/100g de peso corporal durante uma semana]; (3D) Grupo
hipotireoideo + 3 doses de T3 [0,2ug, 0,5ug e 1,0pg corrigidas por 100g de peso corporal durante
trés semanas consecutivas, uma em cada semana]; (PTU) propil-tiouracil; (MMI) metimazol; (T3)
triiodotironina.

1.5- Procedimentos Gerais

Os animais foram sacrificados em atmosfera de didoxido de carbono e, em
seguida decapitados. O sangue do tronco foi recolhido e submetido a centrifugacao de
800xg durante 15 minutos, sendo o soro armazenado para dosagem de T; ¢ TSH. A
partir dos coragdes excisados, os atrios e ventriculos sdo separados, pesados e

armazenados a —70°C. Neste trabalho, somente a expressao atrial foi analisada.
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2- DOSAGEM HORMONAL PELO METODO DE RADIOIMUNOENSAIO

As concentracgdes séricas de T; total e TSH sdo avaliadas por radioimunoensaio.
A técnica consiste em um ensaio de competicdo pela ligagdo ao anticorpo entre a
amostra (fria) e a molécula marcada radioativamente (tragador), seguido de precipitagdo
do complexo ligado (somente para o TSH) e posterior contagem da radioatividade em
contador gama.

Para a dosagem de T; foi utilizado o método de fase solida, através de kit

comercial (MP Biomedicals™ — California, Estados Unidos).

A dosagem de TSH foi feita pelo método de duplo anticorpo, sendo o ensaio
baseado em um protocolo padronizado em nosso laboratorio (Oliveira et al., 2006). Sdo
utilizados reagentes fornecidos pelo National Hormone Pituitary Program (NHPP -
Bethesda, Estados Unidos): TSH de camundongo purificado para a curva padrdo e
anticorpo produzido em cobaia contra TSH de camundongo (primeiro anticorpo). O
segundo anticorpo, especifico para imunoglobulina de cobaia foi obtido comercialmente
(Antibodies Incorporated, Estados Unidos).

A marcagio do TSH com '*I ¢ feita pela técnica de cloramina T (Sigma —
Missouri, Estados Unidos) (Chard, 1987). A purificagdo do TSH marcado ¢ feita em
cromatografia de gel de poliacrilamida (Biogel - P60 fino da Bio Rad — Califérnia,
Estados Unidos), ressuspenso em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,5.

O ensaio foi realizado em 100uL de tampao PBS - fosfato de s6dio 10 mM e

cloreto de sodio 140 mM, pH 7,0, contendo albumina 1,0%, EDTA 125 mM e soro

normal de cobaia 0,25%. Apos 2 horas de incubacdo de 100uL da amostra ou padrdo

com o primeiro anticorpo (na dilui¢do final de 1:300.000) foi adicionado o TSH

marcado radioativamente. Apos 21 horas de incubagdo a temperatura ambiente,
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adicionou-se o segundo anticorpo (na diluicdo final de 1:80) juntamente com
polietilenoglicol 5%. Trés horas apods esta incubacdo a temperatura ambiente os tubos

foram centrifugados a 1700xg por 30 minutos a 4° C. O sobrenadante foi desprezado e a

radioatividade do precipitado medida em um cintilador de fase sélida.

Os valores hormonais de T; e TSH estdo expressos como média + erro padrao da
média em ng/dL e ng/mL, respectivamente (em anexo - na pagina 93). O coeficiente de
variagdo intra-ensaio foi menor do que 7,2% em todos os ensaios e todas as amostras

comparadas foram avaliadas em um mesmo ensaio.

3- ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DA CONEXINA40 UTILIZANDO A

TECNICA WESTERN BLOTTING

Para analisar a expressao protéica ¢ utilizado um protocolo adaptado do descrito
por Tolmachov e colaboradores, em 2006. Os atrios sdo submetidos a um
processamento para extragdo de proteina total, no qual os tecidos sao homogeneizados
em 100ul de tampao de lise pH 6,4 (Hepes SO0mM, MgCl, ImM, EDTA 10nM, Triton X
1%), contendo coquetel de inibidores de proteases Complete (Roche Applied Science —
Mannheim, Alemanha). A concentracdo protéica de cada amostra ¢ dosada pelo método

de Bradford (1976). Sao utilizados 30ug do extrato total de atrio e 40ug do extrato de

ventriculo para fracionamento em gel de poliacrilamida 12%. Apds a eletroforese, as
amostras sdo transferidas para uma membrana PVDF (Polyvinylidene Difluoride) (Bio
Rad — California, Estados Unidos), em sistema umido (Bio Rad), durante 2 horas.

A membrana ¢ primeiramente incubada com solu¢ao Tris-salina pH 7,6
contendo Tween 0,05% (TBS-T) e leite desnatado (Molico® Nestlé — Sdo Paulo, Brasil)
a 5%, durante 1 hora, a temperatura ambiente, para que ocorra o bloqueio dos sitios

inespecificos da membrana. Em seguida, permanece incubando overnight na presenca
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dos anticorpos policlonais para conexina40 (Zymed® Laboratories — California, Estados

Unidos), diluido a 1:125, e ciclofilina (Affinity Bioreagents™ — Colorado, Estados

Unidos), diluido a 1:1500, na solugdo Tris-salina pH 7,6 (TBS), contendo leite
desnatado (Molico) a 2%. Apods lavagens com TBS-T, a membrana ¢ novamente
incubada, durante 3 horas, na presenca do anticorpo secundario contra IgG de coelho
conjugado a peroxidase (ECL Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Antibody — GE
Healthcare UK Limited Amersham Place — Buckinghamshire, Inglaterra) diluido 10.000
vezes em TBS, contendo leite desnatado (Molico) a 1%.

Para revelagdo, utiliza-se o kit Lumigen™ PS-3 detection reagent (GE
Healthcare UK Limited Amersham Place), segundo protocolo do fabricante. Os hibridos
sdo visualizados através de auto-radiografia e a andlise densitométrica realizada
utilizando o software Kodak 1D v3.5.4.

ApOs a revelacdo, a membrana ¢ corada com a solu¢ao vermelho de Ponceau, a

fim de utlizar o carregamento de proteina como outro controle interno.

4- ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes estatisticos sdo realizados utilizando o programa GraphPad 3.02
(Prism Software). Os resultados sdao expressos em média + erro padrdo. Para
comparag¢do de dois grupos experimentais usamos o teste T (ndo pareado), com excegao
da andlise do TSH em que foi usado o teste T ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Quando comparados trés grupos experimentais usamos o teste One-way ANOVA
(Student-Newman Keuls) e para comparar a varidvel do gendtipo nas diferentes fases do
tratamento, foi utilizado o teste Two-way ANOVA. Descarta-se a hipotese nula quando

p<0,05.
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RESULTADOS

1- ANIMAIS TRp KS A337T (MODELO QUE SUPEREXPRESSA ISOFORMA

TR MUTADA EXCLUSIVAMENTE NO CORACAO)

Foi verificado aumento significativo de 56% no peso do atrio corrigido pelo
peso corporal dos camundongos machos TRB KS A337T em relagdo aos selvagens (Wt)
(p<0,0001) (figura 17).

A razdo da expressdo protéica da Cx40 pela expressao da ciclofilina nos animais

machos TR KS A337T mostrou-se significativamente diminuida, em aproximadamente

47%, quando comparada a dos selvagens (Wt) (p<0,0001) (figura 18).
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Figura 17. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos selvagens
(Wt) e transgénicos TRB KS A337T (que superexpressa TRB mutado exclusivamente no
coracio) eutireoideos. Os valores representam a média * erro-padrdo. Wt n=14, KS n=7.
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Figura 18. Expressio da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos
selvagens (Wt) e transgénicos TRB KS A337T (que superexpressa TRB mutado
exclusivamente no coracio) eutireoideos. (A) Radiografia representativa do Western blotting
utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores
densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores representam a média * erro-padrdo, sendo os
valores normalizados pela média do grupo Wt. Wt n=8; KS n=6; * p<0,0001.
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2- ANIMAIS SELVAGENS HIPO- E HIPERTIREOIDEOS

A eficacia da inducdao ao hipotireoidismo, pela adicdo de PTU na ragao, foi
comprovada através da dosagem da concentracdo sérica de TSH. Os animais
apresentaram um aumento superior a 9 vezes da concentragdo de TSH sérico quando
submetidos ao tratamento com PTU em comparagdo aos animais controle eutireoideos
(p<0,01) (figura 19A) (valores do TSH em anexo — pagina 93).

J4 a inducdo do hipertireoidismo, por inje¢des didrias de Ts na dose de 50ug
corrigida por 100g de peso corporal, foi confirmado pela dosagem da concentragdo
sérica de Ts. Verificou-se aumento significativo de 2,7 vezes da concentragdo sérica de
T3 nos animais que receberam injecdes didrias de T3 comparados aos animais controle

eutireoideos (p<0,05) (figura 19B) (valores do T3 em anexo — pagina 93).
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Figura 19. Dosagem hormonal de camundongos machos selvagens (Wt) submetidos aos
tratamentos de hipotireoidismo (Hipo) e hipertireoidismo (Hiper) comparados aos seus
respectivos controles eutireoideos (Eu). (A) Concentragdo sérica de TSH, expressa em ng/mL,
em animais hipotireoideos (n=8) comparados ao grupo controle (n=6) (*p<0,01). (B)
Concentragdo sérica de T;, expressa em ng/dL, em animais hipertireoideos (n=12) comparados
ao grupo controle (n=11) (*p<0,05). Os valores representam a média *erro-padrao.
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As médias do peso do atrio corrigido pelo peso corporal dos grupos Wt
hipotireoideo e Wt hipertireoideo apresentaram em média 16% de diminui¢do e 23% de
aumento, respectivamente, em relagdo aos Wt eutireoideos (figura 20). No entanto, essa
variag¢do ndo foi estatisticamente significativa.

Pela analise da razdo da expressdo protéica da Cx40 pela expressdo da ciclofilina
nao foi detectada alteragdo significativa entre os camundongos machos Wt induzidos ao

hipo- e hipertireoidismo comparados aos controles Wt eutireoideos (figura 21).
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Figura 20. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos selvagens
(Wt) induzidos ao hipotireoidismo (Hipo) e hipertireoidismo (Hiper) comparados aos seus
respectivos controles eutireoideos (Eu). Os valores representam a média * erro-padrao. Hipo
n=3, Eu n=3, Hiper n=3; p=0,07.
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Figura 21. Expressdo da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos
selvagens (Wt) eutireoideos (Eu) e submetidos a tratamentos para inducio de
hipotireoidismo (Hipo) e hipertireoidismo (Hiper). (A) Radiografia representativa do
Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio. (B) Grafico da
razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores representam a média * erro-
padrio, sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt Hipo. Hipo n=3; Eu n=3; Hiper
n=3.
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3- ANIMAIS TRp KI A337T (MODELO QUE EXPRESSA ISOFORMA TRf
MUTADA EM TODOS OS TECIDOS DO ORGANISMO)

Nos camundongos, machos e fémeas, que possuem a mutacdo A337T TRf

incorporada em suas células por substitui¢do do gene normal, o peso do atrio corrigido
pelo peso corporal de camundongos machos e fémeas estava aumentado cerca de 42%
nos heterozigotos e 55% nos homozigotos, em comparacdo aos animais selvagens (Wt)
(p<0,05) (figura 22). Nao ha diferenca entre os sexos.

A andlise da expressao proteica da Cx40 revelou 21% de diminui¢do na razdo da
expressdo da Cx40 pela ciclofilina nos animais machos e fémeas homozigotos em
relagdo aos animais selvagens (Wt), sendo estes também diferentes dos heterozigotos
(p<0,005). Nao se encontrou diferenca significativa entre os animais heterozigotos e os

selvagens (Wt) (figura 23).
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Figura 22. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos eutireoideos
machos e fémeas selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a
mutacdo TRP KI A337T (expressio de TRB mutado em substituicio ao normal em todos
tecidos). Os valores representam a média t erro-padrdo. Fémeas/ Machos - Wt n=4/6, Het
n=3/8, Homo n=2/5, *p<0,05 vs Wt.
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Figura 23. Expressao da proteina conexina4() (Cx40) no atrio de camundongos
eutireoideos machos e fémeas selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo)
para a mutacio TR KI A337T (expressio de TR mutado em substituicio ao normal em
todos tecidos). (A) Radiografia representativa do Western blotting utilizando anticorpos para
Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores densitométricos
Cx40/ciclofilina. Os valores representam a média * erro-padrdo, sendo a média do grupo Wt
normalizada para 1. sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt. Fémeas/ Machos -
Wt n=3/4; Het n=3/5; Homo n=2/5; * p<0,005 vs Wt.
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4- ANIMAIS TRp KI A337T INDUZIDOS AO HIPOTIREOIDISMO E

HIPOTIREOIDISMO ACRESCIDO DE TRATAMENTO COM T;

De maneira similar aos modelos de hipotireoidismo e hipertireoidismo descritos
anteriormente, a eficiéncia dos tratamentos de hipotireoidismo e hipotireoidismo
acrescido de doses de T; foi validada com testes para dosagem das concentragdes
séricas de TSH e T3. No figura 24, pode-se observar a concentragdo sérica de TSH nos
pontos de transi¢do entre os tratamentos. Apds 5 semanas de tratamento com PTU e
MMI (dia 35), animais de todos os gendtipos apresentaram concentracdo sérica de TSH
muito elevada, fato que caracteriza a condicdo de hipotireoidismo. A partir da sexta
semana, além de continuarem a ingerir os anti-tireoideanos, os animais passam a receber
injecoes diarias e crescentes de Ts. Nesta etapa (dia 35-42), ao receber injeg¢des diarias
de T3 com a dose mais baixa (0,2nug/100g PC), a concentragdo sérica de TSH dos
animais selvagens (Wt) e heterozigotos diminui consideravelmente em relacao ao inicio
do tratamento com T3, cerca de 96%. De forma diferente, o grupo homozigoto apresenta
uma reducdo de 80% (p<0,001 vs animal selvagem sob o mesmo tratamento). No
decorrer da segunda semana de tratamento com T3 (dia 42-49), com a administragao de
injecoes de Ts na dose intermediaria (0,5ug/100g PC), a concentragdo sérica de TSH
dos animais selvagens (Wt) e heterozigotos continua a diminuir. Contudo, nos animais
homozigotos a concentracdo sérica de TSH diminuiu pouco neste mesmo periodo
(p<0,001 vs animal selvagem sob o mesmo tratamento), o que indica uma resisténcia
desses animais a agdo do HT. J4 ao término da ltima semana de tratamento com T; (dia
49-56), na qual foi administrada injecdes de T3 a dose mais elevada (1,0ng/100g PC), a
concentragdo sérica de TSH dos animais selvagens (Wt) e heterozigotos diminui ainda
mais (99% em relacdo ao inicio do tratamento com T3) e atinge valores proximos aos

normais, como na condi¢ao de eutireoidismo. O nivel de TSH dos homozigotos também
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reduziu (90%), porém ndo atingiu o nivel dos animais selvagens (Wt) e heterozigotos,
permanecendo cerca de 9 vezes mais elevada (p<0,001) (figura 24) (valores do TSH em
anexo — pagina 93).

De maneira semelhante ao TSH, a concentracao sérica de T; também foi
avaliada pontualmente no inicio ¢ no fim do tratamento com T;. Como esperado,
verificou-se que no fim da terceira semana de tratamento com T;, os animais
apresentaram concentracdo sérica de T; 2 vezes superior que no inicio do tratamento
(p<0,001) (figura 25). Este aumento ocorreu de forma semelhante entre os genotipos em
todas as fases do tratamento, apds tratamento com PTU e MMI e ao término da primeira
e terceira semanas de tratamento com T; (figura 26). Com o fim do tratamento, a
concentragdo sérica de T3 dos animais selvagens (Wt) e heterozigotos atingiu valores
aproximados aos de animais eutireoideos (estado basal, sem tratamento) (figura 27),
podendo ser considerada, para estes, uma dose de reposicdo. De forma oposta, a
concentragdo sérica de T; dos animais homozigotos apds a terceira semana de
tratamento com T3 ainda permanece 2,7 vezes menor que a de animais homozigotos em
seu estado basal (p<0,01), uma vez que esta ¢ naturalmente muito elevada (valores do

T3 em anexo — pagina 93).
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Figura 24. Concentracio sérica de TSH de camundongos machos e fémeas selvagens (Wt),
heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutagdo TR KI A337T (expressao de
TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos) submetidos ao tratamento de
hipotireoidismo acrescido de doses crescentes de T;. Concentracao sérica de TSH, expressa
em ng/mL. Dia 35, fim do tratamento somente com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI) e
inicio do tratamento com PTU e MMI acrescido de injecdes diarias de Ts;. Dia 35-42, dose
0,21g/100g de peso corporal. Dia 42-49, dose 0,51ug/100g de peso corporal. Dia 49-56, dose
1,0ng/100g de peso corporal. (¥*p<0,001 em relacdo ao controle Wt). Os valores representam a
média terro-padrao (n=3).
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Figura 25. Concentracio sérica de Ts de camundongos machos e fémeas selvagens (Wt),
heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutagdo TR KI A337T (expressao de
TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos) submetidos ao tratamento de
hipotireoidismo acrescido de doses crescentes de T;. Concentracao sérica de T;, expressa em
ng/dL. Dia 35, fim do tratamento somente com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI) e
inicio do tratamento com PTU e MMI acrescido de injecdes diarias de Ts;. Dia 35-42, dose
0,21g/100g de peso corporal. Dia 42-49, dose 0,5ug/100g de peso corporal. Dia 49-56, dose
1,0ng/100g de peso corporal. *p<0,001 em relagdo ao grupo que recebeu somente PTU e MMI.
Os valores representam a média +erro-padrao (n=5).
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Figura 26. Concentracio sérica de T; de camundongos machos e fémeas selvagens (Wt),
heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacio TRp KI A337T (expressiao de
TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos) submetidos aos tratamentos de
hipotireoidismo e hipotireoidismo acrescido de injecdes de T;. Concentragdo sérica de T;,
expressa em ng/dL. A. [Hipo], fim do tratamento somente com propil-tiouracil (PTU) e
metimazol (MMI), condi¢do de hipotireoidismo (Wt n=5, Het n=6, Homo n=5). B. [1D] fim da
primeira semana de tratamento com PTU e MMI acrescido de injegdes diarias de T;, na dose de
0,2png/100g de peso corporal (Wt n=4, Het n=5, Homo n=4). C. [3D] fim da terceira semana de
tratamento com PTU e MMI acrescido de inje¢des diarias de Ts, nas doses de 0,2 pg, 0,5ug e
1,0ng/100g de peso corporal durante a primeira, segunda e terceira semana, respectivamente
(Wt n=6, Het n=6, Homo n=4). Os valores representam a média *erro-padrio.
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Figura 27. Concentrac¢ao sérica de T; de camundongos machos e fémeas selvagens (Wt),
heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacio TRp KI A337T (expressao de
TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos) submetidos aos tratamentos de
hipotireoidismo e hipotireoidismo acrescido de injecoes de T;. Concentracdo sérica de T;,
expressa em ng/dL. Basal, animais ndo tratados. Hipo, fim do tratamento somente com propil-
tiouracil (PTU) e metimazol (MMI), condigdo de hipotireoidismo. 3D, fim da terceira semana
de tratamento com PTU e MMI acrescido de injegoes didrias de T;, nas doses de 0,2 pg, 0,5ug e
1,0ng/100g de peso corporal durante a primeira, segunda e terceira semana, respectivamente. A.
[Wt] Basal n=3, Hipo n=5, 3D n=6; B. [Het] Basal n=5, Hipo n=6, 3D n=6; C. [Homo] Basal
n=3, Hipo n=5, 3D n=6). Os valores representam a média +erro-padrao.
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4.1- Animais TRp KI A337T induzidos ao hipotireoidismo (Hipo)

De todos os grupos avaliados, machos e fémeas apresentaram o mesmo
comportamento e, por isso, os resultados foram dispostos em conjunto. No entanto, a

condi¢do de hipotireoidismo nos animais TRB KI A337T foi a Unica em que foi

verificada diferenca entre os sexos, de forma que estes resultados foram analisados
separadamente.

Nesta condi¢do, quando os niveis de TSH e T; sdo semelhantes entre os
genotipos (dia 35), ndo foi observada alteracdo de peso do atrio corrigido pelo peso
corporal entre as fémeas de diferentes genotipos submetidas ao hipotireoidismo (figura
28), enquanto houve um aumento significativo de 23% nos machos homozigotos
hipotireoideos em relagdo aos machos selvagens (Wt) hipotireoideos (p<0,05), sendo
estes também diferentes dos heterozigotos hipotireoideos. Nao existe diferenca entre os
machos heterozigotos hipotireoideos e os selvagens (Wt) hipotireoideos (figura 30).

A expressdo da Cx40 atrial corrigida pela da ciclofilina nas fémeas heterozigotas
e homozigotas hipotireoideas apresentou uma diminui¢ao de 23% e 49% em relacdo as
selvagens (Wt) hipotireoideas, respectivamente, sendo somente a variacdo das
homozigotas significativa (p<0,05) (figura 29). De maneira diferente, a expressdo da
Cx40 nao se alterou entre os machos de diferentes genotipos submetidos ao

hipotireoidismo (figura 31).
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Figura 28. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos fémeas
hipotireoideas selvagens (Wt), heterozigotas (Het) e homozigotas (Homo) para a mutacio
TRP KI A337T (expressio de TRp mutado em substituicio ao normal em todos tecidos).
Hipotireoidismo induzido pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI). Os
valores representam a média *erro-padrao. Fémeas/ Machos - Wt n=4, Het n=4, Homo n=4.
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Figura 29. Expressio da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos fémeas
hipotireoideas selvagens (Wt), heterozigotas (Het) e homozigotas (Homo) para a mutacio
TRP KI A337T (expressiao de TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos).
Hipotireoidismo induzido pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI). (A)
Radiografia representativa do Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina
(ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores
representam a média + erro-padrao, sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt
Hipo. Wt n=3, Het n=2, Homo n=3, *p<0,05 vs Wt Hipo.
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Figura 30. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos
hipotireoideos selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacio
TRP KI A337T (expressiao de TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos).
Hipotireoidismo induzido pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI). Os
valores representam a média terro-padrao. Wt n=4, Het n=4, Homo n=2. *p<0,05 vs Wt Hipo e
Het Hipo.
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Figura 31. Expressdo da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos
hipotireoideos selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacio
TRP KI A337T (expressdo de TRp mutado em substituicio ao normal em todos tecidos).
Hipotireoidismo induzido pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e metimazol (MMI). (A)
Radiografia representativa do Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina
(ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores
representam a média t erro-padrao, sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt
Hipo. Wt n=3, Het n=3, Homo n=3.
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4.2- Animais TR KI A337T induzidos ao hipotireoidismo acrescido de

tratamento com T3 na dose 0,2]1g/100g de peso corporal (1D)

Os animais TRP KI A337T machos e fémeas hipotireoideos que receberam

injecdes diarias de T3 na dose 0,2ug/100g de peso corporal ndo apresentaram alteragao
no peso do atrio corrigido pelo peso corporal (figura 32).

Da mesma forma, ndo foi detectada mudanca no padrio de expressdo da Cx40
entre os genodtipos e entre os sexos no grupo que recebeu injecdes de Ts na dose

0,21g/100g de peso corporal durante uma semana (figura 33).
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Figura 32. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos e fémeas
1D selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacido TR KI
A337T (expressio de TRB mutado em substituicio ao normal em todos tecidos). (1D)
Animais submetidos ao hipotireoidismo, pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e
metimazol (MMI), acrescido de injecdes didrias de T3 na dose de 0,2pg/100g de peso
corporal durante uma semana. Os valores representam a média + erro-padrio. Fémeas/
Machos - Wt n=3/3, Het n=3/3, Homo n=2/3.
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Figura 33. Expressido da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos e
fémeas (1D) selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacgio
TRP KI A337T (expressdo de TRp mutado em substituicio ao normal em todos tecidos).
(1D) Animais submetidos ao hipotireoidismo, pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e
metimazol (MMI), acrescido de inje¢des didrias de T3 na dose de 0,2ug/100g de peso
corporal durante uma semana. (A) Radiografia representativa do Western blotting utilizando
anticorpos para Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores
densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores representam a média * erro-padrdo, sendo os
valores normalizados pela média do grupo Wt 1D. Fémeas/ Machos - Wt n=3/3; Het n=3/3;
Homo n=4/2.
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4.3- Animais TRp KI A337T induzidos ao hipotireoidismo acrescido de

tratamento com T3 nas doses 0,2ug, 0,5ug e 1,0ug/100g de peso corporal (3D)

De maneira similar ao grupo que recebeu injecdes na dose 0,2ug/100g peso
corporal, os animais machos e fémeas que receberam as trés doses 0,2upg, 0,5ug e
1,0ng/100g peso corporal ndo apresentaram alteragdo no peso do atrio corrigido pelo

peso corporal (figura34) e na expressao da Cx40 (figura 35).
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Figura 34. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos e fémeas
3D selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacio TRp KI
A337T (expressio de TRP mutado em substituicio ao normal em todos tecidos). (3D)
Animais submetidos ao hipotireoidismo, pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e
metimazol (MMI), acrescido de inje¢des diarias de T3 na dose de 0,2ug, 0,5ug ¢ 1,0ng/100g
de peso corporal durante uma semana cada dose, consecutivamente. Os valores representam a
média *erro-padrdo. Fémeas/ Machos - Wt n=4/5, Het n=4/4, Homo n=4/3.
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Figura 35. Expressiao da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos e
fémeas 3D selvagens (Wt), heterozigotos (Het) e homozigotos (Homo) para a mutacao TRp
KI A337T (expressao de TR mutado em substituicio ao normal em todos tecidos). (3D)
Animais submetidos ao hipotireoidismo, pelo tratamento com propil-tiouracil (PTU) e
metimazol (MMI), acrescido de inje¢des didrias de Ts na dose de 0,2ug, 0,5ug e 1,0ug/100g
de peso corporal durante uma semana cada dose, consecutivamente. (A) Radiografia
representativa do Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio.
(B) Grafico da razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores representam a
média * erro-padrio, sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt 3D. Fémeas/
Machos - Wt n=3/4; Het n=3/4; Homo n=3/4.
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4.4- Comparacido entre animais selvagens (Wt) submetidos ao

hipotireoidismo e hipotireoidismo acrescido de tratamento com T3

Ao comparar animais machos e fémeas selvagens sob os diferentes tratamentos
quanto ao peso do atrio corrigido pelo peso corporal (figura 36) e expressao da Cx40
(figura 37), ndo se encontrou diferenca entre os grupos hipotireoideos (Hipo), os
hipotireoideos que receberam injegdes didrias de T3 na dose de 0,2pg/100g de peso
corporal durante uma semana (1D), e os hipotireoideos que receberam inje¢des diarias

de T; na dose de 0,2pg, 0,5ug e 1,0ug/100g de peso corporal (3D).
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Figura 36. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos e fémeas
selvagens (Wt) hipotireoideos (Hipo), hipotireoideos que receberam injecoes diarias de T;
na dose de 0,2ng/100g de peso corporal durante uma semana (1D), e hipotireoideos que
receberam injecoes diarias de T; na dose de 0,2ug, 0,5png e 1,0ug/100g de peso corporal
durante uma semana cada dose, consecutivamente (3D). Os valores representam a média +
erro-padrdo. Fémeas/ Machos - Hipo n=4/4, 1D n=3/3, 3D n=4/3.
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Figura 37. Expressiao da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos e
fémeas selvagens (Wt) hipotireoideos (Hipo), hipotireoideos que receberam injecdes
diarias de T; na dose de 0,2pg/100g de peso corporal durante uma semana (1D), e
hipotireoideos que receberam injecdes diarias de T3 na dose de 0,2pg, 0,5ug e 1,0ng/100g
de peso corporal durante uma semana cada dose, consecutivamente (3D). (A) Radiografia
representativa do Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina (ciclo) no atrio.
(B) Grafico da razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores representam a
média * erro-padrdo, sendo os valores normalizados pela média do grupo Wt Hipo. Fémeas/

Machos - Hipo n=3/3; 1D n=3/3; 3D n=3/4.
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4.5- Comparacio entre animais homozigotos para a mutacio TR KI A337T

submetidos ao hipotireoidismo e hipotireoidismo acrescido de tratamento com T3

Animais machos e fémeas homozigotos para a mutacdo TRP KI A337T

submetidos aos diferentes tratamentos também foram comparados entre eles. Quanto ao
peso do atrio corrigido pelo peso corporal (figura 38) e expressdao da Cx40 (figura 39),
nao foi observada diferenca entre os grupos hipotireoideos (Hipo), os hipotireoideos que
receberam injegdes diarias de Ts na dose de 0,2pug/100g de peso corporal durante uma
semana (1D), e os hipotireoideos que receberam injegdes didrias de T3 na dose de 0,2ug,

0,5ug e 1,0ug/100g de peso corporal (3D).
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Figura 38. Peso do atrio corrigido pelo peso corporal de camundongos machos e fémeas
homozigotos para a mutacido TR KI A337T (expressdo de TRP mutado em substituicao
ao normal em todos tecidos) hipotireoideos (Hipo), hipotireoideos que receberam injecoes
diarias de T; na dose de 0,2ug/100g de peso corporal durante uma semana (1D), e
hipotireoideos que receberam injecdes diarias de T; na dose de 0,2pg, 0,5ng e 1,0png/100g
de peso corporal durante uma semana cada dose, consecutivamente (3D). Fémeas/ Machos
- Hipo n=4/2, 1D n=2/2, 3D n=4/3. Os valores representam a média terro-padrao.
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Figura 39. Expressiao da proteina conexina40 (Cx40) no atrio de camundongos machos e
fémeas homozigotos para a mutacdo TRP KI A337T (expressio de TRp mutado em
substituicio ao normal em todos tecidos) hipotireoideos (Hipo), hipotireoideos que
receberam injecées diarias de T; na dose de 0,2ug/100g de peso corporal durante uma
semana (1D), e hipotireoideos que receberam injecoes diarias de T; na dose de 0,2pg, 0,5ug
e 1,0ng/100g de peso corporal durante uma semana cada dose, consecutivamente (3D). (A)
Radiografia representativa do Western blotting utilizando anticorpos para Cx40 e ciclofilina
(ciclo) no atrio. (B) Grafico da razdo dos valores densitométricos Cx40/ciclofilina. Os valores
representam a média * erro-padro, sendo os valores normalizados pela média do grupo Homo
Hipo. Fémeas/ Machos - Hipo n=3/4; 1D n=4/3; 3D n=3/4.
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RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 2. Resumo dos resultados sobre regulacao do peso atrial e da expressao protéica da

conexina4( (Cx40).
KI KI
Ks Hipo Hiper KI Hipo Hipo r; :;
fémea | macho
Peso
Atrial T ~ ~ T ~ T ~ ~
Cx40 4 ~ ~ 4 4 ~ ~ ~

= KS-T peso atrial, L expressio protéica da Cx40;

= Hipo — peso atrial e expressdo protéica da Cx40 inalterados;

= Hiper — peso atrial e expressdo protéica da Cx40 inalterados;

» KI-T peso atrial, L expressio protéica da Cx40;

= KI Hipo fémea — peso atrial inalterado, {expressio protéica da Cx40;

»  KIHipomacho—T peso atrial, expressdo protéica da Cx40 inalterada;

= 1D — peso atrial e expressdo protéica da Cx40 inalterados;

= 3D —peso atrial e e expressdo protéica da Cx40 inalterados.
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DISCUSSAO

O HT atua em varios processos fisiologicos, tendo como alvo as células de
grande parte dos o6rgdos e tecidos do organismo. Entre eles estdo o coragdo e a
vasculatura, em cujas células o HT atua através de efeitos rapidos ou, como a grande
parte descrita, via agdes genomicas das quais participam os TRs (Fazio et al., 2004).

As manifestagdes cardiacas mais comuns no hipotireoidismo e hipertireoidismo
sao a diminuicdo e o aumento da freqiiéncia cardiaca, respectivamente (Klein &
Ojamaa, 2001). Mais especificamente, nessas condi¢des ocorrem alteracdes no padrao
de condugdo do impulso elétrico ente as células miocardicas, fato que levou muitos
pesquisadores a estudar os mecanismos moleculares destes efeitos. Alguns trabalhos
descrevem o papel do HT na modulagdo da expressio de canais i0nicos e
transportadores, por exemplo, o canal de potassio KV 1.5 e o canal de calcio tipo L (Le
Bouter et al., 2003). Tais fatos explicam a lentificagdo durante as fases de repolarizagao
do potencial de agdo. Alguns genes envolvidos na despolarizacdo dos nodos sinoatrial e
atrioventricular, como canais HCN e calcio tipo L, sao alvos do HT (Le Bouter et al.,
2003), o que contribui para a modulagdo da freqiiéncia dos pulsos elétricos. No entanto,
a explicagdo para uma maior duracdo da fase de despolarizacdo cardiaca permanecia
desconhecida, ja que a expressdo de canais de sédio, principais responsaveis pelos
eventos de despolarizagdo, ndo parece ser modulada por HT (Le Bouter et al., 2003).

A propagagao do impulso elétrico também depende da passagem intercelular de
corrente entre os cardiomidcitos, permitida por canais juncionais compostos por
proteinas da familia das conexinas. Assim, o objetivo inicial do nosso grupo de pesquisa
foi demonstrar a modulagdo das conexinas cardiacas pelo HT. No entanto, a
caracterizagdo dos efeitos diretos do hiper- ou hipotireoidismo sobre a funcdo cardiaca e

também sobre a expressdo de genes alvo do HT ¢ dificultada devido as alteragdes que
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ocorrem paralelamente no sistema vascular e se refletem na hemodindmica cardiaca por
alteragdes na pré- e pods-carga. Por isso, os estudos iniciaram com o camundongo

trasgénico TRB KS A337T, modelo que superexpressa a isoforma TR mutada

exclusivamente no coragdo. Esta mutacdo torna o receptor incapaz de interagir com o
Ts, apesar de ainda ser capaz de interagir com outros receptores e co-fatores. Portanto, o
modelo KS permite a descricao dos efeitos do HT via TR diretamente na musculatura
cardiaca. Foi verificado que a expressdo do RNAm da Cx43, a proteina juncional mais
abundante no miocardio, ndo esta alterada no atrio e no ventriculo dos animais KS. Ja a
expressdo do RNAm da Cx40, proteina normalmente restrita ao atrio e sistema de
condugao, estda extremamente diminuida no tecido atrial dos animais KS,
correspondendo a apenas 20% da expressdo de animais selvagens (Almeida et al.,
2009).

Neste trabalho, ao analisar a expressao protéica da Cx40 no atrio de animais
machos KS verificamos a repeticdo do padrao de diminui¢do, cuja magnitude foi de
47% em relacdo ao animal selvagem (Wt) (figura 18). A diminui¢do da expressdo da
Cx40 em um modelo que apresenta a sinalizagdo do HT comprometida somente no
coracao sugere que o HT atua diretamente no tecido atrial, através de seus receptores
nucleares, modulando a expressao da Cx40.

Ao analisar os parametros eletrocardiograficos de animais KS ndo anestesiados,
verificou-se que esses apresentam bradicardia (Almeida et al., 2009). Isto indica
alteragdo na atividade marcapasso do nodo sinoatrial, que pode ser parcialmente
explicada pelo efeito do HT em modular a expressao de genes como HCN e canais de
Ca” tipo L (Le Bouter et al., 2003). E possivel que a reducio da Cx40 contribua para
esse fendmeno, ja que o animal knockout para Cx40 possui automaticidade do nodo
sinoatrial diminuida (Kirchhoff et al., 1998). Manifestagdes clinicas de disturbios da

conducao atrial em pacientes hipotireoideos ndo sao muito comuns, enquanto arritmias
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atriais sao muito incidentes em pacientes hipertireoideos (Klein & Ojamaa, 2000).
Existem estudos que associam a elevada expressao da Cx40 a alta incidéncia de
fibrilacdo atrial (Dupont et al., 2001a; Polontchouk et al., 2002). Assim, pode ser que
alteragdes da expressdo da Cx40 estejam relacionadas a ocorréncia de fibrilagao atrial
em paciente hipertireoideos.

Ja foi demonstrado duas vezes que o modelo KS apresenta fenotipo cardiaco
hipotireoideo independente da concentragcdo sérica de HT. Primeiramente, em 2000,
Pazos-Moura e colaboradores demonstraram que o animal KS em seu estado basal
apresenta expressdo de B-MHC elevada, que permanece inalterada independente da
diminui¢do ou aumento da concentragdo sérica de HT, induzida pelos tratamentos com
PTU ou Tjs, respectivamente. Isto também foi evidenciado para o RNAm da Cx40, cuja
expressao ¢ semelhante nos grupos de animais KS ndo tratado e submetidos a indugao
de hipo- ou hipertireoidismo (Almeida et al., 2009). Esta nao responsividade ao HT
indica uma grande resisténcia cardiaca ao hormodnio e reforca profundamente a
participagdo das isoformas de TR no bom funcionamento cardiaco.

O animal KS reproduz um modelo de hipotireoidismo cardiaco seletivo, de
modo que enquanto todo o organismo responde normalmente ao HT, somente o coragio
possui um fendtipo hipotireoideo. Desta forma, avaliamos também a expressao protéica
da Cx40 em animais machos selvagens (Wt) submetidos as condi¢des de
hipotireoidismo e hipertireoidismo sistémico. A andlise prévia da expressao do RNAm
demonstrou uma diminui¢do de 25% no hipotireoidismo ¢ aumento de 40% no
hipertireoidismo (Almeida et al., 2009). No entanto, de forma surpreendente, ndo
detectamos alteragdo significativa na expressdo protéica da Cx40 frente a variagdes da
concentragdo sérica de Ts (figura 21). Este fato sugere que o HT, além de modular a
taxa de transcricdo do gene da Cx40, ainda influencie outros processos pos

transcricionais que, por fim, mantém inalterada a expressdo protéica da Cx40. Assim,
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durante a escassez ou excesso de HT, os niveis da proteina Cx40 ainda se mantém, o
que indica a existéncia de uma regulagdo extremamente precisa e que, possivelmente,
depende de outros fatores, intrinsecos ou extrinsecos ao coragao.

A expressdo das isoformas de TR no coracdo ¢ heterogénea, consiste na

predominancia da isoforma o em detrimento da 3. (Stoykov et al., 2006). No animal KS

este padrdo normal estd comprometido, pois a expressdo do transgene ¢ direcionada

pelo promotor cardiaco-especifico da proteina o-MHC, uma proteina muito abundante
nos cardiomiodcitos. Isto faz com que, no animal KS, a expressdo da isoforma TRJ}

esteja superexpressa comparada a expressdo da isoforma normal. Desta forma, nao
podemos inferir que as alteracdes observadas no animal KS sejam causadas
exclusivamente pela presenga da isoforma mutada, pois esta ¢ incapaz de interagir com
o hormonio, mas capaz de se dimerizar com todas as outras isoformas normais, podendo
evitar a acdo destas. Assim, as alteragcdes observadas no modelo utilizado podem ser

resultantes da diminuigéo do efeito da isoforma [ normal, assim como da isoforma o

Com o objetivo de melhor entender a regulagao da Cx40 pelo HT, utilizamos

como modelo de estudo um outro animal transgénico, o camundongo TR KI A337T,

o qual expressa isoforma TR} mutante em substituicdo a normal em todo o organismo.
Os animais homozigotos para a mutagdo apresentam concentragdes séricas elevadas de
TSH, T4 e T3 livres e totais, devido a regulagdo anormal do eixo hipotdlamo-hipofise-
tireoide, caracterizando a resisténcia aos hormonios tireoideanos. Em tecidos nos quais
predominam a expressdo da isoforma TRa podem ocorrer sinais de hipertireoidismo,
enquanto em tecidos com predominio de TRp, pode haver uma hiporresponsividade
tecidual ao HT. Sendo assim, o fen6tipo desses animais ¢ bastante complexo, podendo
haver um quadro de hiper- ou hipotireoidismo.

De maneira similar ao animal KS modelo de hipotireoidismo cardiaco seletivo,

camundongos machos e fémeas homozigotos para a mutacio TR KI apresentaram
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diminui¢do de 21% da expressao protéica da Cx40 (figura 23). Este fenotipo no animal
TR KI, modelo que apresenta altos niveis séricos de Tz em seu estado basal, indica
que, na presenga de altas concentracoes de HT, a isoforma TRP ¢ importante na
regulagdo da Cx40. No miocardio de animais adultos normais, a isoforma TRf ¢
encontrada nos nodos sinoatrial e atrioventricular, nos cardiomidcitos atriais € no
sistema de condugdo atrioventricular (Stoykov et al., 2006). Este padrdo de expressido
do TR, com excegdo dos nodos, coincide com a expressdo de Cx40, fato que reforca a
idéia de que esta isoforma tenha algum papel na regulacdo da Cx40. De certa forma,
podemos excluir a possibilidade da diminui¢do protéica de Cx40 ser causada pelo
excesso de HT atuando nas isoformas normais de TRa, ja que a redugdo de Cx40
também ocorre nos animais KS (perturbagio de TRa e TRP) na presenga de
concentragdo sérica normal de HT.

O modelo TRP KI A337T tem sido utilizado para avaliar o papel do TR em
mediar efeitos do HT em todo o organismo, porém os animais sdo fenotipicamente
distintos dos TR knock out. Isto ocorre pois, nos animais KS e KI, o TR mutado ainda
promove efeitos independente de ligante (Hashimoto et al., 2001). A sinalizac¢do correta
do HT também depende da interagao do TR com outros receptores e co-reguladores, e a
funcao deles pode estar alterada na presenga da mutacdo A337T. Foi demonstrado que o

animal KS possui alteragdo cardiaca da expressdo protéica basal de alguns receptores,

como aumento de PPARP e diminui¢do de TRal ¢ RXRa (Buroker et al., 2006). No
figado do animal TRP KI A337T, foi observado uma alteragdo da sinalizagdo dos

receptores nucleares TRP e o receptor X do figado (LXR). Normalmente, na presenga
do T3, homodimeros formados de isoformas normais de TR se dissociam para dimerizar
com RXR e interagir com seqiiéncias do DNA. No entanto, os homodimeros de

isoformas mutadas tendem a dissociar menos e, assim, competir menos pela interacao
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com RXR. Por fim, os receptores RXR ficam mais disponiveis para interagir com LXR,
fato que aumenta a sinaliza¢do do LXR (Hashimoto et al., 2006).

Além disso, outra particularidade a ser considerada ¢ que os animais
transgénicos tém alteragdes congénitas e assim, a presenca da mutacdo durante o
desenvolvimento embrionario e neonatal do animal pode acarretar algum
comprometimento capaz de influenciar o fenotipo adulto. Desta forma, pode haver
diferengas qualitativas e quantitativas em relacdo ao fenétipo de um animal adulto
induzido ao hipo- ou hipertireoidismo. No entanto, a diminui¢ao da Cx40 observada nos

animais TRP KI A337T ndo parece ser devido a algum evento durante o

desenvolvimento, mas sim pela combina¢do da presenca do TRP mutante e de altas
concentragdes de HT. J& que, apds normalizar a concentragdo sérica de HT dos

homozigotos TRB KI A337T a de animais selvagens (Wt) eutitreoideos, esses animais

ndo apresentaram diferenga na expressao protéica da Cx40 (figura3s).
A diminuigdo protéica da Cx40 observada nos homozigotos para a mutagdo TRf3

KI A337T ocorre na presenga de elevadas concentragdes séricas de TSH, T3 e T4. Com o

objetivo de descobrir se a presenga da mutagdo em TR interfere na expressao da Cx40
exclusivamente na presenca de altos niveis de T3, submetemos os animais KI a indugao
de hipotireoidismo e hipotireoidismo acrescido de Ts, visando avaliar o efeito da
presenga da mutagdo na presenca de niveis baixos e normais de Ts.

Todos os animais hipotireoideos apresentaram TSH elevado e baixa
concentragdo sérica de Ts, caracterizando a eficiéncia do tratamento com PTU e MMI
(figura 24; valores do TSH em anexo — pagina 93) . O grupo de animais submetidos ao
hipotireoidismo foi o Unico em que se observou diferenga entre sexos. A expressao
protéica da Cx40 nas fémeas heterozigotas e homozigotas hipotireoideas apresentou
reducdo de 23% e 49%, respectivamente, em relacdo a fé€meas selvagens (Wt)

hipotireoideas (figura 29). Porém ndo houve alteragdo nos mesmos grupos do sexo
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masculino. Este resultado indica que existe algum tipo de relagdo entre o sexo do animal
e a regulagdio da Cx40 por hormoénio tireoideano. E possivel que algum horménio sexual
feminino, na auséncia de HT, seja capaz de reduzir a expressao da Cx40, o que
justificaria somente as fémeas apresentarem este fenotipo. J& foi demonstrado, em
experimentos in Vitro, que o estrogénio ¢ capaz de reduzir a expressio do RNAm da
Cx40 em cultura de cardiomiocitos atriais (Almeida et al., 2003). Desta forma, pode ser
que na condi¢do de escassez de HT (hipotireoidismo), o estrogénio seja um dos
responsaveis pela diminui¢dao da Cx40, observada somente nas fémeas.

De forma diferente dos animais sem tratamento (estado basal), ndo foi verificada
diminui¢do da expressio da Cx40 nos machos heterozigotos e homozigotos
hipotireoideos quando comparados aos animais selvagens (Wt) hipotireoideos (figura
31). Tal fato sugere que, em machos, a isoforma TR normal ndo exerca um papel
importante na regulacdo da expressdo protéica da Cx40 na presenca de baixas
concentragoes de HT.

Nos grupos de machos e fémeas submetidos ao tratamento de hipotireoidismo
acrescido de T; durante uma semana (1D) ou trés semanas (3D), ndo foi detectada
variagdo da expressdo da Cx40 entre os diferentes genotipos (figuras 33, 35). Como
mencionado anteriormente, apds o inicio das injecdes de T3, a concentracdo sérica deste
hormdénio aumentou progressivamente, de maneira semelhante entre os gendtipos em
cada etapa do tratamento (figura 25; valores do T3 em anexo — pagina 93). Isto significa
que apos os 35 dias de tratamento com PTU e MMI, assim como no término da primeira
e terceira semanas de tratamento com Ts, os animais selvagens (Wt), heterozigotos e
homozigotos apresentavam concentracdo sé€rica de T; em faixas similares para cada
etapa (figura 26). No fim da terceira semana, os valores de T; sérico dos animais
selvagens (Wt) e heterozigotos tratados alcancaram o de animais em seu estado basal,

sem tratamento. Desta forma, no mesmo periodo, a concentragdo sérica de T; dos
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homozigotos mostrou-se semelhante & de animais selvagens (Wt) e heterozigotos sem
tratamento (figura 27). O fato de nao existir alteragdo da expressdao de Cx40 nos
homozigotos em relagdo aos outros genotipos nesta condi¢do significa que a isoforma
TRP normal ndo € necessaria para a regulagdo da expressdo protéica da Cx40 na
presenca de concentragdes normais de HT.

Além disso, animais selvagens e homozigotos foram comparados separadamente
nos diferentes tratamentos. Foi verificado que ndo existe alteracdo na expressao protéica
da Cx40 entre os animais selvagens hipotireoideos e hipotireoideos que sofreram
tratamento com T3 durante uma (1D) ou trés semanas (3D) (figura 37). Isto demonstra
que a expressdo protéica da Cx40 niao se modifica com a variagdo da concentragdo
sérica de HT, o que confirma o resultado visto anteriormente no experimento com o0s
animais selvagens (Wt) induzidos ao hipotireoidismo e hipertireoidismo. De maneira
semelhante, ndo foi verificada alteragdo na expressdo protéica da Cx40 entre os
homozigotos hipotireoideos e hipotireoideos que sofreram tratamento com Tz durante
uma (1D) ou trés semanas (3D) (figura 39). Assim, tal resultado refor¢a a hipotese de
que, na presenca de concentragdo sérica de Ts baixa ou normal, o TR ndo participa da
regulacdo da expressao protéica da Cx40.

Como verificado no animal TR KI A337T, modelo que apresenta altos niveis

séricos de HT, somente a associagdo entre a presenga do TRP mutado e altas
concentragdes séricas de HT foi capaz de reduzir a expressao protéica da Cx40 atrial.
Isto sugere que somente na condicdo de hipertireoidismo exista dependéncia de vias

ativadas pelo TR na modulag@o da expressdo protéica da Cx40 atrial. Como o TR KI
A337T é um modelo onde existe esta isoforma mutada em diversos tecidos, ndo

podemos afirmar se este efeito ¢ direto no tecido cardiaco ou indireto pela acdo do HT

em outros alvos extra-cardiacos.
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Sabe-se que o hipertireoidismo estd associado a hipertrofia cardiaca, porém os
dados presentes na literatura estdo relacionados a medidas do coracdo total ou somente
do ventriculo. Por isso, resolvemos avaliar o peso do atrio para verificar uma possivel
acdo do HT na regulagdo da estrutura deste tecido. Nos animais KS, identificamos um
aumento do peso do atrio (hipertrofia) (figura 17), o que indica que a sinalizagao
adequada do HT ¢ necessaria para manuten¢do da estrutura do tecido, sendo a
participagdo dos TRs importante no processo. Alteragdo na quantidade e distribuicao
das juncdes tem sido freqiientemente correlacionada a doencgas cardiacas, entre elas as
que apresentam hipertrofia cardiaca (Teunissen & Bieruizen, 2004). O aumento da
massa cardiaca nao necessariamente se reflete no aumento da massa atrial, uma vez que,
neste trabalho, durante o hipertireoidismo dos animais experimentais foi visualizado
aumento do peso do ventriculo (DADOS), na auséncia de alteragdes na massa atrial. O
remodelamento atrial estd geralmente associado a condi¢des de sobrecarga de pressao e
volume, por exemplo, durante uma doenga de valvula mitral ou presenga de fibrose
atrial (Abhayaratna et al., 2006). Nao ha evidéncias na literatura que comprovem a
existéncia de sobrecarga de pressdo e volume nos animais KS. Estudos clinicos tém
demonstrado que os valores de diametro e volume atrial aumentados podem ser
utilizados como preditores da primeira ocorréncia e re-incidéncia de episodios de
fibrilagdo atrial e infarto e ainda se associam com alta incidéncia de faléncia cardiaca e
mortalidade (Abhayaratna et al., 2006).

De modo interessante, os animais submetidos ao hipo- e hipertireoidismo, nos
quais ndo houve alteracdo da expressao protéica da Cx40, também nao foi observada
alteracdo na massa atrial (figura 20). Isto demonstra uma regulagdo também precisa de
forma a evitar modificagdes na estrutura tecidual do atrio. Como esperado, na condi¢ao
de hipertireoidismo, apesar da massa atrial estar inalterada, foi verificado o efeito

classico do HT de provocar hipertrofia ventricular.
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De maneira semelhante ao animal KS, nos animais KI, além da diminuicao da
Cx40, também verificou-se aumento da massa atrial (figura 22). Os heterozigotos e os
homozigotos apresentaram aumento de 42% e 55% em comparacdo aos selvagens (Wt),
refor¢ando a hipotese de que a isoforma TR, na presenga de concentragdes mais
elevadas de HT, participa da manutencao da estrutura atrial.

O grupo de animais KI submetidos ao hipotireoidismo pelo tratamento com
PTU e MMI foi o unico em que foi verificada divergéncia dos resultados entre os sexos,
tanto para a regulacdo da expressdo protéica da Cx40, quanto para a manutencio da

estrutura do tecido atrial. Para as fémeas homozigotas para a mutagdo TRB KI A337T

hipotireoideas, ndo foi observada alteracdo do peso do atrio entre os gendtipos (figura
28), ao passo que nos machos houve 23% de aumento nos homozigotos hipotireoideos
em relagdo aos selvagens (Wt) hipotireoideos (figura 30). Pode ser que o aumento da
massa atrial esteja relacionado as condi¢des de escassez de HT ou de sinalizacao
comprometida deste hormonio, como acontece nos animais machos submetidos ao
hipotireoidismo e nos transgénicos KS e KI. Porém, as fémeas podem ser preservadas
do desenvolvimento deste fenotipo pela presenca do estrogénio ou algum outro fator
exclusivo das fémeas.

Nos grupos de animais selvagens (Wt) submetidos ao hipotireoidismo
acompanhado de tratamento com T; durante uma semana (1D) ou trés semanas (3D),
nao foram verificadas alteragdes da expressao protéica da Cx40 e da estrutura do tecido
atrial (figuras 32, 34). Desta forma, parece que a isoforma TRP ndo se faz necessaria
para manutencao da estrutura tecidual do atrio na presenga de concentragdes de Ts baixa
e normal.

Ao compararmos animais selvagens sob os diferentes tratamentos de
hipotireoidismo (Hipo) e hipotireoidismo acrescido de doses de Ts (1D e 3D), nao

verificamos alteracdo da expressao protéica e da massa atrial (figura 36). E o mesmo foi
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observado ao compararmos os homozigotos sob os diferentes tratamentos. Da mesma
forma, ndo houve mudanca na massa atrial entre esses grupos (figura 38). Tais
resultados reforgam a hipdtese de que, assim como a regulagdo da expressao protéica da
Cx40, a manuten¢do da estrutura do tecido atrial ¢ estritamente regulada e,
aparentemente, a isoforma TRP ndo contribui para esta regulagdo na presenga de
concentragdo sérica normal de HT.

Os resultados demonstram que a regulagdo da estrutura do tecido atrial ¢
dependente da sinalizagdo do HT, atuando por seus receptores nucleares.
Aparentemente, na presenga de niveis normais de Ts, esta regulacdo depende somente
da isoforma TRa, enquanto frente a escassez ou excesso de HT, a atuagdo da isoforma
TRp se faz necessaria. Em todas as condigdes em que ndo houve alteragdo da expressao
protéica de Cx40, também nao existiu mudanga na massa atrial. Em 2002, Weiss e
colaboradores demonstraram que os animais knockout para a isoforma a submetidos a
tratamento com T4 apresentam sinais de hipertrofia, enquanto que o mesmo nao ocorre
com animais knockout para a isoforma B. Este resultado sugere a importancia de TR na
presenga de altos niveis de HT.

Nos modelos transgénicos KS e KI, em que existe comprometimento da
sinalizacdo do T3, foi verificado aumento do peso do atrio e diminui¢do da expressdo da

Cx40. Nos animais TR KI A337T, a combinagdo da presenga do TRB mutante e de

elevada concentracao sérica de HT parece ser importante tanto para a regulacdo da
expressao protéica da Cx40, quanto para a manutengao da estrutura atrial. Pode ser que,
nessa condi¢cdo o desenvolvimento desses dois eventos esteja relacionado. No entanto, o
mesmo nao ocorre com animais selvagens induzidos ao hipotireoidismo, em que se
verifica nos machos hipertrofia atrial na auséncia de alteragdo da expressao protéica da
Cx40. Parece que, frente a escassez de HT, a manutencao da estrutura atrial depende da

isoforma TR, porém independe da diminuicao da proteina Cx40.
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Os animais knockout para Cx40 apresentam diminui¢do da condugdo entre os
cardiomiocitos atriais € no sistema de condugdo atrioventricular, o que remete a um
papel essencial desta proteina na propagacdo do impulso elétrico em determinadas
regidoes cardiacas. Por sua importancia, a proteina Cx40 parece ser minuciosamente
regulada por multiplos reguladores, cardiacos e extra-cardiacos, de forma que sua
expressdo se mantenha praticamente inalterada, mesmo frente a variagdes na
concentragdo sérica de HT. Isto foi verificado por duas vezes: (1) no experimento em
que animais selvagens foram submetidos ao hipotireoidismo (Hipo) e hipotireoidismo
acrescido de doses baixas de T3 durante uma semana (1D) ou trés semanas (3D), ¢ de
forma mais importante (2) no experimento em que animais selvagens foram induzidos
ao hipotireoidismo (Hipo) e hipertireoidismo (Hiper). Mesmo neste ultimo caso, em que

houve administracdo de dose supra-fisiologica de T; (50ug/100g de PC), provocando

um aumento relevante na concentragao sérica de HT, ndo houve alteracao da expressao
protéica da Cx40.

A analise da fun¢do cardiaca dos animais KS ex vivo mostrou reducio da funcéo
sistolica e diastdlica, justificadas provavelmente pelo fendtipo hipotireoideo do tecido
cardiaco. No entanto, de maneira muito interessante, os animais KS quando submetidos
a teste in vivo apresentavam a fun¢do cardiaca preservada. Este resultado sugere que
mecanismos extra-cardiacos, como mudancas no tonus autondmico, na resisténcia
vascular e no volume sanguineo circulante, poderiam, pelo menos em parte, compensar
os defeitos cardiacos (Pazos-Moura et al., 2000). Apesar de ainda ndo demonstrado,
pode ser que tais mecanismos extra-cardiacos desempenhem algum papel na regulagao
da Cx40.

Sabe-se que pacientes hipertireoideos apresentam aumento da sensibilidade ao
sistema adrenérgico (Klein & Ojamaa, 2001), da concentragdo sérica de endotelina (Chu

et al., 2006), e da ativagao do sistema RAS (Sernia et al, 1993). No entanto, estudos
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com linhagens celulares mostraram que concentragdes variadas de agonistas o- e -
adrenérgicos, endotelina-1 e angiotensina Il ndo foram capazes de alterar a expressao da
Cx40 (Salameh et al., 2006, Polontchouk et al., 2002). Pode ser que outros fatores do
sistema renina-angiotensina (RAS) participem desta regulagdo, ja& que animais que
superexpressam, no coragdo, a enzima conversora de angiotensina do tipo 2 (ECA2)

apresentam diminuigdo da expressao protéica da Cx40 (Donoghue et al., 2003).

Um fator que pode estar relacionado com a regulacdo da Cx40 ¢ o TNF-a.
Camundongos que superexpressam TNF-a somente no coracdo apresentam diminui¢ao
da expressdo da Cx40 (Sawaya et al., 2007). Este fator esta associado a doengas
cardiacas nas quais ocorrem anormalidades nas condugdes atrial e ventricular e
arritmias atriais e até mesmo faléncia cardiaca (Salameh et al., 2004). E de forma muito
interessante, pacientes hipertireoideos apresentam aumento da concentragdo sérica de
TNF-0, que normaliza ap6s diminuicdo dos niveis de HT até a faixa de normalidade
(Diez et al., 2002).

Muitos genes responsivos ao HT possuem TRE na sua regido promotora e siao
regulados pelos TRs na presenga e/ou na auséncia de Ts. Estudos in vitro ainda devem
ser realizados para descobrir se a regulagdo da Cx40 ocorre por interagao direta do TR
com a regido promotora do gene, ou se acontece pela regulagdo de algum fator
transcricional pelo complexo HT-TR que, por sua vez, é capaz de modular a expressao
génica da Cx40. Ainda n3o foi demonstrado a possivel responsividade dos fatores
transcricioais cardiacos GATA-4, Nkx2.5 e Tbx5 ao HT.

Ao analisar parametros caracteristicos da fungdo cardiaca do animal KI ndo foi
verificada alteragdo em relagdo aos animais selvagens (WT) e por isso, foi sugerido que
o TRP ndo seria a principal isoforma de TR na mediacdo dos efeitos cardiacos do HT
(Ortiga-Carvalho et al., 2004). No entanto, apesar de ndo existir alteracdo de freqiiéncia

cardiaca nos animais knockout para TR em relagdo aos selvagens, quando submetidos
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ao tratamento com T3, o aumento da freqiiéncia cardiaca induzida por HT foi inferior
nos animais knockout TRB (Johansson et al., 1999). Tal fato sugere que a isoforma TR}
ndo seja importante para o controle da freqiiéncia cardiaca na presenca de concentragdes
séricas normais de T3, mas que possua um papel na regulagdo frente a um aumento dos

niveis de HT.

Nos animais heterozigotos TR KI A337T sem tratamento (em seu estado basal),

apesar de ndo haver alteracdo da massa cardiaca, a resposta de hipertrofia ventricular
induzida no hipertireoidismo esta diminuida (Ortiga-Carvalho et al., 2004), o que

corrobora a importancia da isoforma TR} na presenca de concentragdo de T elevada.

O mesmo ocorre para a regulacao da expressao protéica da Cx40. Apesar de nao
existir alteragdo da expressao protéica da Cx40 frente a variagdes da concentragao sérica
de T3, foi demonstrado que o HT influencia a regulagdo através das isoformas de TRa e
TR, cujas participacdes dependem da disponibilidade de HT. Na presenca de niveis de
T; baixo e normal, a regulagdo da expressdo protéica da Cx40 depende basicamente de
TRa, ao passo que frente a niveis elevados de HT, a regulacdo passa a depender também
de TRp. Entdo, aparentemente, existe uma dupla regulag¢do pelas isoformas TRa e TR
da expressdo da Cx40 atrial, que envolvem multiplos mecanismos, possivelmente,

cardiacos e extra-cardiacos.
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CONCLUSAO

O hormonio tireoideano participa da regulacdo da massa e da expressao protéica
da Cx40 dos atrios, com a possivel participagdo das isoformas TRa e TR, dependendo
da concentragdo sérica de Ts. Na presenca de niveis séricos de T3 baixo e normal, a
isoforma TRa parece ser a mais importante para a regulacdo desses dois processos,
enquanto, em condicdes de excesso de HT, a regulacdo passa a depender (também) da

isoforma TR}.
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ANEXO (VALORES TSHE T3)

Tabela 3. Valores do TSH e T;, expressos em ng/mL e ng/dL * erro padriao da média,

respectivamente. Os nimeros, entre parénteses ao lado de cada grupo, correspondem ao

item nos resultados em que eles se encontram.

Grupos TSH (ng/mL) T;(ng/dL)
Hipo (2) 988 + 123,3 -
Eu (2) 101,7 £5,35 111,4 £ 3,549
Hiper(2) - 302,6 £57,15
Wt (4) - 52,5+ 10,7
Het (4) - 84,5+9,1
Homo (4) - 215,5+ 30,8
Wt Hipo (4.1) 5000 34,1+4,8
Het Hipo (4.1) 5000 43,1+6,6
Homo Hipo (4.1) 5000 40,2 +3,5
Wt 1D (4.2) 168,1 + 32,2 66,5+9,3
Het 1D (4.2) 190,3 + 89 63,2 £5,4
Homo 1D (4.2) 1000 68,0+ 11,8
Wt 3D (4.3) 61,2 +7,59 70,4+3,3
Het 3D (4.3) 57,7 +4,7 88,5+11,3
Homo 3D (4.3) 500 110,3 + 21,8
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