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RESUMO

Shibata CER. Efeito do hipertiroidismo experimental, induzido em ratas durante a
gestacdo, sobre componentes do Sistema Renina-Angiotensina Cardiaco da Prole.
[dissertacdo (Mestrado em Anatomia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo; 2010.

Durante a gestagdo normal, o Sistema Renina-Angiotensina (SRA) exerce um papel
de importancia vital no balango de sais, pressdo sanguinea e homeostase da agua
e, consequentemente, no bem estar da mae e do feto. Neste sentido, merece
destaque nao apenas o SRA classico (descrito inicialmente como um sistema
puramente endocrino), mas também, o SRA local, no caso, utero-placentario, onde
nos tecidos materno e fetal os varios componentes do sistema se comportam
diferentemente, sob regulacdo e estimulos locais. As perturbacdes do SRA utero-
placentario podem ocasionar hemorragias e reducao no fluxo sanguineo entre mae e
feto, podendo levar, como conseqiiéncia, a pré-eclampsia e crescimento intrauterino
retardado. Ja é bem estabelecido que disfuncdes da tiredide, como ocorre no
hipertiroidismo, promovem amplas altera¢cdes no sistema cardiovascular, agindo
sobre contratilidade cardiaca, débito cardiaco, pressdao sanguinea e resisténcia
vascular sistémica. Sabe-se ainda que o hipertiroidismo € responsavel por
importantes alteracdes sobre o padrao de comportamento dos varios componentes
do SRA no individuo adulto, e estas, por sua vez, também estdo envolvidas com o
aparecimento de alteracbes cardiovasculares. Assim, o SRA estd sob influéncia
direta dos niveis plasmaticos dos horménios tiroideanos e parece apresentar um
importante papel na modulagdo do trofismo cardiaco induzido pelos mesmos.
Embora a associagcao entre estes dois sistemas endocrinos tenha sido ja observada
em individuos adultos, o conhecimento a respeito dessas interacées durante um
periodo critico de desenvolvimento do sistema cardiovascular, onde o coracao
representa importante alvo de acado desses dois sistemas hormonais, ainda é
escasso. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar na prole o efeito
do hipertiroidismo nos componentes do SRA ao longo do periodo gestacional,
destacando que a prevaléncia desta doenca em mulheres que se encontram durante
o periodo gestacional é bastante elevada e suas consequéncias, no que diz respeito
ao sistema cardiovascular da prole, amplamente desconhecidas.
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Cardiovascular. Ambiente Perinatal.



ABSTRACT

Shibata CER. Effect of experimental hyperthyroidism induced in female rats during
pregnancy in the components of cardiac Renin-Angiotensin System of the offspring.
[Master thesis (Ciéncias Morfofuncionais)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo;2010.

During normal gestation, the Renin-Angiotensin System (RAS) exerts an important
role in salt balance, blood pressure and water homeostasis and, consequently, in the
welfare of mother and fetus. In this sense, it is important to highlight both the classic
RAS (initially described as a purely endocrine system), and the local RAS, in this
case, the uteroplacental RAS, where the different components of this system in
maternal and fetal tissues behave differently, under local regulation and stimuli. The
disruption of uteroplacental RAS can cause bleeding and reduced blood flow
between mother and fetus and may lead to pre-eclampsia and intrauterine growth
restriction. It's well known that thyroid dysfunction, as occurs in hyperthyroidism,
promotes deep changes in cardiovascular system, by acting on cardiac contractility,
cardiac output, blood pressure and systemic vascular resistance. Moreover,
hyperthyroidism is responsible for important alterations in the expression of distinct
components of RAS, which are, in turn, involved with the onset of cardiovascular
changes. Thus, the RAS is under direct influence of plasma levels of thyroid
hormones and seems to play an important role in the modulation of cardiac tropism
induced by these hormones. Although the association between these two endocrine
systems have already been observed in adult individuals, the knowledge about this
interaction during the critical period of cardiovascular development where the heart is
an important target of the action of these two hormonal systems is still poor.
Considering the information given above, this study aimed to evaluate the effect of
hyperthyroidism in the RAS components on the offspring during the gestational
period, considering that this disease is highly prevalent in pregnant women and its

consequences upon the cardiovascular system of the offspring are largely unknown.

Key-words: Hyperthyroidism. Renin-Angiotensin System. Cardiovascular System.
Perinatal Environment.



Introducao

Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) possui um papel chave na
homeostase cardiovascular de mamiferos através do controle do balango
hidroeletrolitico e controle sobre o ténus vascular (Harris et al., 1997). Além disso,
também contribui para o crescimento e diferenciacdo durante o desenvolvimento ou
ainda em alguns estados patoldgicos (Corvol et al., 1998).

Os principais componentes do SRA classico foram identificados ainda no
inicio dos anos 70. Fazendo parte deste sistema, foi descrita a renina, uma enzima
sintetizada e liberada pelas células justaglomerulares das arteriolas renais aferentes,
em resposta a baixa pressdo sanguinea e baixa circulacdo de cloreto de sodio. Tal
enzima é capaz de clivar o angiotensinogénio, produzido pelo figado, a angiotensina
I (Ang I), passo limitante para a cascata do SRA. A Ang |, considerada como
biologicamente sem funcédo até tempos atras, é clivada pela enzima conversora da
angiotensina | (ECA), produzida primariamente no endotélio pulmonar, originando a
angiotensina Il (Ang Il) (Irani et al., 2008). Em humanos, sabe-se ainda que a ANG Il
pode ser gerada a partir da ANG | por outra enzima recentemente descrita,
conhecida como quimase. Esta é estocada num complexo macromolecular, em
granulos de secregdo de mastocitos. Para se tornar enzimaticamente ativa, o
complexo de quimase deve ser liberado de tais granulos em situagcées onde ha
danos vasculares (Fyhrquist et al., 2008).

Dois tipos de receptores da ANG Il foram descritos até o momento: AT1 e
AT2, ambos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G. Sabe-se
que a maioria das ag¢des da ANG Il no individuo adulto sdo deflagradas via receptor
AT1. No entanto, o receptor AT2, embora pouco encontrado em tecidos adultos, é
altamente expresso no periodo fetal, sendo critico durante essa fase do
desenvolvimento. As agdes decorrentes da ligacao da ANG Il aos receptores AT2, ja
bem descritas na literatura, referem-se a inibicdo do crescimento celular, aumento
da apoptose, liberacao de 6xido nitrico (NO) e vasodilatacao, além do envolvimento
no desenvolvimento dos tecidos fetais (Fyhrquist et al., 2008; Irani et al., 2008).

Em adicdo a visdo classica do SRA, a presenca de um ou mais RNAs
mensageiros (RNAm) dos componentes do SRA (angiotensinogénio, renina, enzima



conversora e receptores de ANG Il) em varios tecidos do organismo, como rins,
coracéao, pulmao, vasos, cérebro e placenta dao suporte a existéncia do que hoje se
preconiza como SRA local (Griendling et al., 1993). Assim, além da presenca destes
componentes localmente, alguns trabalhos da literatura tém mostrado que diferentes
fatores hormonais podem influenciar diretamente os niveis de RNAm destes
componentes (Barreto-Chaves et al., 2001; Banday et al., 2005), e provavelmente
influenciar na producao local de ANG Il. Desta forma, a tendéncia hoje é aceitar que
0s componentes circulantes possam ser absorvidos pelos tecidos, mas que
compartimentos destes tecidos tenham também capacidade para gerar ANG Il com
concentragdes de substrato e cinéticas diferentes e ainda desconhecidas, de
maneira independente do SRA circulante (Dzau, 1988). Além disso, a descricao
recente de alguns estudos mostrando a existéncia de um SRA intracelular, faz do
SRA ndo somente um sistema enddcrino, mas também parécrino e intracrino
(Fyhrquist et al., 2008).

Sistema Renina -Angiotensina Utero- Placentario

A placenta é um 6rgéo altamente especializado, cuja fungao primaria é a de
facilitar a passagem de nutrientes, gases e a troca de produtos entre o sangue
materno e fetal. Dentre tais produtos podemos citar os componentes do SRA que ja
tém sido encontrados em muitos tecidos diferentes, incluindo a placenta (Poisner,
1998).

Em humanos, a renina esta presente em todas as partes da unidade Gtero-
placentario com maiores concentragdes nas membranas fetais (corion e amnion) e
decidua (Nielsen et al., 2000). A pré-renina (precursor da renina ativa) é a principal
forma de renina Utero-placentaria. Altas concentragdes de angiotensinogénio foram
encontradas em homogenatos de placenta, amnion, cérion e endométrio de
humanos (Nielsen et al., 2000). Entretanto, a presenca de RNAm de
angiotensinogénio foi encontrada apenas na placenta e decidua de humanos. Assim,
acredita-se que pode haver sequestro de angiotensinogénio da circulagao fetal ou
maternal, sendo facilitada por suas altas concentra¢des durante a gravidez.

Altas concentracoes ativas de ECA sao encontradas no uUtero de humanos,
placenta e membranas fetais (Nielsen et al., 2000). Sabe-se ainda que a atividade
de tal enzima aumenta na placenta humana durante o curso da gravidez, enquanto

que a expressdao do RNAm da ECA, apds uma elevacéo inicial, sofre um decréscimo



préximo ao nascimento. Assim, a unidade utero-placentaria possui todos os
componentes do SRA necessarios para a geracao de ANG | e ANG Il. Além disso, o
utero também contém catepsina D e quimase, indicando que vias alternativas para a
geracao de ANG Il possam existir independentemente da renina e da ECA (Nielsen
et al., 2000).

Com relacao aos receptores AT1 e AT2, estes ja foram identificados na
placenta e nas membranas fetais de humanos, coelhos, ratos e vacas. O receptor
AT1 é o predominantemente encontrado na placenta de humanos, embora o
receptor do tipo AT2 também ja tenha sido identificado nesse 6rgdo, mas em
pequenas quantidades. A expressdao génica e protéica de tal receptor aumenta a
partir do primeiro trimestre e alcanca os niveis mais altos nas proximidades do parto
(Nielsen et al., 2000). No endométrio humano, o receptor AT2 é o predominante
(Ahmed et al., 1995; Saridogan et al., 1996), sendo que sua expressdo génica e
protéica é regulada negativamente durante a gravidez, possivelmente pela acdo dos
esteroides sexuais (De Gasparo et al., 1994; Mancina et al., 1996; Matsumoto et al.,
1996; Cox et al., 1993).

Multiplos efeitos da ANG Il na unidade Utero-placentaria ja foram descritos até
o momento, e ha evidéncias de complexas interacbes do SRA com outros
importantes sistemas regulatérios locais envolvidos no processo de placentacao.
Dessa forma, o principal papel fisiolégico do SRA placentario é o de promover uma
fina modulacdo no controle da homeostasia tecidual, sendo que, perturbacdes
nessas interacdes podem levar entdo a consequentes patologias na prole (Nielsen et
al., 2000).

Sistema Renina-Angiotensina durante o desenvolvimento fetal

As respostas fisioldgicas geradas pela ligacdo da ANG Il aos seus receptores,
principalmente do tipo AT1, j& sdo bem caracterizadas em adultos. Entretanto, ha
menos informacdes sobre a fisiologia do SRA no desenvolvimento fetal, ainda que
todos os componentes de tal sistema sejam precocemente detectados e ativos
durante essa fase do desenvolvimento (Harris et al., 1997; Tufro-Mcreddie et al.,
1993).

Com relacdo a renina, esta atinge seus niveis mais elevados durante o

periodo fetal, quando comparados aqueles observados durante qualquer outro



periodo da vida. Tal evento pode ser resultado tanto do aumento propriamente dito
de sua sintese e secrecao, como também da diminuicdo de sua degradacao e/ou
menor distribuicdo. Neste sentido, muitos estudos ja demonstraram aumento da
meia-vida da renina precocemente no desenvolvimento fetal (Harris et al., 1997;
Hackenthal et al., 1990).

Durante essa fase, a ANG IlI, um dos principais peptideos efetores desse
sistema, estimula a expressao de fatores de crescimento e de proto-oncogenes
relacionados ao crescimento e/ou desenvolvimento do embrido (Naftilan et al.,
1990; Raizada et al., 1993).

A abundancia e a larga distribuicdo dos receptores de ANG Il (AT1 e AT2) nos
tecidos fetais, muitos deles em sitios nos quais se encontram completamente
ausentes no individuo adulto, como pele, musculo esquelético e tecidos
mesenquimais, denotam a importancia critica que esse sistema apresenta durante a
organogénese (Zemel et al., 1989; Robillard et al., 1994). Além disso, paralelamente
a vasta distribuicdo dos componentes do SRA, o fato das concentracdes plasmaticas
de ANG Il diferirem tao significativamente entre mae e feto ao longo do periodo
embriolégico (Wilkes et al., 1985), apontam para a formacao da ANG Il em um ou
mais sitios fetais, como ocorre com o compartimento placentario, dando outra

dimensao a importancia do sistema renina-angiotensina local.

Sistema Renina-Angiotensina e Horménio Tiroideano

O papel e a importancia dos horménios na regulacao do crescimento fetal e
no desenvolvimento de tecidos ja estdo bem estabelecidos na literatura. A ablacao
de glandulas enddcrinas dos fetos, ou ainda a administracdo de horménios na prole
ou na mae, mostraram que os horménios afetam o crescimento e a diferenciagéo in
utero (Fowden, 1995; Efstratiadis, 1998). Além disso, sabe-se que os hormdnios
podem alterar o crescimento fetal de maneira direta, através da modulagao de
genes, ou ainda indiretamente, através de mudancgas no crescimento placentario,
metabolismo fetal e/ou na producao de fatores de crescimento e outros hormdnios
pelo tecido feto-placentario (Fowden et al., 2001; Fowden et al., 2005).

Nessa linha, os hormdnios tiroideanos (HTs) tém papel fundamental durante o
desenvolvimento de diferentes tecidos e 6rgaos fetais, podendo agir diretamente nos
tecidos placentarios modificando o metabolismo, diferenciagdo e desenvolvimento.



Assim, sabe-se que a glandula tiredide surge, em ratos, por volta do 9° dia de
gestacdo (Fisher et al. 1981), secreta dois principais produtos hormonais: T4 ou
tiroxina e T3 ou triiodotironina, sendo este Ultimo considerado como a forma ativa do
horménio, uma vez que apresenta atividade biolégica no minimo cinco vezes maior
que a do T4. A maior parte do T3 circulante é resultante da acdo de enzimas —
desiodades - sobre o T4, conforme ratificado por Nunes (2003), sendo estas,
portanto, enzimas criticas para os efeitos bioldégicos mediados pelos HTs. Neste
sentido, trés isoformas de enzimas desiodases ja foram descritas, D1, D2 e D3
(desiodases do tipo |, Il e lll, respectivamente). A D1 é responsavel pela conversao
de T4 a T3, T4 a T3 reverso (T3r) e T3 a T2. A D2, por sua vez, converte
majoritariamente T4 a T3, além de T3r a T2. Por fim, a D3 é a principal inativadora
dos horménios tiroideanos, uma vez que converte T4 a T3r e T3 a T2 (Bianco et al.,

2002) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo da desiodagdo promovida pelas enzimas D1, D2 e D3 e seus
respectivos substratos.
FONTE: Gereben et al.(2008).

Classicamente, a placenta humana foi considerada impermeavel ao horménio
tiroideano de origem materna (Steele et al., 1972; Ballard, 1986). Entretanto,
evidéncias em ex vivo indicam que tanto o T3 como o T4 sao transportados da mae
para o feto. Neste sentido, Vulsma e colaboradores, ao final dos anos 80, publicaram
a evidéncia mais conclusiva a respeito do transporte de horménio tiroideano

materno-fetal, uma vez que detectaram a presenca de T4 circulante em fetos



atiroideos (Chan et al., 2009). Sabe-se que, tanto em ratos como em humanos, a
méae fornece todo o horménio necessario antes do inicio da funcao tiroideana fetal.
Desta forma, os HTs encontrados na placenta, membranas, cavidades e tecidos
embrionarios jovens sao de origem materna (Obregon et al., 1978; Morreale de
Escobar et al., 1985, 1993).

Como ja citado anteriormente, a placenta humana parece ser bastante
sensivel a alteragdes hormonais, 0 que nao é exclusivo para tal 6rgdao, mas, ao
mesmo tempo, pode ser determinante ao desenvolvimento normal do feto. Tanto D2
como D3 sdo expressas na placenta humana, sendo a dultima o subtipo
predominante, com nivel de atividade aproximadamente 200 vezes maior que a de
D2 (Koopdonk-Kool et al., 1996).

Basicamente, na gestacdo em humanos, tanto T3 como T4 maternos
ultrapassam a membrana apical (face materna) e a membrana basolateral (face
fetal) do sinciciotrofoblasto (parte materna da placenta) e/ou a membrana plasmatica
do citotrofoblasto (parte fetal da placenta). Portanto, durante este percurso, tais
hormonios podem ou nao sofrer a acao das desiodases (localizadas no citoplasma
celular) e, finalmente, alcancar a circulacao fetal através dos transportadores de HT.
(Figura 2).

De modo geral, apesar da grande importancia dos hormdénios tiroideanos
durante o desenvolvimento fetal como um todo, é no sistema nervoso central (SNC)
que se concentra 0 maior niumero de estudos descritos na literatura, em decorréncia
das numerosas evidéncias de cretinismo observado nessas circunstancias (Morreale
De Escobar et al., 2000). No entanto, tanto concentragdes insuficientes de T3 como
também a exposicdo prematura do embrido a elevados niveis de hormonio
tiroideano podem ser deletérias aos diferentes sistemas, resultando em
desenvolvimento anormal e, até mesmo, em morte (Morreale De Escobar et al.,
2000).
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Figura 2: Esquema representativo do transporte de horménios tiroideanos (T3, T4 e T3 reverso - rT3)
pela placenta durante o primeiro e terceiro trimestre de gestagdo em humanos. ST,
sinciciotrofoblasto (parte materna da placenta); CT, citotrofoblasto (parte fetal da placenta);
THT, transportadores de horménios tiroideanos.

FONTE: Chan et al.( 2009).

Sabe-se ainda que o hipertiroidismo gestacional é representado
principalmente pela Doenga de Graves, uma doenga autoimune, caracterizada pela
producdo de anticorpos (TRAb). Estes, ao se ligarem ao receptor de horménio
tireotréfico (TSH), passam a ativa-lo, o que resulta na indug¢ao do crescimento e da
funcdo da glandula tirdide, a qual passa a produzir quantidades maiores de
hormonios tiroideanos (Andrade et al., 2001). Esta doenca, mesmo ndo sendo muito
freqiente na populacdo mundial (0,2%), necessita de uma intervencéo
multidisciplinar, uma vez que seu tratamento pode levar a0 mesmo tempo a
complicacdes maternas, fetais ou ainda neonatais (Rodien et al., 2005). Assim, tao
logo seja detectada na mae, deve-se iniciar imediatamente o tratamento, uma vez
que o estado tireotéxico pode desencadear rapidamente alteracoes maternas e
fetais das mais diversas, como taquicardia, insuficiéncia cardiaca, retardo no
crescimento, mobilidade fetal aumentada e maturacdo éssea acelerada (Radetti et
al., 2002).



Alguns trabalhos de nosso grupo tém mostrado que componentes do SRA
sao significativamente alterados em coracdes de ratos Wistar adultos, quando em
situacoes de aumento (Anjos-Ramos et al., 2006; Diniz et al., 2007; Carneiro-Ramos
et al., 2010) ou diminuicao (Carneiro-Ramos et al., 2007) dos niveis plasmaticos dos
hormonios tiroideanos. Estas alteragdes, na maioria das vezes, sdo acompanhadas
por mudancas que afetam desde o aspecto estrutural do tecido cardiaco (Hu et al.,
2005; Carneiro-Ramos et al., 2006) como funcionalmente, modificando, por exemplo,
parametros hemodinamicos (Hu et al., 2003). Ainda, corroborando com esta
interacao entre SRA e horménios tiroideanos, Kobori e colaboradores demonstraram
que o SRA local possui um papel primario no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca no hipertiroidismo, a qual ocorre independentemente da agcéo do sistema
nervoso simpatico (Kobori et al., 1997).

Com base nos dados apresentados e levando ainda em consideracéo a
interacdo existente desses dois sistemas hormonais (SRA e horménios tiroideanos)
na modulagcédo da atividade cardiovascular no adulto, a qual vem sendo amplamente
estudada pelo nosso grupo, torna-se clara a necessidade e a importancia do
conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos na modulagdo dos componentes

do SRA em situagdes de hipertiroidismo, durante o periodo gestacional.



Conclusoes

O presente estudo permite-nos, até este momento, concluir que:

- 0 hipertiroidismo gestacional € capaz de promover aumento do peso
corpéreo dos fetos em ED18, ED20 e ND1, com diminuicdo da razdo peso da
placenta/peso corpéreo apenas em ED20;

- a prole de maes submetidas ao hipertiroidismo gestacional apresenta
hipertrofia cardiaca, renal e pulmonar em ED20 e ND1;

- 0 hipertiroidismo gestacional é capaz de promover a diminuicao da atividade
da ECA no tecido cardiaco de fetos em todos os periodos avaliados;

- embora haja diminuicdo da atividade da ECA no coragdo de fetos
provenientes de ratas hipertiroideas em todos os periodos avaliados as expressdes
protéicas de Ang Il ndo sdo moduladas neste mesmo tecido.

- 0s niveis protéicos de AT1 e AT2 estao significativamente aumentados em
ED18, enquanto que o AT1 esta diminuido em ND1.
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