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Resposta Vascular da Triiodotironina sobre Anéis de Aortas Isoladas:
Contribuicao de Mecanismos Redox

Vascular Response of Triiodothyronine on Isolated Aortic Rings: Contribution of Redox Mechanisms

Viviane Cristina Pederiva,” Alexandre de Castro,” Adriane Bell6-Klein,” Alex Sander da Rosa Araujo,”™ Patrick Turck’
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Departamento de Fisiologia, Laboratério de Fisiologia Cardiovascular,” Porto Alegre, RS — Brasil

Resumo

Fundamento: A disfuncao vascular constitui a etiologia de diversas doencas, incluindo infarto do miocardio e hipertensao,
diante da ruptura da homeostase oxi-redutiva (“redox”), desempenhando um papel no desequilibrio do mecanismo de
controle vasomotor. Nosso grupo demonstrou anteriormente que os hormoénios tireoidianos melhoram a sinalizacao da
angiogénese, exercendo efeitos protetores sobre o tecido aértico de ratos infartados.

Obijetivos: Investigar o papel da triiodotironina (T3) na resposta vascular, explorando seus efeitos em aortas isoladas e
a presenca de mecanismos redox vasculares.

Métodos: Anéis adrticos isolados (endotélio intacto e desnudado) pré-contraidos com fenilefrina foram incubados com
T3 (10%, 107, 10, 10° e 10* M) e a tensao foi registrada usando um transdutor de deslocamento de forca acoplado a
um sistema de coleta. Para avaliar o envolvimento do estresse oxidativo, os anéis aérticos foram pré-incubados com
T3 e posteriormente submetidos a um sistema de geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) in vitro. O nivel de
significancia adotado na andlise estatistica foi de 5%.

Resultados: A T3 (10* M) promoveu o vasorrelaxamento dos anéis adrticos pré-contraidos com fenilefrina
em endotélio intacto e desnudado. Os anéis adrticos pré-incubados na presenca de T3 (10* M) também
mostraram diminuicao da vasoconstricio provocada pela fenilefrina (1 pM) em preparacoes de endotélio
intacto. Além disso, o efeito vasorrelaxante da T3 (10-4 M) persistiu em anéis adrticos pré-incubados com éster
metilico de NC-nitro-L-arginina (L-NAME, 10 uM), um inibidor inespecifico da NO sintase (NOS). Por fim, a T3
(10* M) exibiu, in vitro, um papel antioxidante ao reduzir a atividade da NADPH oxidase e aumentar a atividade da SOD
nos homogenatos aérticos.

Conclusao: A T3 exerce efeitos dependentes e independentes de endotélio, o que pode estar relacionado ao seu papel
na manutencao da homeostase redox.

Palavras-chave: Tri-lodotironina; Hormonios Tiredideos; Aorta; Homeostase.

Abstract

Background: Vascular dysfunction constitutes the etiology of many diseases, such as myocardial infarction and hypertension, with the disruption
of redox homeostasis playing a role in the imbalance of the vasomotor control mechanism. Our group previously has shown that thyroid
hormones exert protective effects on the aortic tissue of infarcted rats by improving angiogenesis signaling.

Objective: Investigate the role of triiodothyronine (T3) on vascular response, exploring its effects on isolated aortas and whether there is an
involvement of vascular redox mechanisms.

Methods: Isolated aortic rings (intact- and denuded-endothelium) precontracted with phenylephrine were incubated with T3 (10, 107, 10
¢ 10°, and 10* M), and tension was recorded using a force-displacement transducer coupled with an acquisition system. To assess the
involvement of oxidative stress, aortic rings were preincubated with T3 and subsequently submitted to an in vitro reactive oxygen species (ROS)
generation system. The level of significance adopted in the statistical analysis was 5%.

Results: T3 (10 M) promoted vasorelaxation of phenylephrine precontracted aortic rings in both intact- and denuded-endothelium conditions.
Aortic rings preincubated in the presence of T3 (10* M) also showed decreased vasoconstriction elicited by phenylephrine (1 uM) in intact-
endothelium preparations. Moreover, T3 (10 M) vasorelaxation effect persisted in aortic rings preincubated with N°-nitro-L-arginine methylester
(L-NAME, 10 uM), a nonspecific NO synthase (NOS) inhibitor. Finally, T3 (10-* M) exhibited, in vitro, an antioxidant role by reducing NADPH
oxidase activity and increasing SOD activity in the aorta’s homogenates.
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Conclusion: T3 exerts dependent- and independent-endothelium vasodilation effects, which may be related to its role in maintaining redox
homeostasis.

Keywords: Triiodothyronine; Thyroid Hormones; Aorta; Homeostasis.
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Figura Central: Resposta Vascular da Triiodotironina sobre Anéis de Aortas Isoladas: Contribuicdo de
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A triiodotironina exerce um relaxamento vascular endotelial dependente e independente e diminui a vasocontragdo de anéis acdrticos isolados, melhorando a
homeostase redox vascular.

Introducao

Em doengas cardiacas e cerebrais, alteragdes significativas
sdo observadas nos mecanismos de relaxamento vascular,
resultando na diminuigao do fluxo sanguineo, a qual é
frequentemente associada a eventos isquémicos.' Condigoes
como hipertensao arterial sistémica, infarto do miocardio,
hipertensdo pulmonar e acidente vascular cerebral sao alguns
dos exemplos de lesoes vasculares vinculadas a vasoconstrigao
e comprometimento do sistema circulatério.? A resposta
exacerbada as catecolaminas, mediadores inflamatérios

resultando em tensao de cisalhamento. Esta condicao exerce
efeitos criticos sobre a homeostase endotelial, causando
produgdo elevada de ROS. Diversas fontes celulares podem
promover a formagao de ROS, como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico e peroxissomos. Além disso, enzimas como
a xantina oxidase e a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidase (NADPH oxidase/Nox) também tém a
capacidade de sintetizar essas espécies quimicas.’

A NADPH oxidase € a principal enzima sintetizadora do
radical anion superéxido (O,*7) nos vasos.® A molécula de

e espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um
papel crucial na disfungdo endotelial.* Nesse contexto, o
estresse oxidativo assume uma importancia significativa,
visto que as ROS induzem vasoconstricao e efeitos adversos
no remodelamento vascular.* Adicionalmente, o aumento
do ténus vascular gera maior resisténcia ao fluxo sanguineo,

O, pode ser convertida em peréxido de hidrogénio (H,0,)
em uma reacao catalisada pela superdxido dismutase (SOD).
A partir dessa perspectiva, o H,O, desempenha um papel
duplo, sendo capaz de ndo somente produzir vasodilatagdo
nas artérias cerebrais, coronarias e pulmonares,” como
também de atuar como vasoconstritor relevante nas artérias
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periféricas e na aorta.® Além disso, o O,"~ combina-se ao
oxido nitrico (NO), resultando na formacao de peroxinitrito
(ONOO").? O ONOO~ é um potente agente oxidante de
membranas biolégicas, capaz de induzir a morte celular.
Assim, encontrar abordagens terapéuticas que combinem
acoes vasodilatadoras e antioxidantes é importante para o
tratamento de doencas vasculares.'

Os hormdnios tireoidianos (TH) demonstraram promover
efeitos cardioprotetores e vasoprotetores em modelos
experimentais de doengas cardiacas. No modelo de infarto, o
TH nao apenas melhorou o remodelamento cardiaco adverso
pés-infarto, como também apresentou agao antioxidante sobre
o tecido cardiaco e vascular'"> além de melhorar a expressao
de proteinas de angiogénese, como o fator Ta induzivel por
hipdxia (HIF-Ta) e o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)." Além disso, a T3 induz o vasorrelaxamento por
meio de diferentes mecanismos. Em um modelo experimental
de dieta com sobrecarga de sal, os vasos incubados com T3
aumentaram sua vasodilatagdo e diminufram a producao
de ROS."™ Elevacao dos niveis de NO e a ativacdo das vias
da proteina quinase G (PKCG)/fosfoproteina estimulada por
vasodilatador (VASP) e fosfoinositideo-3-quinase (P13K)/
proteina quinase B (AKT) parecem ser o principal processo
pelo qual o TH promove o vasorrelaxamento.™ No entanto,
a T3 também exerce sua funcao vasodilatadora de maneira
independente do endotélio, sugerindo uma agao direta do
TH sobre as células musculares lisas."

Apesar de estudos demonstrarem agao protetora do TH
no coragao e nos vasos,'"'? ainda se faz necessério elucidar
o papel da T3 sobre o tonus vascular e sobre o estresse
oxidativo nos vasos. Assim, é necessario explorar ainda mais
o mecanismo vasodilatador da T3 e o impacto das ROS neste
processo. Para tanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
impacto da T3 sobre a resposta vascular em vasos isolados

quanto a influéncia do endotélio e o envolvimento dos
parametros de estresse oxidativo neste contexto.

Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 45 dias de
idade (pesando 202 + 25 g) (N = 60), provenientes do
Centro de Reprodugdo e Experimentagao de Animais de
Laboratério. Os animais foram alocados em condicbes padrao
de biotério: ambiente com temperatura controlada (21 +
2 °QC), ciclo claro-escuro de 12 horas e umidade relativa de
70%; ofereceu-se dgua e racao padrao para roedores “ad
libitum”. Os animais também foram aclimatados durante
sete dias antes do inicio do protocolo experimental. Todos
os procedimentos deste estudo estavam de acordo com as
diretrizes para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais do
Conselho de Organizagbes Internacionais de Ciéncia Médica
(CIOMS) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (nimero do protocolo: 38964).

Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando
o software G*Power 3.1.9.2 (Schleswig-Holstein, Alemanha).
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Foram consideradas probabilidade de erro a = 0,05, poder
de teste estatistico = 0,80 e tamanho do efeito = 0,4.

Preparacao dos vasos para a reatividade vascular

Os ratos foram anestesiados com cetamina (90 mg/
kg, intraperitoneal) e xilazina (10 mg/kg, intraperitoneal)
simultaneamente e sacrificados por decapitagdo. Apés a
eutandsia, as aortas foram rapidamente isoladas e mantidas
em solugdo tampao Krebs-Henseleit (NaCl 115 mM, CaCl,
2,5 mM, KCI 4,6 mM, KH PO, 1,2 mM, MgSO,. 7 H.O
1,2 mM, NaHCO, 25 mM, dextrose 11,1 mM, Na,EDTA 3
mM), a 37 °C e pH 7,4, sob 95% O,-5% CO,. Os tecidos
adiposo e conjuntivo foram cuidadosamente removidos e
as aortas foram cortadas em segmentos cilindricos de 4 mm
de comprimento. Em alguns experimentos, o endotélio foi
removido mecanicamente, esfregando-se suavemente a
superficie interna dos segmentos da aorta com um fio de ago
inoxidavel. Dois ganchos de fio de ago inoxidavel dobrados
em um formato de L modificado foram utilizados para montar
cada anel em cdmaras de banho de 6rgaos (AVS Projetos,
Sao Carlos, SP, Brasil). A porcao curta e reta de cada gancho
foi passada através do limen do anel. O gancho inferior foi
preso a base da camara de 6rgao preenchida com 10 mL de
solucdo tampao Krebs-Henseleit e o gancho superior a um
extensdmetro. A tensdao isométrica foi registrada por meio
de um transdutor de deslocamento de forga (TIM-100; AVS
Projetos, Sdo Carlos, SP, Brasil) conectado a um sistema de
coleta (AQCAD 2.0.5; AVS Projetos, Sao Carlos, SP, Brasil).
Os segmentos foram submetidos a uma tensao basal de 1,0
gf, ajustada a cada 15 minutos durante um periodo inicial de
equilibrio de 45 minutos.

A integridade do endotélio foi verificada pela incubagao
com acetilcolina (10 uM). Um relaxamento igual ou superior
a 90% da contragdo méaxima induzida pela fenilefrina (1 uM)
foi considerado demonstrativo da integridade funcional do
endotélio. Cada anel foi lavado sequencialmente com solugao
tampao de Krebs-Henseleit, reequilibrado por 45 minutos, e
as tensoes basais foram registradas.

Estudos da reatividade vascular

O protocolo de incubagao experimental é representado da
seguinte forma: a) verificagdo de uma curva dose-resposta de
T3 (10%a 10* M) em segmentos aérticos com endotélio intacto
e desnudado, pré-contraidos com fenilefrina TuM; b) pré-
exposicao de vasos com endotélio intacto e desnudado a T3
(10* M), para mostrar a menor resposta contrétil induzida pela
fenilefrina; c) verificagdo da T3 (10 M) em segmentos adrticos
com endotélio intacto pré-contraidos com fenilefrina 1uM e
expostos a um inibidor inespecifico da NO sintase (NOS),
éster metilico de NG-nitro-L-arginina (L-NAME; 10 uM) por
20 minutos. A T3 foi diluida em tampao de Krebs-Henseleit
e as solugoes foram preparadas diariamente, ao abrigo da luz.
O grupo controle consistiu na adicio dos mesmos volumes
de solugao tampao de Krebs-Henseleit, sem T3.

Preparacao da aorta para ensaios in vitro

As aortas foram homogeneizadas por 40 segundos (OMNI
Tissue Homogeneizer, OMNI International, Kennesaw, GA,
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EUA) na presenga de tampao de RIPA a 1:10 (5 ml/g de tecido)
com fluoreto fenil-metil-sulfonil (PMSF) (100 mM) a 1 % (v/v).
O homogenato foi centrifugado por 10 min a 8.000 xg em
centrifuga refrigerada (4 °C) (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24,
Sorvall, Waltham, MA, EUA) e o sobrenadante foi coletado
para analise subsequente.

Sistema de geracao de radical hidroxila

Para verificar o papel da T3 no equilibrio redox, os
sobrenadantes homogeneizados da aorta foram incubados com
T3 (10* M) por 15 mina 37 °C. O grupo que nao recebeu T3 foi
incubado com 4gua destilada no mesmo volume. Em seguida,
as amostras foram incubadas por 30 min a 37 °C com FeCl,
(20 uM), H,O, (50 mM) e 4cido ascérbico (1 mM) para induzir
estresse oxidativo (sistema de geracdo de radical hidroxila)."®
Essas amostras foram utilizadas para avaliagao bioquimica

Analises bioquimicas

Dosagem de proteinas

As protefnas foram quantificadas pelo método descrito por
Lowry etal.” e medidas em espectrofotdmetro (Anthos Zenyth
200 rt, Biochrom, Cambridge, Reino Unido) a 625 nm. Os
resultados foram expressos em mg/mL.

Determinacao do total de ROS

Os niveis totais de ROS nos homogenatos de vasos foram
detectados usando diacetato de 2’,7’-dicloro-dihidro-
fluoresceina (DCFH-DA), conforme descrito anteriormente.'®
O DCFH-DA foi oxidado em 2,7-diclorofluoresceina
fluorescente (DCF) na presenga de ROS. As amostras foram
excitadas a 488 nm e as emissoes foram coletadas com um
filtro de 525 nm (Espectrometro de Fluorescéncia LS 55, Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA). Os resultados foram expressos em
nmol DCF/mg de proteina.

Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica foi avaliada por meio da produgao
de quimiluminescéncia iniciada pela adi¢ao de hidréxido
de terc-butila (TBOOH)."™ A quimiluminescéncia foi medida
em um espectrometro de cintilagdo (LKB Wallac Rack Beta
Liquid Scintilla Spectrometer 1215, Austrélia) operando como
lumindémetro e com fototubo sensor de emissao na faixa de
380-620 nm. Os resultados foram expressos como contagens
por segundo cps/mg de proteina.

Atividade da NADPH Oxidase

Aatividade da NADPH oxidase foi baseada no monitoramento
do consumo de NADPH a 340 nm (Anthos Zenyth 200 rt,
Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram
expressos como nmol NADPH/min/mg de proteina.®

Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da SOD foi baseada na
inibicdo da reacdo do anion radical superéxido com o

pirogalol.?" Os resultados foram expressos como U SOD/mg
de proteina.

Atividade da catalase

A atividade da catalase foi avaliada por meio da medigao
espectrofotométrica da taxa de decomposicao do peréxido
de hidrogénio a 240 nm.? Os resultados foram expressos em
nmol/min/mg de proteina.

Anilise estatistica

Todos os conjuntos de dados foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Experimentos de
diferentes doses de T3 ao longo do tempo, em comparagao
com o grupo Controle, foram analisados por ANOVA
fatorial, complementada com teste post-hoc de Bonferroni
para comparagdes mdltiplas. Experimentos comparando o
efeito de pré-incubagdo de dose fixa de T3 (10* M) sobre a
vasoconstrigdo provocada pela fenilefrina e o efeito dA T3
(10* M) em anéis aorticos pré-incubados com L-NAME, em
comparagao com o grupo Controle, foram analisados por
testes T ndo pareados. Experimentos do equilibrio redox
foram analisados por meio do método ANOVA bidirecional
e complementados com o teste post-hoc de Bonferroni para
comparagdes miltiplas além dos niveis totais de ROS, que,
por sua vez, foram analisados por meio do teste de Kruskal-
Walli, complementado com o teste post-hoc de Dunn para
comparagdes mdltiplas. Os resultados foram expressos como
média = desvio padrdo para todos os conjuntos de dados,
exceto os niveis totais de ROS, cujos resultados foram plotados
como um gréfico de pontos de dispersao, representando a
mediana e o intervalo interquartil para cada conjunto de
dados. O software GraphPad Prism 8.0.2 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para
analise de dados. Os dados foram considerados significativos
quando p < 0,05.

Resultados

A T3 promove relaxamento dos segmentos aodrticos

Considerando o vaso intacto, a T3 a 10* M induziu o
relaxamento das aortas pré-contraidas pela fenilefrina em
comparagao com o grupo controle (Figura TA). A remogao do
endotélio ndo anulou o efeito de vasorrelaxamento induzido
pela T3 (10* M) (Figura 1B).

A T3 diminui a resposta de vasocontracao induzida pela
fenilefrina

A pré-exposicao dos segmentos adrticos intactos a T3 (10-
4 M) resultou em uma redugdo da contragao induzida pela
fenilefrina em comparagao com o grupo controle (Figura 2A).
Porém, o mesmo resultado nao foi observado nas preparagoes
sem endotélio (Figura 2B).

A T3 exibe um efeito vasorrelaxante independente de NOS

Vasos com endotélio intacto foram pré-incubados
com L-NAME, um inibidor inespecifico de NOS, antes da

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(4):e20230236
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Figura 1 - Efeito da T3 sobre o relaxamento vascular dos segmentos adrticos (A) na presenga de endotélio (END+) e (B) na auséncia de endotélio (END-) pré-
contraido com fenilefrina. Valores representados como média * desvio padréo (DP), n = 6-8 anéis adrticos por grupo. ANOVA fatorial seguida de pés-teste de
Bonferroni. *Diferenga significativa entre os grupos Controle e T3 (10 M); p < 0,05.

incubacao de T3 (10* M). Mesmo na presenca de L-NAME,
a T3 (10-4 M) ainda resultou em relaxamento (~20%) dos
segmentos adrticos pré-contraidos induzidos por fenilefrina
em comparagao com o grupo controle (Figura 3).

A T3 reduz a atividade da NADPH oxidase e melhora a
atividade da SOD in vitro

Embora a concentragao total de ROS e a oxidagao lipidica
nao difiram entre os grupos (Figura 4A e 4B), a atividade da
NADPH oxidase foi reduzida quando as amostras foram
expostas a T3 (10 M) em comparagao com os grupos controle
(Figura 4C). Observou-se um aumento da atividade da SOD
em vasos incubados com T3 (10* M) em comparagdo com
os grupos controle (Figura 4D). A atividade da catalase estava
aumentada apenas nos grupos que receberam a indugao do
estresse oxidativo (Figura 4E).

Discussao

Os principais resultados do presente estudo incluem a
inducdo da vasodilatacdo de anéis adrticos com endotélio
intacto e desnudado, pré-contraidos com fenilefrina em
modelo experimental ex vivo, pela T3, cujo protocolo
foi desenhado para avaliagdo da reatividade vascular.
Além disso, a T3 desempenha um papel fundamental na
homeostase redox, reduzindo a atividade da NADPH oxidase
e aumentando a atividade da SOD dos vasos aérticos in vitro
(Figura Central).

Estresse oxidativo, hipdxia, aterosclerose e inflamagdo sao
exemplos de desencadeadores de eventos vasoconstritores,
os quais promovem desequilibrio entre vasodilatagao e
vasoconstricdo, remodelamento muscular vascular adverso
e dano endotelial.? Juntos, esses fatores promovem o
aparecimento de diversas doengas como acidente vascular
cerebral, infarto do miocardio e hipertensao.?* Portanto, é
importante explorar os mecanismos subjacentes a reatividade
dos vasos de modo a propor alternativas terapéuticas que
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possam contribuir para o manejo das doencas vasculares.
Nosso modelo experimental focou na avaliagao da resposta
vascular de aortas isoladas na presenca de T3. A incubagao
com fenilefrina induziu a contragdo dos anéis aérticos, que
foram posteriormente submetidos a diferentes doses de T3.
Nossos resultados mostraram que a T3, na concentragao de
10* M, reduziu a vasoconstricao induzida pela fenilefrina.
Corroborando com nossos dados, Carrillo-Sepulveda et
al.,” utilizando aortas de ratos Dahl (fémeas) sensiveis ao
sal, submetidos a uma dieta rica em sal, mostraram que
a pré-incubagdo com T3 reduziu o estado hipercontratil
dos vasos e melhorou a resposta vasodilatadora. No
modelo experimental de infarto do miocérdio, Ortiz et
al.’? verificaram que o tratamento com T3 e T4 (2 e 8
ug/100 g/dia, respectivamente, por via oral por 12 dias)
aumentou o imunocontetido de VEGF e HIF-Ta (proteinas
envolvidas na angiogénese em cendrio hipdxico) na aorta
de ratos infartados. Além disso, o VEGF também induz
vasodilatacao.?

Avaliando o envolvimento do endotélio sobre o efeito
vasodilatador do TH, nossos resultados mostraram que a
administracdo de T3 resultou em uma reducao na constricao
vascular induzida pela fenilefrina em aortas com e sem
endotélio. Contudo, em aortas pré-incubadas com 10* M
de T3, a auséncia de endotélio afetou significativamente
a capacidade de prevenir um aumento da tensao vascular
evocada pela fenilefrina. Diante disso, é possivel que, em
vasos intactos, a T3 possa promover vasodilatagdo por
meio de uma combinacdo de mecanismos dependentes e
independentes do endotélio. Nos vasos sem endotélio, a
vasodilatagdo é mantida por mecanismos independentes,
mas a capacidade da T3 de reduzir a tensao vascular diminui.
Estes resultados destacam a relevancia do endotélio sobre
o efeito total da T3 nos vasos. Devido a esse resultado,
fez-se necessario investigar o papel do NO no processo de
vasodilatagao induzido pela T3, uma vez que o endotélio é
uma importante fonte dessa molécula vasodilatadora.
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Figura 2 - Efeito da pré-incubagdo de T3 (10 M) sobre a vasocontragdo dos segmentos adrticos, provocada pela fenilefrina (A) na presenga de endotélio
(END+) e (B) na auséncia de endotélio (END-). Valores representados como média * desvio padrdo (DP), n = 6-10 por grupo. Teste t ndo pareado. *Diferenga
significativa entre os grupos Controle e T3; p < 0,05. AT/peso da aorta = razdo da variagdo da tensédo pelo peso do vaso.

§ 150+

<C

=

A

©

S 1004 .

£ -

-

e

2 50+

5

<

o

(&)

= - :
&
Q N
(&) ,\‘b\

Figura 3 - Efeito da T3 (10 M) sobre o relaxamento vascular de anéis adrticos
com endotélio intacto pré-incubados com L-NAME. Valores representados
como média * desvio padrdo (DP), n = 6 por grupo. Teste t ndo pareado.
*Diferenga significativa entre os grupos Controle e T3; p < 0,05.

O papel da T3 no endotélio e nos mecanismos
vasodilatadores envolvidos nessa relagao tem sido explorado
nos ultimos anos, destacando a relevancia das vias de
sinalizagdo dependentes de NO.?® Além disso, o TH é
capaz de aumentar a atividade da 6xido nitrico sintase
nos eritrocitos, favorecendo a produgao de NO no sangue
e melhorando a sua biodisponibilidade na circulagao.?”
No presente estudo, quando os anéis aérticos foram pré-
incubados com L-NAME, um conhecido inibidor da NOS, a
agao vasodilatadora da T3 persistiu. Esses dados corroboram

a hipdtese de que a T3 pode estar induzindo vasodilatagao
também por meio de um mecanismo independente do
NO e do endotélio. Estes resultados ndao diminuiram a
importancia do endotélio sobre o efeito deste horménio, eles
demonstraram a capacidade da T3 em promover dilatagao
no contexto onde o endotélio é removido/danificado.
Samuel et al.?® sugeriram que esse efeito independente do
NO estd associado a modulagdo da via da proteina quinase
G/fosfoproteina, estimulada por vasodilatador (PKG/VASP)
diretamente nas células musculares lisas vasculares. Além
disso, o efeito antioxidante de baixas doses de horménios
tireoidianos também é capaz de melhorar a disfuncao
vascular e contribuir para um tonus vascular relaxado.'"3

Embora as ROS sejam importantes no controle do
ténus vascular, quando suas concentragbes excedem a
capacidade antioxidante do tecido, o estresse oxidativo é
estabelecido. A interrupgdo da homeostase redox resulta em
danos vasculares, oxida lipoproteinas de baixa densidade
e causa aterosclerose. O processo inflamatério associado
a esses eventos leva ao remodelamento vascular adverso,
a diminuicao dos agentes vasodilatadores e ao aumento
do nivel de vasoconstricao.?” Nossos resultados mostram
que a incubagdao com T3 reduziu a atividade do NADPH
na aorta sob condigbes experimentais de estresse oxidativo
estabelecidas in vitro. Além disso, a NADPH oxidase
desempenha um papel importante na formagao de ROS nos
vasos sanguineos. Essas espécies sao capazes de promover
um ambiente celular oxidado, levando ao desacoplamento
da NOS e ao aumento da producdo do radical anion
superéxido em vez do NO. Além disso, os radicais livres,
como o anion superéxido, muitas vezes atuam como
sequestradores de NO, reduzindo sua biodisponibilidade e
prejudicando a vasodilatagao.** Nesse sentido, Ortiz et al."?
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Figura 4 - Efeito da incubagéo de T3 (10 M) sobre (A) o nivel de espécies reativas totais de oxigénio (ROS), (B) a oxidagao lipidica, (C) a atividade da NADPH oxidase,
(D) a atividade da superodxido dismutase (SOD) e (E) a atividade da catalase em homogenatos acdrticos. Valores representados como mediana com intervalo interquartil
para (A) e média * desvio padrdo (DP) para (B) a (E), n = 4-6 por grupo. Teste de Kruskal-Walli complementado com teste post-hoc de Dunn para (A) e ANOVA de
dois fatores foi complementado com teste post-hoc de Bonferroni para (B) a (E). *Diferenga significativa entre os grupos Controle e T3 na ANOVA de dois fatores;
p < 0,05. #Diferenca significativa entre os grupos (0S-) e (0S+); p < 0,05. 0S- = grupos sem indugédo de estresse oxidativo (sistema de geragdo de radicais
hidroxila); 0S+ = grupos com indugdo de estresse oxidativo (sistema de geragao de radicais hidroxila).

também observaram uma redugao na atividade da NADPH
oxidase na aorta de ratos infartados tratados com horménios
tireoidianos, enquanto De Castro et al."" mostraram que a
administragdo de TH é capaz de reduzir ROS no coragao
de ratos infartados. Porém, em termos de niveis totais de
ROS, o presente estudo ndo observou diferengas entre
os grupos. Um resultado semelhante foi encontrado para
avaliagao da oxidagdo lipidica. Esses resultados podem ter
surgido devido ao uso de aortas provenientes de animais
saudaveis. Dentro deste contexto, essas amostras de vasos
foram induzidas ao estresse oxidativo por meio da geragao
de modelo de hidroxila, no qual as amostras foram incubadas
com FeCl,, H,0O, e acido ascérbico por 30 min a 37°C.
Entretanto, em estudo anterior avaliando a aorta de ratos
infartados, a administragdo de TH promoveu diminuicao
dos niveis de ROS." Apesar disso, a capacidade da T3 de
diminuir a atividade da NADPH oxidase j& demonstra o
efeito vasoprotetor desse hormonio. Além disso, quando
avaliamos enzimas antioxidantes, a administragao de T3
induziu aumento na atividade da SOD no tecido vascular.
A SOD converte o anion radical superéxido em peréxido
de hidrogénio, reduzindo os niveis desse radical livre e
sustentando um estado de aumento da biodisponibilidade de
NO, melhorando assim a capacidade de vasorrelaxamento.
Neste sentido, nossos resultados mostram que a T3 promove
um cendrio favoravel a melhora da biodisponibilidade de
NO, contribuindo para o mecanismo de vasodilatagao
dependente do endotélio. Esses dados corroboram
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outros estudos que mostram o papel vasoprotetor dos
hormonios tireoidianos.’ Quando avaliamos a atividade da
catalase, apenas as aortas submetidas ao estresse oxidativo
apresentaram aumento na atividade dessa enzima. Estes
resultados indicam um mecanismo compensatério do
sistema antioxidante enzimdatico em resposta ao desequilibrio
redox; no entanto, a administracdo de T3 nao modificou
a atividade da catalase. Com relagao a esse achado, um
estudo investigando os efeitos dos TH em eritrécitos de ratos
infartados revelou um aumento na atividade da catalase
nas células sanguineas dos animais tratados.?” Com base
nisso, € plausivel sugerir que, sob a influéncia da T3, os
eritrocitos possam desempenhar um papel mais significativo
na atividade dessa enzima antioxidante do que a prépria
parede vascular.

Limitacao do estudo

A impossibilidade de explorar a expressdo proteica
diretamente nos anéis aérticos utilizados na reatividade
vascular foi uma limitacdo do estudo. A avaliacao da
expressao de proteinas, como a sintase do d6xido nitrico
endotelial (eNOS) e a via de sinalizagao PIK3/AKT, bem como
de proteinas antioxidantes, como o fator 2 relacionado ao
fator nuclear eritréide 2 (NRF2), na mesma amostra incubada
com T3 e submetida aos protocolos de vasoconstricao e
vasodilatacao, teria contribuido para a compreensao da
mecanica dos resultados observados. No entanto, o tamanho
reduzido dos anéis aérticos e dos fios utilizados no protocolo
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de reatividade vascular reduzem o grau de confiabilidade
para experimentos subsequentes de biologia molecular
utilizando a mesma amostra. Outro aspecto limitante deste
artigo € a falta de avaliagao de outros vasos de resisténcia,
como pequenas artérias e arteriolas, para verificar se o
efeito da T3 na aorta poderia ser extrapolado. Na realidade,
o estado contrdtil das pequenas artérias e arteriolas é
responsavel pela definicdo da resisténcia vascular, sendo
um determinante chave da pressao arterial. Estruturalmente,
as artérias de resisténcia possuem uma ou duas camadas
de células musculares lisas vasculares (CMLV), enquanto
as artérias condutoras, como a aorta, possuem cerca de 15
camadas de CMLV. Nesse contexto, as células endoteliais
das artérias de resisténcia projetam a membrana plasmatica
para a camada CMLV por meio da lamina elastica interna
(projecoes mioendoteliais). As projecoes mioendoteliais
conectam-se as CMLV por meio de jungdes comunicantes
que facilitam a comunicagao elétrica entre as duas camadas
celulares.’' Nesse contexto, a hiperpolarizagdo das células
endoteliais é transmitida as CMLV, relaxando os vasos;
portanto, este é o principal mecanismo para a vasodilatagao
dependente do endotélio das artérias de resisténcia. Por
outro lado, tal mecanismo difere para a aorta, por exemplo,
uma vez que as projegoes mioendoteliais muitas vezes
estdo ausentes nos vasos condutores. Assim, a vasodilatacdo
mediada por NO é o mecanismo primario neste cendrio.

Conclusao

Com base nos dados obtidos, é possivel concluir que a T3
exerce um importante papel vasodilatador, que se mantém
mesmo na auséncia do endotélio. Além disso, é capaz de
diminuir a atividade da enzima pré-oxidante NADPH e
aumentar a atividade da enzima antioxidante SOD. Estes
resultados apontam para um efeito benéfico deste hormonio
sobre o equilibrio redox vascular e a resisténcia periférica.
Esse cendrio favorece maior biodisponibilidade de NO,
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