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RESUMO

INTRODUGCAO: O hormdnio tireoidiano (HT) tem um papel central na homeostase
metabdlica atuando sobre a lipolise e controle do colesterol. Entretanto, HT tem
profundos efeitos sobre o coragao através de seu receptor al. Assim, agonistas
seletivos B tireoidianos, como GC-1, de acdo comprovada sobre a taxa metabdlica,
niveis séricos de colesterol e lipdlise, sem afetar o ritmo cardiaco, apresenta-se com
grande interesse terapéutico para combate a doencas como obesidade e
dislipidemia. Entretanto, nenhum estudo, até 0 momento, procurou testar a acao de
tal substancia em organismo submetido a esforgo fisico. OBJETIVO: Investigar o
efeito do GC-1 sobre a tolerdncia ao exercicio de ratos com hipotireoidismo
experimental, submetidos a sessdes de natacdo. MATERIAIS E METODO: Foram
utilizados 48 ratos divididos em seis grupos: grupo controle (C), grupo hipotireoideo
sem tratamento (HIPO), grupos de ratos com hipotireoidismo tratados com T4 1x (T4)
ou 10 vezes superior (10xT4), grupos de ratos com hipotireoidismo tratados com
GC-1 1x (GC-1) ou 10 vezes superior (10xGC-1). Apos oito semanas de tratamento
os animais foram submetidos a um teste de tolerancia ao esfor¢co de natacdo atravées
da mensuracdo do tempo em segundos em que Os ratos conseguiam nadar sem
submergirem por mais de dez segundos. Em seguida, os animais foram
eutanasiados e coletados amostras de sangue para analise bioquimica, retirada do
coracdo e musculo so6leo para pesagem e analise morfométrica do cardiomidcito.
Resultados: O hipotireoidismo diminuiu a tolerancia ao exercicio dos animais e 0
tratamento com T4 e GC-1 recuperou a niveis normais. Contudo, doses elevadas de
T, também diminuiram a toler&dncia ao exercicio fisico. Por outro lado, doses
elevadas de GC-1 ndo diminuiram a tolerancia ao exercicio. Interessantemente,
animais hipotiredideos, tratados ou ndo com Tg4, assim como GC-1 e mesmo altas
doses de GC-1 (10x) ndo alteraram o diametro dos cardiomidcitos e o peso relativo
do musculo soleo. Por outro lado, altas doses de T, aumentaram significativamente
o didmetro dos cardiomidcitos e induziram atrofia do musculo so6leo. Conclusdo: Ao
contrario de T4, GC-1, tanto em doses 1x quanto em doses elevadas ndao modificam
a tolerancia ao exercicio fisico de ratos com hipotireoidismo.

Palavras-Chave: GC-1; Exercicio; Hipotireoidismo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Thyroid hormone (TH) has a central role in metabolic homeostasis
acting on lipolysis and cholesterol control. However, HT has profound effects on the
heart by its receptor al. Thus, selective B thyroid agonists such as GC - 1, that has
proven action on the metabolic rate , serum cholesterol levels and lipolysis without
affecting heart rate, presented with great therapeutic value to fight diseases such as
obesity and dyslipidemia . However, no study to date sought to test the action of this
substance in the organism undergone physical effort. AIM: Investigate the effect of
GC-1 on tolerance to exercise in rats with experimental hypothyroidism. MATERIALS
AND METHODS: Six groups with eight animals were studied: control group (C),
hypothyroid group without treatment (HYPO); hypothyroidism treated with T4 1x (T4)
or 10 times higher (10xT4); hypothyroidism treated with equal molar doses of GC-1
(GC-1) or 10 times higher (10xGC-1). After eight weeks, each animal underwent an
exercise tolerance test by measuring the time (seconds), in which the rats were
swimming with a load attached to their tails without being submerging for more than
10 sec. After the test, the animals were euthanized, and blood samples were
collected for biochemical analysis, and the heart and soleus muscle were removed
for weighing and morphometric analysis of the cardiomyocyte. RESULTS:
Hypothyroidism significantly reduced tolerance to exercise and, treatment with GC-1
1x or T4 recover tolerance test to normal parameters. However, high doses of T, also
decreased tolerance to physical exercise. Conversely, ten times higher doses of GC-
1 did not impair tolerance to exercise. Interestingly, hypothyroidism, treated or not
with T4, GC-1 or even high doses of GC-1 (10x) did not change cardiomyocyte
diameter and relative weight of the soleus muscle. In contrast, higher doses of T,
significantly increased cardiomyocyte diameter and induced atrophy of the soleus
muscle. CONCLUSION: Unlike T4, GC-1 in high doses did not modify tolerance to
physical exercise in the rats with hypothyroidism.

Key-words: GC-1; Exercise; Hypothyroidism
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1 INTRODUCAO

Os hormoénios tireoidianos (HTs) possuem acfes em praticamente todos 0s
sistemas organicos humanos, desempenhando um papel importante no crescimento
e desenvolvimento, regulacdo de diversas fun¢cdes homeostéticas, como producéo
de calor e de energia. Os HTs modulam o trabalho do miocardio, taxa metabdlica,
densidade mineral Ossea, regulacdo do metabolismo de lipideos, do colesterol e
lipoproteinas (1-2-3-4). Estas acdes dos HTs sdo mediadas por dois receptores
distintos: receptor a (TRa) e receptor B (TRp) (5).

Como o0 horménio tireoidiano aumenta 0 gasto energético e reduz
significativamente os niveis de colesterol e lipoproteinas, varios grupos tém
procurado desenvolver substancias agonistas seletivas do receptor 3 tireoidiano,
uma vez que estes ligantes podem contribuir para o tratamento de doengas como
obesidade e dislipidemias (6,7). Agonistas seletivos para TRB, por apresentarem
menor afinidade pelo TRa;, ndo causam, por exemplo, taquicardia. Neste sentido,
varios compostos com acao seletiva para TRB foram sintetizados e dentre estes
podemos destacar o [3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’- isopropilbenzil)]-4cido fenoxiacético,
conhecido como GC-1 (8).

Estudos ja demonstraram a efetividade do GC-1 sobre a diminuicdo da
obesidade, aumento da taxa metabdlica, da lipolise, associado a diminuicdo dos
niveis plasmaticos do colesterol, lipoproteinas e triglicerideos sem aumentar a
frequéncia cardiaca (9). Além disso, ao contrario do uso de hormdnio tireoidiano,
GC-1 nao induz osteoporose ou agressao do tecido esquelético de roedores (10-11).
A administracdo de GC-1 ou GC-24, outro agonista seletivo TRB, a ratos com
hipotireoidismo ndo alterou a massa muscular (11), a expressao genética ou a
composicao do tipo de fibra muscular (12).

Apesar dos efeitos positivos dos agonistas seletivos TRp sobre a taxa
metabdlica e perfil lipidico ja terem sido bem demonstrados na literatura, a auséncia
de efeitos colaterais sobre o coragdo ficou mais restrito a avaliagdo do aumento da
frequéncia cardiaca e/ou presenca de arritmias (6,9,13).

Contudo, até o momento nenhum estudo havia avaliado a influéncia dos
agonistas seletivos para TR sobre a tolerancia ao exercicio fisico, apesar de ja
estar bem documentado na literatura que tanto o hipo quanto o hipertireoidismo

afetam o desempenho durante o exercicio (14-15).
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Assim, nds avaliamos a tolerancia ao esfor¢co em sessfes de natacdo de ratos
hipotireoideos tratados com T, e GC-1 em doses 1x e 10x. Nossos resultados
mostraram que GC-1, seja doses 1x ou 10x, ndo prejudicou a tolerancia ao exercicio
fisico, apontando para o fato de que a utlizacdo de GC-1 conjuntamente com
exercicio fisico, para controle da dislipidemia e obesidade, possa ser,

aparentemente, seguro.
1.1 HORMONIOS TIREOIDIANOS: SINTESE, REGULACAO E RECEPTORES.

Os HTs sédo formados dentro da glandula tiredide em seus foliculos a partir de
moléculas de iodo sendo quatro por molécula de 3,5,3’,5’-tetraiodotironina (T,4) e trés

por molécula de 3,5,3’-triiodotironina (T3), conforme ilustrado na figura seguinte. (16)

L-thyrexine (T,)

3 MH

2

|
0 CH,— CH,—CO,H

3,3 5-trilodo-L-thyronine (T,)

I
NH

— 2
I

'i: 0 \ i oA
HO I

Figura 1 — Estrutura molecular dos hormonios tireoidianos: T, e T3 Adaptado: Davis, Davis, Mousa,
Luidens, Lin. (16)

Ambos os hormoénios séo liberados na circulacao sistémica a partir da acao
do hormdnio estimulante da tiredide ou tireotrofina (TSH). Este, por sua vez, &
liberado da glandula hipofise a partir da agdo do hormoénio liberador da tireotrofina
(TRH). Por conseguinte, a diminuicdo da concentragdo sérica de T3 ou T4 leva a
aumento na sintese e secre¢ao de TSH. Por outro lado tanto o T3 sérico quanto o

formado na hipdéfise ou hipotalamo pela conversdo de T4 a T3 inibem a sintese e
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7

secrecdo de TSH ou TRH. Este é um processo classico de retroalimentacao
negativa (17) (Figura 2).

O TSH é um hormdnio glicoprotéico com peso molecular de 28.000,
constituido por duas sub-unidades, a e B, unidas por ligagdes nao covalentes. Os
HTs regulam diferentes etapas da sintese e secrecdo de TSH. A inibicdo da sintese
de TSH pelos HTs resulta da diminuicdo dos niveis de RNA mensageiro para as
sub-unidades a e B do hormdnio por diminuicdo da transcricdo de seus genes.
Esses efeitos sdo observados em tempo coincidente com a ligacdo de T3 aos seus
receptores nucleares e sdo mediados, diretamente, por T3, ndo sendo bloqueados
por inibidores da sintese protéica. Na deficiéncia da producdo de HTs, como
observada no hipotireoidismo, ocorre grande aumento nos niveis de RNA

mensageiro para as sub-unidades a e f de TSH, com consequente aumento da

TRH
G
T5H
!

T4 T3

| !

Tecidos Periféricos

13-

Normal

sintese deste hormdnio (18).

Figura 2 — Representac@o esquemética do eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Tirebide. O aumento da
secrecao de T, e T; gera feedback negativo no hipotadlamo e hipéfise inibindo a sintese e secrecdo de
TRH e TSH. Adaptado de Carvalho e Ramos (19).

Uma vez sintetizados e secretados os HTs entram na célula alvo por um
sistema mediado por transportadores, para ligar-se a um receptor especifico
localizado no nucleo. Esses receptores estdo distribuidos em varios tecidos e a
afinidade do TR é dez vezes maior para a T3 que para T4. As acdes dos HTs séo
mediadas por dois receptores distintos: TRa e TR (5).

Conforme pode ser observado pela figura 3, na auséncia do ligante, neste

caso o Tz, 0s TRs ligam-se aos elementos responsivos (TREs) como homodimeros
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ou heterodimeros associados as proteinas correpressoras. Esta interacdo permite a
compactacdo da cromatina na regido promotora, incapacitando a maquinaria de
transcricdo basal (MTB) iniciar a transcricdo de genes alvos. Ja na presenca do
ligante, os TRs sofrem uma mudanca conformacional, dissociando as proteinas
correpressoras dos homodimeros (TR/TR). Esta dissociacao permite a interacdo dos
TRs com o receptor X da retindide (RXR) formando heterodimeros e também com
proteinas coativadoras, que por sua vez vao permitir o relaxamento da cromatina na
regido promotora. Esta interacdo tem o intuito de recrutar a MTB, ativando enfim a

transcricao de genes responsivos ao T3z (5).

Repressao
Transcicao
RX CoR
>R MTB
TRE Promotor Genes alvo
.13
Ativacao
Transcricao
RXR CoA
ou JTR MTB
TRE Promotor Genes alvo

Figura 3 — Desenho esquematico modificado do mecanismo de acdo dos receptores de T; (TRS) na
regido promotora de genes alvos. (A) Repressao da transcricdo; (B) Ativacdo da transcricdo. Fonte:

Carvalho e Ramos.(19)

Os TRs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares e funcionam
como fatores de transcricdo induzido de T3 conforme demonstrado anteriormente.
Entretanto, TR a e B séo codificados por dois genes distintos, localizados nos
cromossomos 17 e 3, respectivamente. As isoformas oy, PBi1, B2 € B3, proteinas
resultantes de processamento alternativo do RNA mensageiro (splicing alternativo)
ou da utilizagdo de promotores alternativos, sdo capazes de se ligar aos HTS e estéao
distribuidas de maneira heterogénea nos diversos tecidos (20). O TRp; €
predominante no rim, cérebro e figado onde desempenha papel no metabolismo do
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colesterol sanguineo e gasto energético. TRB, possui uma expressdo mais restrita
ao cérebro e a hipofise anterior onde regula o mecanismo de feedback negativo do
horménio tireoidiano no eixo hipotalamo-tiredide. A regulacdo negativa do gene do
TRH nos neurénios hipotalamicos secretores de TRH e do gene da subunidade 3 do
TSH por T3 é fundamental para a manutengdo da homeostase dos HT. TRa; por
sua vez é expresso predominantemente no sistema nervoso central, miocérdio, trato
gastrointestinal, musculo esquelético, cartilagem e tecido 6sseo (21-24).

Assim, essa expressao variada dos TRs pode constituir um mecanismo usado

pelo T3 para a regulagao da transcricao de forma seletiva para alguns tecidos.

1.2 HORMONIO TIREOIDIANO E MIOCARDIO

Os HTs T4 e T3 tem influéncia direta no inotropismo e cronotropismo cardiaco,
assim como nos mecanismos vasodilatadores periféricos. Tais ajustes garantem o
aporte de oxigénio aos tecidos, que estando sobre influéncia da acdo destes
horménios tem sua taxa metabdlica aumentada (14).

No coragédo séo expressos TRa e TRB os quais ligam-se ao HT com similar
afinidade (25). TR liga-se ao TRE nas regides promotoras de diversos genes,
incluindo miosina de cadeia pesada (MHC) e Ca*? ATPase (SERCa2) e regula a
transcricdo de genes alvos no coracdo. T3 aumenta a transcricdo cardiaca do gene
da aMHC (maior atividade da miosina ATPase) e diminui a transcricdo do gene da
BMHC (menor atividade da ATPase) (26,27).

T3 também leva a um aumento na velocidade de relaxamento diastdlico, a
qual é causada por maior eficiéncia da SERCa2. Isto se deve ao aumento nos niveis
de codificacdo do RNAm para a proteina SERCa2. Além disto, HT leva a um
aumento no consumo de ATP no coragao (26).

Portanto, HT estimula a taxa e forca de contracdo sistdlica e a taxa de
relaxamento diastélico. Sua acdo aumentada por algum tempo estimula a sintese de
proteina cardiaca e leva a hipertrofia cardiaca concéntrica. Por outro lado, tal
situacdo diminui o tbnus vascular arterial levando a diminuicdo da pos-carga
cardiaca (28).

Estados hiperdindmicos da circulacdo estdo associados a a¢do do HT sobre a

transcricdo génica, o que promove sintese de proteinas regulatorias e estruturais do
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coracdo e aumento do consumo de oxigénio em decorréncia da maior ativagdo
metabdlica dos tecidos (29).

Assim sendo, disturbios tireoidianos como hipo e hipertireoidismo estao
relacionados a alteracbes consideraveis na estrutura e funcdo cardiaca, assim
como, nos processos hemodinamicos (1,15).

Quadros clinicos de hipo e hipertireoidismo levam a alteragdes nas aMHC e
BMHC do miocardio, o que ira interferir diretamente na funcéo de bomba deste 6rgao
(14)

Na presenca de niveis baixos de HT, como nos quadros de hipotireoidismo
ocorre uma conversio da cadeia af para BB tendo como consequéncia diminuicao
da contratilidade do coracédo. Esta influéncia sobre o inotropismo cardiaco acarreta
como resposta diminuicdo do volume sistélico que leva a diminuicdo do débito
cardiaco (28).

Em modelos animais, em quadro de hipotireoidismo, os niveis de atividade da
SERCa2 apresentaram-se diminuidos enquanto que os niveis de fosfolambam
aumentados quando comparados aos animais eutiredideos. Isto levou a diminui¢ao
do relaxamento diastolico. Tal ocorréncia acarreta uma funcdo sistélica anormal
com diminuicao de for¢a de contracao do musculo cardiaco (30, 31).

Por outro lado, niveis aumentados do HT leva a maior expressdo do gene da
cadeia a, o que potencializa capacidade de contratilidade do miocardio. No entanto,
este aumento de forca de contracdo do miocardio € garantida somente na elevacgao
por pouco tempo do HT, uma vez que a exposi¢do por periodo prolongado a acéo
deste horménio podera levar a catalise das proteinas contrateis do coragdo (14).
Acrescenta-se a isto, menos energia quimica do ATP é usada para objetivos de
contracdo, e mais dela é direcionada para producdo de calor, 0 que causa um
decréscimo na eficiéncia no processo de contracdo em coracfes hipertiredideos
(26).

Em estudo com objetivo de analisar efeito do hipertireoidismo prolongado
sobre a fungdo e estrutura cardiaca em hamsters normais e portadores de
cardiomiopatia, no qual foram testados animais submetidos a altas doses de
hormonio tireoidiano por dez dias e dois meses, 0s resultados demonstraram
aumento significativo do peso relativo do coracdo, parametros ecocardiogréficos
como aumento da espessura da parede ventricular, aumento do comprimento do

cardiomiocito e diminuicdo da fracdo de ejecdo, somente nos animais submetidos a
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dois meses de tratamento. Quanto a expressdo de genes relacionados a funcéo
cardiaca confirmou-se aumento aMHC com diminuicdo da MHC (32).

Ja hipertrofia cardiaca pode ser explicada pelo fato de que, em resposta ao
aumento da carga de trabalho imposta ao miocardio, os cardiomiécitos aumentam
seu volume e tamanho levando a aumento no tamanho e massa do coragdo. O
crescimento dos cardiomidcitos ocorre a partir da ativacao de eventos de sinalizagédo
como alteracdo na expressdo génica, aumento na taxa de sintese protéica e
organizacao das proteinas contrateis dentro dos sarcomeros (29).

Na hipertrofia fisiologica a rede de colageno fibrilar garante a integridade da
estrutura dos miécitos adjacentes, facilitando o encurtamento dos cardiomidcitos o
gue leva a uma eficiéncia da bomba cardiaca. Contudo, a hipertrofia patologica esta
associada a morte celular ou necrose e diminuicdo dos cardiomiocitos o que leva a
acumulo excessivo de colageno (fibrose). Tal processo leva a prejuizo tanto na
contracdo e relaxamento ventricular quanto na densidade capilar e consequente
déficit de oxigénio (33,34).

Outro fato relevante é que, aparentemente, a hipertrofia patologica esta
relacionada com a diminuicdo do metabolismo de gordura e aumento do
metabolismo de glicose do miocardio. No entanto, em hipertrofia patolégica
avancada o metabolismo de glicose tende a diminuir devido ao aumento da

resisténcia insulinica levando a prejuizo de producdo de ATP pelo miocardio (31).

1.3 HORMONIO TIREOIDIANO E MUSCULO ESQUELETICO

O muasculo esquelético é um tecido caracterizado por um alto grau de
plasticidade o que Ihe confere uma grande capacidade adaptativa. Ele € constituido
por quatro tipos de fibras: tipo I, tipo lla, tipo lIx e tipo llb. Tais fibras possuem
caracteristicas histoquimicas diferenciadas que fazem com que estas se apresentem
com diferentes velocidades de contracdo e capacidade de gerar ATP. Numa ordem
crescente temos as fibras tipo | como sendo mais lentas e fibras tipo Ilb as mais
rapidas, enquanto que lla e lIx séo fibras intermediarias (35).

Estas diferentes fibras possuem diferentes expressées de MHC. As fibras tipo
| sdo caracterizadas pela expressdo da MHC1, tipo lla pela MHC2, tipo lIx pela

MHC2x e tipo 2b MHC2b. Portanto, o custo energético mais elevado associado ao
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aumento da velocidade de contracdo esta relacionado, em parte, a expressao génica
especifica ao tipo de fibra (36).

O tecido muscular esquelético € um dos principais alvos de acdo dos HTs. A
contribuicdo destes hormoénios para plasticidade do fenétipo muscular € evidente
principalmente nas fibras tipo I. Ao contrario das fibras rapidas, o desenvolvimento e
a manutencao de um fendtipo de contratilidade lenta sdo dependentes de um padrédo
de estimulacdo quase continua e de baixa frequéncia, tipicos de uma inervagao
motora lenta. Assim, o efeito desta estimulacdo € contraposta pela sinalizacdo do
HT, o qual além de direcionar a expressao génica envolvida na contratilidade rapida,
também estimula a atividade mitocondrial, em particular, a glicélise (37).

O musculo soleo de ratos eutiredideos é constituido de 97% de fibras tipo | e
96% de MHC1. Contudo, quando estes animais sdo levados ao estado de
hipotireoidismo, através de da ingestdo de metimazolo na agua de beber, 0 musculo
sbleo passa a ter quase que exclusivamente fibras tipo I. Por outro lado, a indugéo
do hipertireoidismo nestes animais através da injecdo de altas doses de Ts, induz
uma diminuicado das fibras tipo | da musculatura em questéo para aproximadamente
93% e queda na expressado de MHC1 para 81,3% (38).

Portanto, alteragcbes metabdlicas diferentes, mas com consequéncias
semelhantes, podem ser observadas em pacientes tanto em hipo como em
hipertireoidismo (14).

Pesquisas envolvendo pacientes com hipotireoidismo subclinico constataram,
através de teste de for¢ca muscular, diminuicdo de forca muscular significativa dos
membros superiores, inferiores e musculatura inspiratéria nestes segmentos
corporais ha maioria dos pacientes quando comparado ao grupo controle composto
por sujeitos eutireoideos (39,40).

Ja4 o estado de hipertireoidismo tem como efeito direto na musculatura
esquelética perda de massa muscular e diminuicdo da propor¢cao de fibras
musculares do tipo I. Tais alteracbes levam os pacientes acometidos de tal
disfuncdo a perda de forga e resisténcia significativa para realizagdo de trabalhos
gue exijam esforcos fisicos (41).

Estudo em roedores demonstrou que o musculo soleo de ratos submetidos ao
hipertireoidismo experimental apresentam menor peso relativo e menor forca quando

comparado aos ratos eutiredideos. Tais acometimentos ao musculo esquelético dos
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animais estariam relacionados a diminuicdo da concentracdo e modificagdo oxidativa
da MHC1 do musculo séleo (42).

Em outro estudo que analisou os niveis das isoformas de MHC contida no
musculo so6leo de ratos eutiredideos, hipotiredideos e hipertiredideos, demonstrou
um aumento da expressao MHC1 de 40,1% nos ratos hipotiredideos e diminui¢do de
33% nos ratos hipertiredideos quando comparado aos animais eutireoideos (43).

Portanto, os distarbios tireoidianos afetam significativamente tanto o
metabolismo quanto o fendtipo da musculatura esquelética de pacientes e animais.
Na manifestagdo de hipotireoidismo ocorre uma diminuigdo do metabolismo
muscular e aumento da expressao da MHC1. Por outro lado o hipertireoidismo leva
a um estado de hipermetabolismo, diminuicdo do peso relativo do musculo

esquelético e diminuicdo da expressao da MHC1(14,38).

1.4 HORMONIO TIREOIDIANO E TOLERANCIA AO ESFORCO

Estudos tradicionais da fisiologia do exercicio descrevem que a capacidade
do organismo em tolerar esforcos fisicos € reflexo de uma acdo integrada dos
sistemas respiratorio, cardiovascular e muscular. Portanto, acometimentos que
levem a prejuizo a funcao de tais sistemas terdo como consequéncia a diminuicdo
da capacidade funcional do organismo afetado (44).

Esforco fisico requer energia. Para manter uma taxa de trabalho especifica, o
musculo deve ser suprido de ATP tdo rapido quanto o utiliza. Para tanto, é
necessario uma difusdo alveolar preservada, uma eficiente bomba cardiaca, a qual
garanta um débito cardiaco adequado para suprir 0 aporte sanguineo necessario a
musculatura ativa. E por fim, um mudsculo com caracteristicas histoquimicas que
favoreca a fosforilacdo do ATP para a manutencado da ciclagem das pontes cruzadas
de miosina (45).

Neste sentido, o aporte sanguineo para musculatura ativa durante o exercicio
fisico ird depender de ajustes centrais (aumento do débito cardiaco) e periféricos
(maior perfusdo muscular) (15).

Portanto, conforme ja demonstrado, como os HTs tem grande acdo sobre os
sistemas cardiovascular e muscular, € plausivel considerarmos que tanto o hipo
quanto o hipertireoidismo terdo como consequéncia uma diminuicdo na capacidade

do organismo em tolerar esforgos fisicos.
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No primeiro caso, a explicagdo pode ser direcionada a menor acédo do
hormonio tireoidiano sobre os sistemas cardiovascular e muscular, o que acomete
diretamente variaveis fisiologicas como débito cardiaco e perfusdo muscular, as
quais influenciam a tolerancia ao esfor¢o. Ja no hipertireoidismo, a explicacdo para
baixa tolerancia ao esforgo, encontra respaldo na diminuigdo da funcdo de bomba
cardiaca devido a possivel degradacdo das proteinas contrateis do coracao e a alta
degradacéao de substrato energético muscular em sujeitos hipertiredideos (14,15).

Estudos relacionados a hemodindmica cardiovascular e a tolerancia ao
esforco realizados com pacientes com disfungdes tireoidianas constataram menor
taxa de esforco no limiar anaerdbio destes pacientes quando comparados aos
sujeitos eutireoideos (15,46). Esta diminuicdo na tolerancia ao esfor¢co se deve, em
parte, em caso de hipertireoidismo, as disfuncdes oxidativas mitocondriais e, em
caso de hipotireoidismo, ao inadequado suporte cardiovascular (15)

Seguindo esta linha, pesquisa que analisou a maxima tolerancia ao esforco
de ratos hipo e hipertiredideos em exercicio de natacdo, demonstrou que 0s animais
apresentaram menores tempos de exercicios ao longo das sessdes de natacao
quando comparado aos eutirebdideos (47)

Tais resultados foram corroborados por estudos envolvendo pacientes com
hipotireoidismo subclinico. Avaliacdo da resposta cardiopulmonar e do limiar
anaerobio em mulheres com hipotireoidismo subclinico identificou menor tempo de
tolerancia ao esfor¢co no teste ergométrico e menor pico de intensidade de esforco
quando comparado ao grupo controle composto por mulheres saudaveis (48).

No entanto, o reestabelecimento do estado eutireoideo através da terapia com
L-tiroxina, melhora os parametros cardiopulmonares e limiar anaerébio de mulheres

como hipotireoidismo subclinico (49,50)

1.5 AGONISTAS SELETIVOS DO RECEPTOR 8 TIREOIDIANO

Muitos dos efeitos farmacolégicos dos HT poderiam ser utilizados no
tratamento de patologias ndo necessariamente relacionadas a tireéide, como, por
exemplo, a dislipidemia e obesidade. No entanto, o HT n&o é utilizado no tratamento
destas condi¢cdes, porque os efeitos benéficos sado acompanhados pelo
aparecimento de efeitos colaterais importantes, como, por exemplo, taquicardia e

arritmias (5).
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Na tentativa de se obter os beneficios das a¢c6es do HT sobre o metabolismo,
gordura corporal, niveis de colesterol e lipoproteinas varios pesquisadores tém
focado seus esforcos em sintetizar substancias agonistas seletivas do receptor
tireoidiano, as quais garantem os beneficios da terapia com HT sem os indesejaveis
efeitos colaterais sobre o coracdo. Neste sentido, varios compostos com acao
seletiva para TR foram sintetizados (figura 4) dentre os quais podemos destacar o

[3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’- isopropilbenzil)]-acido fenoxiacético, GC-1 (8).

GC-1 )H;‘A/‘\U /\“,aH

o

CH,
GC-24 O/\fo
KB141 . :©\
KB2115 KE( ﬁ ’

Figura 4: Moléculas dos principais agonistas seletivos do receptor (3 tireoidiano sintetizados
(8,13,51,52)
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GC-1 tem dimensdes comparaveis ao Tz, com algumas diferengas: uma
ligacdo metil versus uma ligacdo éter dos anéis, ligacOes laterais de metil versus

iodo e peso molecular menor devido as diferencas das porcdes de metil e iodo (53)

CH3

A
HO CH3 9 /\g/o

B |

NH2

OH
HO |

(o)

Figura 5: Molécula de GC-1 (A) e molécula de T3 (B). Bleicher L, Aparicio R, Nunes FM et.al. (54)

Ensaios com células confirmaram que GC-1 tem potente atividade agonista
ao TR, com méaxima eficacia similar ao T3 e seletividade para TRB. A maior parte da
ligacdo seletiva de GC-1 esta relacionada com conformacfes alternativas de um
residuo Arg (Arg228a / Arg282(). No TRa Arg 228 é observado em conformacdes
multiplas e a correspondente Arg 282 do TRB € observada em apenas uma Unica
conformacdo estavel, interagindo efetivamente com o ligante (Figura 6). A
conformacao simples e estavel Arg 282 observado no TRB permite sua interacdo
forte com GC-1 e Asn331 (Figura 6A). Por outro lado, no TRa o GC-1 tem uma
ligacdo adicional com a Ser277 cuja energia de ligacdo do TRa é menor (Figura 6B)
(54).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bleicher%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aparicio%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nunes%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
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Arg282 (TRp3)

A Arg228 (TRa)

Asn331

B

Ser277

Figura 6: Estruturas cristalogréficas representativas da maior afinidade do GC-1 pelo TRB. A)
Interacdo forte GC-1 com Asn331 devido a conformacdo simples e estavel da Arg282. B) Interacdo
fraca do GC-1 com a Ser277 devido as conformag¢des multiplas da Arg228. Adaptado de Bleicher
L, Aparicio R, Nunes FM, et.al.(55).

Portanto, conforme j& mencionado anteriormente, esta maior afinidade pelo
TRB faz com que GC-1 tenha grande potencial no controle do colesterol,
metabolismo lipidico, aumento da taxa metabdlica basal sem possiveis efeitos
deletérios no coragcdo, musculo esquelético e 0sso.

Em relacdo a distirbios do metabolismo hipotireoidismo manifesto €
caracterizado por hipercolesterolemia e aumento dos niveis de LDL-c e
apolipoproteina-B  (apo B), sendo que 90% dos pacientes possuem
hipercolesterolemia. O mecanismo que pode explicar tal fato € a diminuicdo da
remocao fracional do LDL devido tanto o nUmero quanto a atividade dos receptores
hepaticos para LDL estarem reduzidos. Outro fato é que o catabolismo hepéatico do
colesterol para formacédo da bile é regulado pela enzima 7a hidroxilase colesterol, a
qual é regulada pelo T3 podendo assim, ser a justificativa para o0 aumento sérico do
niveis de colesterol associado ao hipotireoidismo (55, 56).

Portanto, a estimulacdo do TR aumenta a atividade da enzima hepatica 7a

hidroxilase colesterol, a qual converte colesterol em &cidos biliares para excre¢édo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bleicher%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bleicher%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aparicio%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nunes%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18237438
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fecal e aumenta a expresséo da ligacdo de ATP aos transportadores G5 e G8, que
possuem papel na excrecao do esterol biliar (57).

Neste sentido, agonistas seletivos do receptor tireoidiano aumentam a
expressao dos receptores hepaticos de LDL, levando a maior remocao do LDL
sérico. Além disto, eles atuam na diminuicdo dos niveis de apo B, a principal
proteina constituinte do LDL (9).

No que tange os efeitos dos agonistas seletivos do receptor B tireoidiano
sobre a taxa metabdlica, gordura corporal e musculatura esquelética, estudos com
GC-1 ja demonstraram que este composto induz a perda da gordura corporal sob
condi¢bes que ndo h& nenhum ou minimo efeito sobre o ritmo cardiaco e perda de
musculo detectavel (58).

Pesquisa realizada com ratos tratados por seis semanas com T3 e GC-1
verificou que ambos os grupos tiveram aumentos semelhantes na taxa metabolica e
reducdo na massa gorda sendo a reducédo mais acentuada para o grupo tratado com
Ts. Interessantemente, o grupo tratado com T3, teve sua massa muscular afetada
negativamente em relacdo ao grupo tratado com GC-1(11).

Outro trabalho realizado com ratos e primatas os quais foram submetidos a
tratamento com T3 e GC-1 por periodo de sete dias demonstrou que 0s grupos de
animais tratados com GC-1 e T3 obtiveram ganhos semelhantes no que diz respeito
a reducdo do colesterol e aumento na taxa metabodlica. No entanto, o grupo GC-1
nao apresentou alteracées no ritmo cardiaco (59).

Com relacdo a taxa metabdlica e ritmo cardiaco estudos com KB-141, mais
um agonista seletivo do receptor B tireoidiano ja sintetizado, também demonstraram,
tanto em roedores quanto em primatas, um aumento do metabolismo sem alterar o
ritmo do coracao dos animais (13).

Corroborando com os achados anteriores pesquisadores, ao estudarem o
efeito do T3 e do GC-1 sobre a capacidade metabolica e dano oxidativo aos tecidos
de ratos hipotiredideos, verificaram que a capacidade aerdbia era mais aumentada
no grupo tratado com T3 do que com GC-1. No entanto, um dado relevante foi que o
tratamento com GC-1 restabeleceu os valores eutire6ideos do ritmo cardiaco e os
indices dos danos oxidativos teciduais (60).

Na mesma linha do GC-1 estudo realizado com GC-24, outro agonista
seletivo do receptor B tireoidiano, demonstrou que, ratos alimentados com dieta rica
em gordura, apés quatro semanas de tratamento, o grupo tratado com GC-24
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apresentou menores taxas de gordura corporal, gordura hepatica e didmetro de
adipdcitos quando comparado ao grupo controle e grupo alimentado com dieta rica
em gordura sem tratamento. Estes resultados foram acompanhados de nenhuma
alteracdo na ingestdo alimentar e peso cardiaco. Ja o grupo tratado com T3 apesar
de ganharam menos peso corporal e obterem menores taxas de gordura corporal
total, exibiram hipertrofia cardiaca (61).

Em outra pesquisa ao analisar o influéncia do tratamento com GC-24 em
camundongos submetidos a dieta rica em gordura para inducdo da obesidade
pesquisadores observaram que tal substdncia ndo foi capaz de acelerar o
metabolismo diante de tal dieta, mas foi capaz de amenizar o ganhos de peso
corporal mais significativamente quando comparado ao tratamento com Ts3. Por
outro lado observaram que o peso do coracdo, do tecido adiposo marrom e rins
aumentaram significativamente no grupo tratado com T3 sendo nenhuma alteracao
observada no grupo tratado com GC-24 (62).

Assim, na tabela 1 apresentamos um resumo dos principais efeitos do GC-1

no organismo de ratos e primatas.

Tabela 1: Efeito do GC-1 sobre as principais variaveis estudadas em organismo

animal.

Variaveis Efeito do GC-1

Taxa Metabdlica Positivo

Metabolismo do Colesterol Positivo

Metabolismo Lipidico Positivo

Massa Gorda Negativo

Massa Magra Ausente

Massa Ossea Ausente

Peso do Coracgao Ausente

Ritmo Cardiaco Ausente
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia do agonista seletivo do receptor B tireoidiano, GC-1,
sobre a capacidade de tolerar esforco fisico de ratos wistar submetidos ao

hipotireoidismo experimental.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito do GC-1 sobre a tolerancia ao esforco de ratos wistar
submetidos ao hipotireoidismo experimental

e Verificar o efeito do GC-1 sobre a morfometria do coragdo de ratos wistar
submetidos ao hipotireoidismo experimental,

e Verificar o efeito do GC-1 sobre a musculatura esquelética de ratos wistar
submetidos ao hipotireoidismo experimental;

e Comparar os efeitos do hormonio tireoidiano e de seu agonista seletivo do
receptor 3, GC-1, sobre a tolerancia ao esfor¢co, peso corporal, morfometria
do coracdo e musculatura esquelética de ratos wistar submetidos ao

hipotireoidismo experimental.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 ANIMAIS E DROGAS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia sob o
namero 119158/2010. Para realizacdo do protocolo experimental foram utilizados
ratos Wistar, adultos, com peso entre 200 e 2509, pertencentes ao biotério da
Universidade Federal de Uberlandia. Foram selecionados 48 animais, 0s quais
foram divididos em seis grupos de oito animais sendo: grupo controle eutiredideo
(C), grupo hipotireéideo (HIPO) com veiculo, grupo tratado com T, (Sigma, Brasil)
(T4) na dose de 0,3ug/100g de peso corporal por dia, grupo tratado com 10xT4
(10xT4) na dose de 3ug/100g de peso corporal por dia, grupo tratado com GC-1
(GC-1) na dose de 0,15 pg/100g de peso corporal por dia e grupo tratado com
10xGC-1 na dose de 1,5 pug/100g de peso corporal por dia. Os grupos GC-1 e
10xGC-1 foram tratados com doses equimolar dos grupos T, e 10xT4. Todos os
tratamentos foram realizados por meio de injecdo intraperitoneal diaria por um
periodo de oito semanas. Todos 0s animais eram pesados a cada trés dias para
ajuste das doses das drogas quando necessario.

3.2 ARMAZENAMENTO DOS ANIMAIS.

Os animais foram armazenados em gaiolas e estas alojadas no biotério do
Centro Universitario do Planalto de Arax&/UNIARAXA. As condicbes ambientais do
biotério foram mantidas as mesmas durante todo o periodo experimental no que se
refere a temperatura (22° + 2° C), umidade relativa do ar (55 +10%), nivel de ruido
(0,1 a 65 dB) e luminosidade, reproduzindo-se o ciclo claro e escuro a cada 12

horas. Todos os animais receberam ragéo e agua “ad libitum”.
3.3 INDUCAO DO HIPOTIREOIDISMO
O hipotireoidismo foi induzido através da administracdo metimazolo 0,1%

mais perclorato de sédio 1% (MM 0,1%+P 1%) na 4gua de beber dos ratos por duas

semanas (10).
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3.4 TESTE DE ESFORCO

Antes da aplicacdo do teste de esforco os animais foram submetidos por
cinco dias a adaptacdo ao ambiente aquatico. O aparato de natagcédo para o teste de
esforco em ratos consistiu em um tanque com 20 cm de largura e 50 cm de altura,
preenchido com agua em temperatura de 30° a 32°, até a altura de 40 cm.

Para verificacdo da tolerancia ao esforc¢o foi utilizado o protocolo proposto por
Lancha Junior (63). De acordo com este protocolo cada animal deveria realizar uma
sessdo de exercicio de natagdo, com carga de 5% do peso corporal amarrado em
sua calda, pelo maior tempo possivel. Tal procedimento garante uma intensidade de
esforco correspondente a maxima fase estavel do lactato (limiar anaerdbio). O teste
era validado quando os ratos submergiam por mais de dez segundos. A tolerancia
ao esforco era aferida a partir do tempo que 0s animais suportavam nadando sem

submergirem por mais de dez segundos.
3.5 COLETA SANGUINEA E ANALISE DOS NiVEIS HORMONAIS.

ApoGs a realizagdo do teste de esforco os animais eram deixados em repouso
por dez minutos e, em seguida, eutanasiados através de decapitacdo por guilhotina
e 0 sangue do tronco coletado. O soro foi separado por centrifugacdo e
imediatamente congelado. Posteriormente os niveis totais de T3, T4 € TSH foram
analisados no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia através do método ELISA. Os coeficientes de
variacao intra e interensaios foram respectivamente: T3 = 9,6-10,3%, T4 = 4,3-4,5%,
TSH = 4,6-7,6%.

3.6 RETIRADA E PESAGEM DO CORACAO E MUSCULO SOLEO

ApOs a eutanasia de cada um dos animais foi realizado a abertura do torax e
o desmembramento o membro posterior direito para retirada do coracdo e musculo
s6leo os quais foram fixados em formol a 10%. ApoOs 24 horas tanto o coragdo como
0 musculo soleo foram pesados em balanca de precisdo da marca FILIZOLLA®

(0.001 g-Gehaka Ltda. Sao Paulo-Brazil). O pesos relativos do musculo cardiaco e
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do musculo séleo foram determinados dividindo-se os respectivos valores obtidos
pelo peso total do animal no dia do sacrificio.

Em seguida foi separado o ventriculo esquerdo juntamente com o septo
interventricular para realizacdo dos cortes histoldgicos. Tal procedimento teve como

objetivo verificar uma possivel hipertrofia ou degradacgéo do 6rgéo.

3.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO CORACAO.

A preparacdo histologica foi feita incluindo o material em parafina e,
posteriormente, procedendo-se a hidratacdo (desparafinizacdo), sendo, por fim, o
material desidratado (Diafanizacdo). O passo a passo do procedimento esta
disponivel no anexo A.

Feito isto, foram obtidos dois cortes do ventriculo esquerdo e medidos os
menores didmetros de sete células cortadas perpendicularmente e identificadas em
cinco campos microscopicos diferentes. A medida do diametro das células foi
realizada utilizando-se imagens digitalizadas capturadas em microscopio binocular
Olympus BX40 com objetiva de 40x, acoplado a camera Olympus OLY-200 ligada a
um computador através de placa digitalizadora Data Translation 3153. As
mensuracdes foram realizadas utilizando o software HL Image (Western Vision).
Todo procedimento de andlise foi realizado pelo método duplo cego. Todos
procedimentos para confeccdo das laminas e equipamentos para analise o material
pertenciam ao laboratério de Histologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.
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Figura 7: Imagem gerada pelo software HL Image (Western Vision) de um campo de analise do corte
histol6gico do miocardio de um dos animais. As barras pretas indicam a medida transversal realizada

para obtencao do diametro dos cardiomidcitos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica através do software Prisma
4.0. Foram utilizado o método ANOVA one way para verificacdo de ocorréncia de
diferenca entre os grupos e posteriormente aplicado o teste Newman-Keuls, com
nivel de significancia em 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 NIVEIS SERICOS DE T3, T, E TSH

Conforme demonstrado na figura 8, os niveis de T3 e T, foram
significativamente menores, e o0 TSH significativamente maior no grupo HIPO em
relacdo ao grupo C. O tratamento com T4 normalizou os niveis de T3, T, e TSH. Ja o
tratamento com altas doses de T, (10xT4) aumentou significativamente os niveis
séricos de T3 e T4 e diminuiu os niveis de TSH. Os animais tratados com GC-1 (GC-
1) e doses elevadas de (10xGC-1) tiveram niveis séricos menores de T3 e T4 do que

o grupo C. Ja o nivel sérico de TSH foi menor apenas para o grupo 10xGC-1.
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Figura 8: Niveis séricos de T;, T, e TSH dos animais nos diferentes grupos. Os valores
correspondem as medias + erro médio. Para cada valor foram utilizados oito ratos. 7A = Niveis
séricos de Tz 7B = Niveis séricos de T4; 7C = Niveis séricos de TSH; C = grupo controle; HIPO =
ratos hipotireéideos; T4 = ratos hipotiredideos tratados com T,; 10xT4 = ratos hipotiredideos tratados
com 10xT,4; GC-1 = ratos hipotiredideos tratados com GC-1; 10xGC-1 = ratos hipotire6ideos tratados
com 10xGC-1. a = diferenca significativa menor quando comparado ao grupo C; b = diferenca
significativa maior quando comparado ao grupo C; p < 0.05 no teste de Newman-Keuls.
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4.2 TESTE DE TOLERANCIA AO ESFORCO NA NATACAO.

Com o objetivo de verificar o comportamento de cada grupo diante do esfor¢o
fisico os animais foram submetidos ao exercicio de natagcdo com carga de 5% do
peso corporal. Como podemos observar na figura 9, o hipotireoidismo diminuiu a
tolerancia ao exercicio fisico de forma muito intensa. Enquanto os animais controle
conseguiram nadar durante 426,75 + 42,72 seg, o grupo com hipotireoidismo tolerou
somente 110,13 + 5,78 seg (p<0,001). O tratamento dos animais com T4 ou GC-1
normalizou a tolerancia ao exercicio (T4= 414,63 + 36,40 seg; GC-1= 398,13 + 21,71
seg). Todavia, quando os animais foram tratados com doses elevadas de T4 (10xT4),
a tolerancia ao exercicio também diminuiu de forma significante, atingindo valores
préximo ao hipotireoidismo (212 + 22,57 seg — p<0,001). Ao contrario de T4, doses
elevadas de GC-1 ndo modificaram a tolerancia dos animais na capacidade de
nadar (455,75+ 25,58 seq).

600+

400+

200+ % a %

Tempo de Esforco
(seg)

C HIPO T4 10xT4 GC1 10xGCl1l

Grupos

Figura 9: Tolerancia ao esfor¢co dos animais dos diferentes grupos submetidos ao teste de esforco.
GC-1 nao altera a tolerancia ao esforco fisico de ratos Wistar hipotiredideos submetidos ao protocolo
de natacdo com carga de 5% do peso corporal (n= 8 ratos por grupo). Controle (C); com
hipotireoidismo nédo tratado (HIPO); com hipotireoidismo tratado com T, (T4); doses elevadas (10xT4);
com GC-1 em doses equimolares (GC-1 e 10xGC-1). O tempo de esfor¢o aferido foi aquele em que
0s animais conseguiam nadar sem submergirem por mais de dez segundos. a = diferenca

significativa em relacéo ao grupo controle. p < 0,05 no teste de Newman-Keuls.
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43 PARAMETROS CORPORAIS DOS RATOS SUBMETIDOS AO
HIPOTIREOIDISMO EXPERIMENTAL.

O hipotireoidismo promoveu um aumento significativo do peso corporal (PC) e
o tratamento com T4 ou GC-1 normalizou esses valores conforme demonstrado na
tabela 2. Ao contréario, o uso de T, em doses elevadas (10xT4), induziu uma reducéo
significativa do PC.

O hipotireoidismo induziu um aumento significativo no peso do coracao,
guando comparado aos demais animais, enquanto que 0s grupos T4, 10xT4 e
10xGC-1 nao apresentaram valores diferentes do grupo C. J4 na andlise do peso do
coracao corrigido pelo PC, observou-se um aumento significativo somente do grupo
10xT4.

Tabela 2: Efeito do tratamento com T, e GC-1 sobre PC, PCor e PRCor dos ratos
submetidos ao hipotireoidismo experimental

Grupos/Variaveis PC (9) PCor (mg) PRCor (mg x g7)
C 310,38 + 10,67 970 + 26,64 3,13 + 0,09
HIPO 451,75 +15,17*  1572,5 + 80,84° 3,48 + 0,14
T4 337,50 + 8,9° 1052,50 + 30,62° 3,13+0,11
10xT4 233,38 + 15,227P¢ 886,25 + 34,57 °° 3,85 + 0,2*
GC-1 341,38 +11,17>% 11425 + 26,98 "¢ 3,36+ 0,09
10xGC-1 312,63 +18,07>% 1020 + 29,28"¢ 3,32+0,21

Os valores correspondem as médias + erro médio. Para cada valor foram utilizados oito ratos. PC =
peso corporal dos ratos; PCor = peso do coracdo dos ratos; PRCor = peso relativo do coracdo dos
ratos (PC/PCor). C = grupo controle; HIPO = ratos hipotiredideos; T4 = ratos hipotiredideos tratados
com T4 10xT4 = ratos hipotiredideos tratados com 10xT4; GC-1 = ratos hipotiredideos tratados com
GC-1; 10xGC-1 = ratos hipotiredideos tratados com 10xGC-1. ? diferenca significativa em relag&o ao C;
b diferenca significativa em relacdo ao HIPO; © diferenca significativa em relagdo ao T4; d diferenca

significativa em relacdo 10xT4; * diferenca significativa em relacdo aos demais grupos.
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4.4 MORFOMETRIA DOS CARDIOMIOCITOS

Considerando que o PC varia significativamente durante o estado de hipo ou
hipertireoidismo, e que o peso do coracdo corrigido pelo peso corporal pode variar
em funcdo da modificacdo do PC, nés decidimos analisar o didmetro do
cardiomiécito dos diferentes grupos. Conforme observado na figura 10, quando
comparado ao controle, o hipotireoidismo ndo modificou o diametro do cardiomidcito,
assim como o tratamento com T, e GC-1. Contudo, o uso de T, em doses elevadas
(grupo 10xT4) induziu a um aumento significativo do didmetros dos cardiomiécitos.
O mesmo néo ocorreu no uso de doses elevadas de GC-1(10xGC-1).

=
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Figura 10: Didmetro do cardiomidcito dos animais dos diferentes grupos. GC-1 n&o altera o diametro
dos cardiomidcitos dos ratos tratados dose 1x (GC-1) quanto doses elevadas (10xGC-1). (n= 8 ratos
por grupo). Foram analisados os diametros dos cardiomiocitos do ventriculo esquerdo dos animais
nos diferentes grupos. * diferenca significativa do grupo 10xT4 em relacdo aos demais. p< 0,05 no

teste de Newmans-Keuls.

5.5 PESO RELATIVO DO MUSCULO SOLEO.

Em seguida, com o objetivo de analisar a influéncia dos diferentes

tratamentos sobre a musculatura esquelética avaliou-se o peso relativo do musculo
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séleo dos animais dos diferentes grupos. Conforme demonstrado na figura 11, o
hipotireoidismo ndo modificou o peso relativo do musculo sé6leo, assim como o
tratamento com T, e GC-1 em doses fisiologicas. Por outro lado, a administracao de
T4 em doses elevadas promoveu uma atrofia desse musculo. Tal processo néo foi

observado na administracao de doses elevadas de GC-1 (10xGC-1).

(mg/g PC)

Peso Relativo do Musculo

C HIPO T4 10xT4 GC1 10xGC1l
Grupos

Figura 11. Peso relativo do musculo s6leo dos animais dos diferentes grupos. GC-1 ndo promove
atrofia do musculo séleo dos ratos tratados tanto com doses fisiolégicas (GC-1) quanto elevadas
(10xGC-1). (n = 8 ratos por grupo). Foram analisados os didmetros dos cardiomiécitos do ventriculo
esquerdo dos animais nos diferentes grupos. * diferenca significativa do grupo 10xT4 em relag&o aos

demais. p < 0,05 no teste de Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

Com o crescimento e envelhecimento da populagdo mundial observamos na
altima década, assim como nas projecdes futuras, um aumento muito significativo da
prevaléncia de obesidade e diabetes e, consequentemente, de suas comorbidades.
A prevaléncia de obesidade na populagcdo mundial saltou de 6,4% em 1980 para
12% em 2008 (65) enquanto que a prevaléncia de diabetes na populacdo adulta
saltara dos 6,4% em 2010 para 7,7% em 2030 (65).

Entre as medidas farmacologicas destaca-se a busca pelo desenvolvimento
de novos medicamentos que possam auxiliar no controle da obesidade e de suas
consequéncias como a dislipidemia e diabetes. Uma opcao terapéutica que vem
sendo investigada é o desenvolvimento de agonistas seletivos para os receptores
tireoidianos B. Propfe-se que esses ligantes podem auxiliar o controle da obesidade
e da hipercolestorolemia sem os efeitos colaterais do hormdnio tireoidiano no
coracado, 0sso e musculo esquelético (9-13).

Dentre estes compostos tem se destacado o GC-1, uma vez que estudos
relacionados a sua utilizacdo em animais com hipotireoidismo tem apresentado
resultados consistentes no que tange diminuicdo do peso corporal, dos niveis de
colesterol sem causar taquicardia e arritmia, osteoporose ou agressado do tecido
esquelético de roedores (9-11).

Porém nenhum desses estudos avaliou o efeito de GC-1, ou mesmo de seu
outro analogo, GC-24 sobre a tolerancia ao esforco de ratos submetidos ao
hipotireoidismo experimental. Uma vez que a pratica de exercicios fisicos tem sido
recomendada como auxiliar ao tratamento da obesidade e doencas metabdlicas, é
de relevante importancia saber se GC-1 causa diminuicdo na capacidade de tolerar
esforco fisico.

Portanto, com o objetivo principal de avaliarmos tal questdo nos investigamos
a influéncia do GC-1 sobre a capacidade de tolerar esfor¢co fisico em ratos
hipotiredideos submetidos a sessdo de natacao.

Primeiramente, para comprovagdo do hipotireoidismo experimental foi
utilizado o comportamento do T3, T4 € TSH nos diferentes grupos. De acordo com o
comportamento dos hormoénios tireoidianos apresentados na figura 7 pode-se
observar que o experimento induziu ao hipotireoidismo nos ratos, uma vez que, 0

grupo HIPO apresentou diminuicdo nos niveis de T3 e T4 e elevagéo significativa do



41

TSH. Considera-se alteracdes séricas deste Ultimo em organismo com funcao
hipotadlamo hipofisaria intacta € o melhor indicador de alteragcbes da producéo
tireoidiana. Os niveis de TSH sdo altos no hipotireoidismo e baixos no
hipertireoidismo. Além disto, a reposi¢cdo com T4 tem como resposta a supressao do
TSH (66).

Apo6s o periodo de experimento, nossos resultados demonstraram que, ao
contrario de T4, GC-1, tanto em dose 1x quanto em doses elevadas ndo modifica a
tolerancia ao esforco fisico de ratos com hipotireoidismo.

A importancia dos horménios tireoidianos na tolerdncia ao exercicio é
conhecida h& longa data, pois, tanto a deficiéncia ou excesso de hormonios
tireoidianos estdo relacionados a uma diminuicdo significativa na capacidade
funcional do organismo humano (14,15).

Estudos da fisiologia do exercicio demonstram que a capacidade do
organismo em tolerar esforcos fisicos € o reflexo de uma acdo integrada dos
sistemas respiratorio, cardiovascular e muscular. Portanto, disturbios que prejudicam
a funcdo de um desses sistemas, como nos casos de hipo ou hipertireoidismo,
diminuem a performance durante o exercicio (46).

Em nosso estudo, quando submetemos ratos hipotireoideos ao exercicio
fisico na natacdo, observamos uma significativa diminui¢cdo na tolerancia ao esforco
qgquando comparados aos ratos eutireoideos. Esse achado confirma resultados
anteriores que também observaram menor tolerancia ao exercicio de natacdo em
ratos com hipotireoidismo experimental (47). A importancia da funcéo tireoidiana
para a bom desempenho fisico pode estar associada a regulacdo da expressao
génica da aMHC e BMHC do miocéardio pelos HTs (14). Estudos prévios em
roedores constataram que o horménio tireoidiano aumenta a expressao da aMHC, e
ao contrario, diminui a expressao da BMHC (67). No hipotireoidismo a diminui¢cdo da
aMHC reduz a contratilidade cardiaca e o0 aumento do volume de ejeg¢do necessaria
para o exercicio fisico (14). Portanto, o downregulation da aMHC (a miosina rapida
com mais alta atividade da ATPase) concomitante ao upregulation da BMHC
(miosina lenta com baixa atividade da ATPase) (68), explicam até certo ponto ,a
diminuicAo da contratilidade cardiaca associada ao hipotireoidismo e
consequentemente, a reducdo da tolerdncia a natacdo dos animais com

hipotireoidismo.
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Interessantemente, os animais tratados com GC-1 n&o tiveram sua tolerancia
ao esforco afetada em relacdo ao grupo C. A explicacao para tal fato € que estudo
realizado com camundongos com hipotireoidismo tratados com GC-1 levou a um
efeito inotrépico positivo em relacdo a camundongos hipotiredideos sem tratamento.
Neste estudo os animais tratados com GC-1 ndo aumentaram a expressao aMHC,
mas, houve uma menor diminuicdo do BMHC (69).

Além da influéncia direta sobre o funcionamento da bomba cardiaca, estudos
realizados em animais e pacientes, também demonstraram que o hipotireoidismo
esta associado a diminui¢do do fluxo sanguineo na musculatura esquelética durante
o esforgo fisico (15,70).

Da mesma forma que os animais hipotireoideos, os ratos mantidos com doses
elevadas de T, (10xT4) mas ndo de GC-1, também apresentaram diminuicdo da
tolerancia ao esfor¢co no protocolo de natacdo (Figura 1). Camundongos tratados
com altas doses de GC-1 tiveram aumento da aMHC para niveis eutireoideos (69) o
gue pode explicar a preservacdo da funcdo de bomba cardiaca destes animais,
levando-os a ndo diminuirem a tolerancia ao esforco. Além disso, animais em
estado de hipertireoidismo (10xT4) apresentam aumento do diametro dos
cardiomiécitos e hipertrofia ventricular. A exposicdo prolongada a altas
concentracdes de hormdnio tireoidiano traz como consequéncia um aumento da taxa
de trabalho do miocéardio devido a sobrecarga de volume sanguineo, com ineficiente
utilizacdo de energia pelo miocardio. Assim, a hipertrofia do cardiomidcito ndo é
acompanhada por aumento na eficiéncia de bomba do coragdo, pois
simultaneamente pode ocorrer uma diminuicao da reserva cardiaca, com diminuicédo
a tolerancia ao exercicio fisico (71).

Os mecanismos envolvidos nesta resposta hipertréfica ao horménio
tireoidiano e sua auséncia em seu agonista seletivo do receptor B podem ser
entendidos a partir das vias biolégicas de sinalizacdo. Evidéncias mostram que o
horménio tireoidiano induz producdo proteica e atua sobre os processos de
sinalizacao iniciados na membrana plasmatica e no citoplasma (72).

A via de sinalizagdo da hipertrofia cardiaca mais estudada trata-se da
ativacao de uma lipideoquinase, a fosfatidilinositol-3 quinase (PI13K). A PI3K recruta
a AKT(também conhecida como proteina quinase B - PKB) para a membrana
plasmatica a qual promove a fosforilagdo do fator de crescimento tecidual,

mammaliam target of Rapamycin (mMTOR). A mTOR atua aumentando a sintese
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proteica e ativando outras proteinas quinases S6 (S6KI e S6K2) as quais aumentam
a producao de proteinas, biossintese ribossomal, divisdo celular e hipertrofia (67,73-
76).

Por outro lado para que tal sinalizacdo ocorra € necessaria, primeiramente, a
ligacdo do HT ao seu receptor no miocardio. Como o0 miocardio possui
predominantemente receptor q, isto faz com que a agcdo do GC-1 sobre este 6rgao
seja limitada. Assim, a auséncia de alteracdo na morfometria dos cardiomidocitos nos
grupos tratados com GC-1 e, por outro lado, a hipertrofia cardiaca apresentada pelo
grupo 10xT4 pode ser explicada pela diferenca de afinidade destas substancias pela
célula alvo.

Além do coracdo, a reducdo da tolerancia ao exercicio no hipertireoidismo,
pode também estar relacionada a uma disfuncdo do musculo esquelético em funcgéo
da reducéo da expressado das enzimas oxidativas e glicoliticas (76). Apesar de ndo
termos avaliado a expressdo genética ou o conteddo protéico e bioquimico do
muasculo esquelético, em nosso estudo, 0s animais tratados com doses
suprafisiolégicas de T4, mas ndo GC-1, apresentaram atrofia do musculo soleo.
Sabe-se que estado de hipermetabolismo apresentado no hipertireoidismo tem com
efeito direto na musculatura esquelética com perda de massa muscular e diminuicao
da proporcédo de fibras musculares do tipo I. Tais alteracbes levam os pacientes
acometidos de tal disfuncdo a perda de forca e resisténcia significativas para
realizacdo de trabalhos que exijam esforcos (41).

Portanto, a auséncia de efeitos adversos de GC-1 sobre o desempenho dos
animais durante o exercicio de natacdo, mesmo em doses elevadas, comprovam
funcionalmente que o uso de GC-1 é seguro para o musculo cardiaco e esquelético.
Estudos anteriores ja demonstraram que doses elevadas de GC-1 aumenta o gasto
energético sem causar danos teciduais e alteracdo no peso do coracao (77). As
explicagbes para a auséncia de efeitos do GC-1 sobre o miocardio e musculo
esquelético se deve a predominancia da expressdao de TRa1 nesses tecidos (1)
assim como a distribuicdo farmacocinética de GC-1 que predomina em outros
tecidos como figado (69). Portanto, coletivamente, estes achados sugerem que GC-
1 combinado com exercicio pode ser seguro para tratamento de dislipidemias e
obesidade.

Nosso estudo possui algumas limitagdes. Os ratos com hipotireoidismo

experimental foram tratados somente durante oito semanas, ndo sabemos, portanto,
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se 0 uso por um tempo mais prolongado de GC-1 podera causar algum efeito sobre
desempenho durante o exercicio. Além disso, limitagdo quanto ao tipo de exercicio
que foi realizado no ambiente aquatico, que apesar de termos seguido um protocolo
qgue considera um periodo de adaptacdo dos animais, este ndo € seu meio natural
de vida. Outros estudos, com utilizacdo de diferentes modelos animais e de
exercicio fisico, assim como o uso prolongado de GC-1 poderd esclarecer melhor

essas questoes.
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6 SUMARIO DOS RESULTADOS

v" GC-1 nao altera a tolerancia ao esforco de ratos wistar com hipotireoidismo;

v' GC-1 ndo altera o didmetro dos cardiomiocitos de ratos wistar com
hipotireoidismo

v' GC-1 néo altera o peso relativo do musculo séleo de ratos wistar com

hipotireoidismo.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir
gue GC-1, em dose 1x ou elevadas, ndo altera tolerancia ao esforco fisico, assim
como ndo modifica o didametro dos cardiomiécitos. Portanto, sugere-se que 0 uso de
GC-1 e talvez outros agonistas seletivos [ tireoidianos possam ser utilizados
conjuntamente com a préatica regular de exercicios fisicos, uma estratégia

fundamental para o tratamento da obesidade e outras doencas metabdlicas.
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APENDICE A — PASSO A PASSO DA PREPARACAO HISTOLOGICA

Passo I: Inclusdo do material em parafina
e Fixagc&o do material em formol
e Corte do musculo cardiaco e colocar em K7
¢ Disposicao do material em alcool 70% por 30 minutos
e Disposi¢cédo do material em &lcool 85% por 30 minutos
¢ Disposicao do material em alcool 95% por 30 minutos
e Disposicédo do material em &lcool absoluto | por 30 minutos
e Disposicéo do material em &lcool absoluto Il por 30 minutos
e Disposicado do material em alcool absoluto Il por 30 minutos
e Retirar o excesso de alcool em papel toalha
e Disposicdo em Xilol | por 30 minutos
e Disposi¢cédo em Xilol Il por 30 minutos
e Disposi¢cédo em Xilol Il por 30 minutos

e Retirar o excesso em papel toalha

e Parafina |
e Parafina ll
e Parafina lll

e Inclusdo em bloco de parafina
O bloco de parafina foi cortado em micrétomo (5 micra) sendo realizados dois cortes
em cada lamina.
Passo Il: Hidratar (desparafinizar)
e Xilol Il por 10 minutos
e Xilol Il por 10 minutos
e Xilol I por 10 minutos
e Retirar o excesso em papel toalha
e Alcool absoluto Ill por 30 segundos
e Alcool absoluto Il por 10 segundos
e Alcool absoluto | por 10 segundos
e Alcool 95% por 10 segundos
e Alcool 85% por 10 segundos
e Alcool 70% por 10 segundos



Agua corrente por 20 minutos

Agua destilada por 5 minutos

Clorada com hematoxilina de Harris por 30 segundos

Agua corrente por 20 minutos

Agua destilada por 5 minutos

Corado com eosin/floxina de 1 minutos, 30 segundos e 2 minutos
Agua corrente para retirar excesso de eosina

Agua destilada por 4 segundos

Passo lll: Desidratar

Alcool 70% por 10 segundos

Alcool 85% por 10 segundos

Alcool 95% por 10 segundos

Alcool absoluto | por 10 segundos

Alcool absoluto Il por 10 segundos

Alcool absoluto 1l por 10 segundos

Retirar o excesso de alcool em papel toalha
Xilol I por 30 segundos

Xilol Il por 30 segundos

Xilol 11l por 30 segundos
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APENDICE B - AMOSTRAS DE IMAGENS HISTOLOGICAS DOS
CARDIOMIOCITOS DOS ANIMAIS DOS DIFERENTES GRUPOS

GRUPO CONTROLE




GRUPO T4
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GRUPO GC-1
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