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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria
ALTERAQC)ES BIOQUIMICAS E ESTRESSE OXIDATIVO ASSOCIADOS AO
HIPOTIREOIDISMO
Autora: ADRIANA SANTI
Orientadora: VANIA LUCIA LORO
Co—Orientador: RAFAEL NOAL MORESCO
Data e local de Defesa: Santa Maria, 18 de marco de 2010.

O hipotireoidismo clinico € caracterizado pela diminuicdo na sintese dos horménios
tireoideanos, com elevagdo dos niveis do horménio tireoestimulante (TSH). E uma
desordem comum na populagdo com maior incidéncia no sexo feminino e com a
progresséo da idade. Freqlentemente esti associado a alteragbes no metabolismo
lipidico, representadas pela elevacdo nos parametros lipidicos e consequentemente
com o desenvolvimento de aterosclerose. A associagdo entre hipercolesterolemia e
estresse oxidativo ja € bem estabelecida, entretanto a presenca de estresse
oxidativo no hipotireoidismo é controversa. O estresse oxidativo & caracterizado por
um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou deficiéncia do
sistema antioxidante. Neste trabalho determinaram-se marcadores bioquimicos e de
estresse oxidativo em pacientes com hipotireoidismo clinico. Os marcadores
bioquimicos, colesterol total (CT), colesterol-LDL (LDL-C), colesterol HDL (HDL-C) e
triglicerideos (TG) foram medidos em soro dos pacientes. A peroxidagédo lipidica foi
medida através dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlirico (TBARS).
A avaliacdo do sistema antioxidante enzimatico foi realizada através da medida da
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e os niveis de
antioxidantes ndo-enziméticos através dos niveis de tidis totais (SH) e vitamina E
(VIT E). Os resultados demonstraram um aumento dos marcadores bioquimicos (CT,
LDL-C e TG) no grupo hipotiredideo, com relacdo ao grupo controle. Em relacdo a
peroxidacdo lipidica, observou-se um aumento dos niveis séricos de TBARS de
pacientes com hipotireoidismo quando comparados com o grupo controle. Esse
aumento também foi observado para as defesas antioxidantes enzimaticas, SOD e
CAT. Com relagcdo aos antioxidantes nao-enzimaticos, ocorreu um aumento nos
niveis séricos de VIT E no grupo hipotire6ideo com relagcdo ao grupo controle,
enquanto que para SH nédo foi observada diferengca entre os grupos estudados.
Estes resultados sugerem a associacdo do hipotireoidismo clinico com
hipercolesterolemia e estresse oxidativo. Os altos niveis de colesterol apresentados
pelos pacientes com hipotireoidismo, exercem forte influéncia sobre a geragédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e por conseqiiéncia sobre o estresse oxidativo.
Os aumentos das enzimas SOD e CAT, sugerem a indug¢ao do sistema antioxidante
enzimatico, na tentativa de combater a formagédo de ERO e a elevada peroxidacdo
lipidica. Conclui-se entdo, que o hipotireoidismo clinico, estda associado a
hipercolesterolemia e ao aumento dos biomarcadores de estresse oxidativo.

Palavras chaves: Hipotireoidismo clinico, Estresse oxidativo, Colesterol,
Antioxidantes enzimaticos, Antioxidantes ndo-enzimaticos.
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Overt hypothyroidism is characterized by decreased of thyroid hormones synthesis,
with elevation of thyroid-stimulating hormone (TSH). It's a common disorder in
population with highest prevalence in women and with aging. Frequently is
associated with lipid metabolism alterations, represented by lipid parameters
elevation and consequently with atherosclerosis development. The association
between hypercholesterolemia and oxidative stress already well established,
however oxidative stress presence in hypothyroidism is controversy. The oxidative
stress is characterized by an increase in oxygen reactive species (ROS) generation
or antioxidant system deficiency. In the present study were determined biochemical
and oxidative stress biomarkers in overt hypothyroidism patients. The biochemical
markers, total cholesterol (TC), LDL-cholesterol(C-LDL), cholesterol HDL (C-HDL)
and trycerides (TG) were measured in serum samples in these patients. Lipid
peroxidation was measured by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
levels. Antioxidant system evaluation was performed by superoxide dismutase (SOD)
and catalase (CAT) actvities and non-enzymatic antioxidants levels were evaluated
by reduced glutathione (GSH) and vitamin E (VIT E) levels.The results demonstrated
an increase in biochemical markers (TC, C-LDL and TG) in hypothyroid group, when
compared to control group. In relation to lipid peroxidation, was observed an
increased in TBARS levels in patients with hypothyroidism when compared to control
group. The same was observed for antioxidants defenses SOD and CAT. Non-
enzymatic antioxidants, such vitamin E, were higher in hypothyroid group in relation
to controls, while GSH levels remained unchanged with hypothyroidism. These
results suggest the association between overt hypothyroidism and
hypercholesterolemia and oxidative stress. The high levels of cholesterol presented
by hypothyroidism patients, has a stronger influence under oxygen reactive species
(ROS) generation and in consequence under the oxidative stress. The increase in
SOD and CAT activities, suggest antioxidant system induction as a mechanism to
combat the ROS generation and high lipid peroxidation. In conclusion, overt
hypothyroidism has association with hypercholesterolemia and oxidative stress
biomarkers increase.

Key words: Overt hypothyroidism, Oxidative Stress, Cholesterol, Enzymatic
antioxidants, Non-enzymatic antioxidants.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertagéo estédo apresentados sob a
forma do manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As se¢des Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
proprio manuscrito e representam a integra deste estudo.

Os itens Discussédo e Conclusfes, encontrados no final desta dissertacao,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste
trabalho.

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citacbes que aparecem
nos itens Introdugédo, Revisdo de Literatura, Discussdo e Conclusbes desta
dissertagao.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica
a qual foi submetida:

Manuscrito — Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.



1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo clinico € uma disfungdo caracterizada por valor sérico
aumentado do hormdnio tireoestimulador (TSH) e com concentra¢gfes diminuidas de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), na presenca de sintomas clinicos manifestos. A
disfuncdo enddcrina € de alta prevaléncia na populag&o, com a incidéncia elevando-
se com a idade e ocorrendo principalmente em mulheres (CESENAF et al., 2005).

Os hormbnios tireoideanos sdo importantes reguladores fisiologicos das
células. Modulam inimeras atividades celulares, dentre elas atividade respiratéria
mitocondrial, metabolismo energético e atividade metabdlica basal (DAS & CHAINY,
2004).

O metabolismo de lipideos sofre alteracdes na deficiéncia de horménios
tireoideanos. O hipotireoidismo promove alteracdes no metabolismo lipidico,
afetando principalmente o metabolismo das lipoproteinas. No caso da LDL, ocorre
uma diminuicdo reversivel da expressdo de seus receptores no figado e
consequentemente diminuigdo do seu catabolismo (BERTI et al., 2001; BECERRA et
al., 1999).

Assim, o hipotireoidismo é considerado um fator de risco cardiovascular em
varios estudos, devido a associacdo com elevados niveis de colesterol total e LDL
(AL-TONSI et al., 2003; MAYER et al., 2006). A hipercolesterolemia é um achado
frequente em pacientes com hipotireoidismo sendo um importante fator de risco para
o desenvolvimento de aterosclerose, doenca inflamatéria associada a disfuncéo
endotelial, agregacdo plaquetéria, estresse oxidativo e acumulo de leucdcitos nas
paredes das artérias (DUARTE et al., 2007). Em geral, os pacientes hipotiredideos
apresentam alto risco de desenvolvimento de doengas arteriais coronarianas (DAC),
sendo que a ocorréncia de infarto agudo do miocardio é dependente da duragdo da
disfuncdo endocrina (MEUWESE et al., 2007).

A associacdo entre estresse oxidativo e hipercolesterolemia j& € bem
estabelecida (PRASAD & KALRA, 1993; ZOU et al., 2005). Entretanto, no
hipotireoidismo, a presenca de estresse oxidativo é controversa, apesar dos
elevados parametros aterogénicos (NORDBERG & ARNER, 2001). Alguns estudos

demonstram diminuicdo dos marcadores de oxidacdo, fato que pode ser explicado



pelo estado hipometabdlico gerado pela desordem que reduz a formacao de radicais
livres (MESSARAH ET AL., 2007).

O estresse oxidativo representa um estado caracterizado pela superprodugcéao
de radicais livres e diminuicdo da eficiéncia do sistema antioxidante, composto por
enzimas como a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD) e por antioxidantes
ndo-enzimaticos como os tidis ndo-protéicos (SH) e a vitamina E (VIT E) (MANTHA
et al., 1996). Os processos de peroxidagéo lipidica sdo constituintes dos processos
metabdlicos normais. O aumento da peroxidacdo lipidica, é conseqiéncia do
estresse oxidativo (KUMARI & MENON, 1987).

As enzimas SOD e CAT constituem a primeira linha de defesa celular contra
0S processos oxidativos, decompondo superoxido (O2 7) e peroxido de hidrogénio
(H202), antes da reacéo de formacao do radical hidroxil ( OH), altamente reativo.
Estas enzimas atuam protegendo as células da peroxidacao lipidica induzida pelo
O2 "e Hy0,. (SENTHIL et al., 2004). A SOD constitui um grupo de enzimas contendo
metais, catalisando a remogéao do O, -, gerando como produto final da reacéo de
dismutacdo o peroxido de hidrogénio, que por sua vez, sofre a acdo da CAT que
atua convertendo o H,O, a agua (H.O) e oxigénio (O;), estando localizada
principalmente em organelas subcelulares como os peroxissomos (LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009).

A glutationa reduzida (GSH) é um dos principais antioxidantes endégenos e o
mais abundante tiol ndo-protéico. Atua doando um grupo sulfidrila (SH) em reacdes
diretas com os radicais livres. Além disso, serve de substrato nas reacdes
catalisadas pela glutationa peroxidase e reage com radicais livres derivados das
vitaminas C e E (SENTHIL et al., 2004).

A vitamina E constitui-se um antioxidante lipossollvel presente na particula de
LDL (SERDAR et al., 2006) que atua inibindo sua oxidagéo, prevenindo assim o
desenvolvimento de leséo aterosclerética (MOSCA et al., 1997). Além disso, confere
protecdo a membrana celular por atuar limitando a lipoperoxidagéo (DELANTY et al.,
1997).

Apesar dos poucos relatos na literatura, um estudo envolvendo mulheres com
hipotireoidismo mostrou niveis elevados de TBARS, de carbonilacdo de proteinas e
alteragbes em varias enzimas antioxidantes demonstrando a geragdo de radicais
livres e indugdo de enzimas antioxidantes (MORRIS et al., 2001). Em ratos

hipoiredideos os niveis de TBARS plasméticos, eritrocitarios, hepaticos, cardiacos e



de muasculo esquelético demonstraram-se aumentados quando comparados com
controles, sendo a condicdo amenizada com a administragéo de taurina e vitamina E
(NANDA et al., 2007).

A alta prevaléncia de aterosclerose em pacientes hipotiredideos é
responsavel pelo aumento das doencas cardiovasculares e da mortalidade por
causas cardiacas nestes pacientes (NANDA et al.,, 2007). Por essa razdo,
investigacbes que elucidem padrdes bioquimicos e de estresse oxidativo em

pacientes com hipotireoidismo clinico sdo de interesse cientifico e clinico.



1.10BJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de alteragdes no metabolismo de lipideos e estresse

oxidativo em pacientes com hipotireoidismo clinico.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a relagcdo entre o hipotireoidismo clinico e a ocorréncia de
estresse oxidativo, através da determinacdo dos niveis de TBARS

(indicador de peroxidagéo lipidica).

» Avaliar as defesas antioxidantes em pacientes com hipotireoidismo através
da determinagdo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) e dos niveis dos antioxidantes n&o-enziméticos vitamina
E (VIT E) e tidis ndo-protéicos (SH).

= Determinar os niveis dos marcadores bioquimicos colesterol total (CT)
colesterol HDL (HDL-C), colesterol LDL (LDL-C) e triglicerideos em

pacientes com hipotireoidismo clinico.

» Correlacionar os niveis de horménios tireoideanos tiroxina (T4),
triiodotironina  (T3) e hormoénio tireoestimulante (TSH) com os

biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes com hipotireoidismo.

» Verificar a influéncia do marcador bioquimico colesterol total, na

modulacéo dos biomarcadores de estresse oxidativo no hipotireoidismo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLANDULA TIREOIDE

Nos seres humanos, a glandula tiredide consiste em dois lobos presos, nos
dois lados da traquéia, por tecido conjuntivo. O dois lobos sao unidos por faixa de
tecido tiredideo, ou istmo, situado logo abaixo da cartilagem cricéide (RHOADES &
TANNER, 2005). E uma das maiores glandulas enddcrinas, normalmente pesando
de 15 a 20 gramas no adulto (GUYTON & HALL, 2002) (Figura 1).

Cada lobo da tiredide recebe seu suprimento sanguineo arterial por meio das
artérias tiredideas superior e inferior, que se originam da artéria carétida externa e
da artéria subclavia, respectivamente. O sangue deixa os lobos da tireoide,
cursando série de veias tiredideas que drenam para as veias jugular externa e
braquiocefélica. Essa circulacdo confere rico suprimento sanguineo a glandula
tiredide, permitindo-lhe maior intensidade de fluxo sanguineo por grama, do que os

proprios rins (RHOADES & TANNER, 2005).

Artéria tireideana
superior

Laringe

Glandula
tiredide

Istmo

Artéria carétida comum

Traquéia

Artéria inferior tiredidea

Figura 1 — A glandula tireéide (www. trifoundation.com).



A glandula tiredide recebe sua inervacao adrenérgica dos ganglios cervicais e
sua inervacao colinérgica dos nervos vagos. Essa inervacdo regula a funcéo
vasomotora, aumentando o suprimento de TSH, iodeto e substratos metabdlicos a
glandula tiredide. O sistema adrenérgico também pode afetar a funcéo tireéidea por
meio de efeitos diretos sobre as células (WILLIAMS, 1974).

Histologicamente, a glandula consiste de numerosos foliculos esféricos
preenchidos por substancia secretora, denominada coldide, e revestidos por células
epiteliais cubdides, que secretam seu material para o interior dos foliculos. O
principal componente do colbéide é a tireoglobulina, que é uma glicoproteina, com
peso molecular de 660kD e que contém os horménios tireoideanos no interior da sua
molécula (DOUGLAS, 1999; GUYTON & HALL, 2002). Assim, os foliculos
tireoideanos representam a unidade funcional da glandula, sendo responsaveis pela
sintese, armazenamento e liberacdo dos horménios tireoideanos (HT) (McGEOWN,
2002) (Figura 2).

Faollicle

Cuboidal epithelial cells

Red blood cells

Figura 2 - Aparéncia microscoépica da glandula tiredidea (GUYTON & HALL, 2006).



2.1.1 SINTESE DOS HORMONIOS TIREOIDEANOS

O foliculo tiredideo produz e secreta dois horménios: a tiroxina (T4) e a

triiodotironina (T3). Suas estruturas moleculares séo mostradas na Figura 3.

| | | |
NH, MH,,
— | |
HO O CH.CH HO 0 CH.CH
| COOH | COOH

3,3'5-Triiodo-L-Thyronine Thyroxine
1T3} :T.q:'

Figura 3 — Estrutura dos hormdnios tireoideanos (YEN, 2001).

A tiroxina e a triiodotironina sdo derivados iodados do aminoacido tirosina.
Sao formadas pelo acoplamento dos anéis fenil de duas moléculas de tirosina
iodada, por ligacdo éter. A estrutura resultante é a chamada iodotironina (RHOADES
& TANNER, 2005). O mecanismo de sintese da T3 e T4 compreende cinco etapas

principais, descritas abaixo:

1. Transporte ativo de iodeto (I')

O iodeto é transportado através da membrana basal para o citosol da célula
folicular, por meio de trasportadores de iodeto, que constituem um mecanismo de
transporte ativo, que necessita de ATP, € saturdvel, e também pode transportar
alguns outros anions como brometo, tiocianato e perclorato. Este sistema de
transporte ativo permite que a glandula tiredide mantenha a concentragdo de iodo
livre de 30-40 vezes maior do que a do plasma (GREENSPAN & STREWLER, 1997,
RHOADES & TANNER, 2005);

2. Oxidacédo do iodeto e iodetacdo dos residuos tirosil da tireoglobulina
Os ions iodeto sdo oxidados, gerando o iodo nascente (IO) ou (I3) que tem a

capacidade de se combinar diretamente com o amino&cido tirosina. Essa oxidacao



do iodo é promovida pela enzima peroxidase acompanhada por peroxido de
hidrogénio. A peroxidase encontra-se localizada na membrana apical da célula, ou
fixada a ela, fornecendo assim, o iodo oxidado exatamente no ponto da célula onde
a molécula de tireoglobulina emerge da parede do aparelho de Golgi e passa pela
membrana para o coldide armazenado na glandula tiredide. A ligagdo do iodo a
tireoglobulina € denominada organificacdo da tireoglobulina.

O precursor de tireoglobulina contém 134 residuos de tirosina, porém apenas
pequena fracdo destas tirosinas é iodada. Uma molécula de tireoglobulina tipica
contém apenas 20 a 30 &tomos de iodo. A enzima iodinase, permite a ligagdo do
iodo & tirosina em poucos segundos, ou minutos, quase tdo rapidamente quanto a
molécula de tireoglobulina é liberada do aparelho de Golgi, ou é secretada através
da membrana apical para o foliculo tireoideano (GUYTON & HALL, 2002; RHOADES

& TANNER, 2005);

3. Ligacao dos residuos iodotirosil na tireoglobulina

Da iodacgao da tirosina formam-se dois compostos iodados a monoiodotirosina
(MIT) e a diiodotirosina (DIT), de modo que ambos ja se encontram incorporados a
grande molécula de tireoglobulina. Estes residuos de tirosina iodados passam por
uma reagdo de acoplamento que forma a estrutura da iodotironina. A reagédo de
acoplamento é catalizada pela tirebide peroxidase, a mesma enzima que
inicialmente oxida iodo, através da oxidacdo de residuos de tirosina iodados
adjacentes a radicais livres de vida curta. Esses radicais passam por adigao
(DOUGLAS, 1999).

Na reacdo de adi¢do, ocorre a produgédo de um residuo de iodotironina e um
residuo de desidroalanina. Assim, quando dois residuos adjacentes de DIT séo
acoplados por esse mecanismo, forma-se a T4 e quando um residuo de MIT e um
de DIT sé&o acoplados forma-se a T3. Estes ja sdo os hormdnios tiredideos bioativos
(RHOADES & TANNER, 2005);

4. Protedlise datireoglobulina e secrecdo dos horménios tireoideanos

A tiroxina e a triiodotironina devem ser clivadas da molécula de tireoglobulina e a
seguir, esses hormdnios livres devem ser liberados. Esse processo ocorre da
seguinte maneira: a superficie apical das células tiredideas emite extensdes em

forma de pseuddépodos que englobam pequenas porcdes do coldide, formando



vesiculas pinociticas que penetram no apice da célula tiredidea. A seguir, ocorre a
fusdo imediata do lisossomas do citoplasma com essas vesiculas, formando
vesiculas digestivas, que contém as enzimas digestivas dos lisossomas misturadas
com o colbéide. Entre as enzimas, encontram-se as proteinases, que digerem as
moléculas de tireoglobulina, liberando a T4 e a T3 em sua forma livre, que se
difundem para o interior dos capilares circundantes e assim, sdo liberados no
sangue. A maior producdo pela glandula tiredide € a T4, cerca de 93%, enquanto
apenas 7% séao representados pela T3 (GUYTON & HALL, 2002).

5. Processo de desiodacao

Apenas cerca de 20 a 25% dos residuos de DIT e MIT, na molécula de
tireoglobulina, séo acoplados, formando iodotironinas. O restante dos residuos séo
desiodados na célula folicular, por uma deiodinase, uma flavoproteina dependente
de NADPH encontrada na mitocondria e nos microssomos. Ela atua sobre MIT e
DIT, porém ndo tem atuacdo sob T3 e T4. O iodeto liberado é entéo, reutilizado, pela
célula folicular, para a iodagéo da tireoglobulina, ou seja, para uma nova sintese dos
horménios tiredideos e uma pequena quantidade é liberada para a circulacdo
(GREENSPAN & STREWLER, 1997; RHOADES & TANNER, 2005);

2.1.2 TRANSPORTE DOS HORMONIOS TIREOIDEANOS

As moléculas de T3 e T4 que chegam a corrente sanguinea se ligam, em sua
maior parte, as proteinas plasméaticas. Cerca de 70% da T4 e 80% da T3 se ligam,
de forma ndo-covalente, a globulina fixadora de tiroxina (TBG), uma glicoproteina de
54-kDa que é sintetizada e secretada pelo figado (RHOADES & TANNER, 2005).

A T4 e a T3 remanescentes, se ligam a transtiretina ou a albumina. As
moléculas de T4 e T3 ligadas as proteinas sé@o protegidas da inativacdo metabdlica
e da excregcdo na urina. Como consequéncias desses fatores, os hormodnios
tireGideos, apresentam meias-vidas prolongadas na corrente sanguinea. A meia -
vida da T4 é cerca de 7 dias e a de T3, cerca de 1 dia. Menos de 1% da T4 e da T3,
no sangue, estdo na forma livre estando em equilibrio com a grande fracéo ligada as
proteinas (RHOADES & TANNER, 2005).
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2.2 REGULACAO DA FUNCAO TIREOIDEANA

A funcado da glandula tiredide é controlada por 4 mecanismos: (1) o classico
eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide; (2) as deiodinases hipofisérias e periféricas, que
modificam os efeitos da T4 e T3; (3) a auto-regulacdo da sintese hormonal, pela
propria glandula tiredidea e a (4) estimulacdo ou inibicdo da fungéo tireoideana por
auto-anticorpos do receptor de TSH (GREENSPAN & STREWLER, 1997).

2.2.1 Eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide

O principal mecanismo de regulagdo da glandula tiredide € o eixo hipotalamo-
hipofise, representado na Figura 4. O hormdnio de liberacdo de tireotropina (TRH)
secretado pelo hipotadlamo, estimula a sintese e liberagéo pela hipofise anterior do
horménio estimulador da tiredide (TSH), que por sua vez, estimula a glandula
tiredide a produzir e secretar tiroxina e triiodotironina, resultando no status
eutiredideo a nivel tecidual (GREENSPAN & STREWLER, 1997; LAFRANCHI,
2006).

Hypothalamus

Anterior
pituitary

Figura 4 — O eixo hipotalamo-hipdfise-tire6ide (GREENSPAN & STREWLER, 1997).
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Hormonio de liberag&o de tireotropina (TRH)

A secrecdo de TSH pela hipdfise anterior é controlada por um horménio
hipotalamico, o horménio de liberacdo de tireotropina (TRH), secretado por
terminacdes nervosas na eminéncia mediana do hipotalamo. O TRH trata-se de
substancia simples, uma amida tripeptidica piroglutamil-histidil-prolina-amida, que
afeta diretamente as células glandulares da hipoéfise anterior para aumentar a
producgéo de TSH (GUYTON & HALL, 2002).

Os receptores da hipofise para TRH séo do tipo de membrana, proprios para
os horménios hidrossollveis, cuja concentracdo € controlada pelo T4, que diminui o
ndimero de receptores hipofisarios, contribuindo para a regulacdo da secrecao
tireoideana, por feed-back negativo (DOUGLAS, 1999).

Horménio estimulador da tiredide ou tirotropina (TSH)

O TSH é produzido na adeno-hipdfise, sendo quimicamente uma glicoproteina
de peso molecular de aproximadamente 28 kD (DOUGLAS, 1999). Esse hormonio
aumenta a secre¢do de tiroxina e triiodotironina pela glandula tiredidea. Seus efeitos
especificos sobre a glandula tiredide séo os seguintes:

* Aumento da protedlise da tireoglobulina j& armazenada nos foliculos, com a
consequente liberacdo dos hormonios tireocideanos no sangue e diminuigédo
da propria substancia folicular;

= Aumento da atividade da bomba de iodeto, que aumenta o “sequestro do
iodeto” nas células glandulares, aumentando em algumas vezes, a relagdo
entre a concentragcdo de iodeto intracelular e extracelular por até 8 vezes o
normal;

* Aumento da iodetagdo da tirosina para formar os horménios tiredideos;

* Aumento de tamanho e da atividade secretora das células tiredideas;

* Aumento do nimero de células tiredideas, juntamente com a transformacao
das células cubdides em células colunares e acentuado pregueamento do
epitélio da tiredide nos foliculos (GUYTON & HALL, 2002).
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Em resumo, o TSH aumenta todas as atividades secretoras, conhecidas das
células glandulares da tiredide, tendo seu efeito estimulador mediado pelo
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). O primeiro evento na ativagdo, consiste
na ligacdo do TSH a receptores especificos de TSH na superficie basal da
membrana da célula tiredidea. Essa ligacdo ativa a adenilil ciclase na membrana,
gue aumenta a formacdo de cAMP no interior da célula. Por fim, o cCAMP atua como
segundo mensageiro para ativar a proteina cinase, que causa mdultiplas fosforilagbes
por toda a célula. O resultado consiste em aumento imediato na secrecdo dos
hormdnios tiredideos, bem como em crescimento prolongado do proprio tecido
glandular (GUYTON & HALL, 2002; RHOADES & TANNER, 2005).

2.3 EFEITOS FISIOLOGICOS DOS HORMONIOS TIREOIDEANOS

Os hormonios tireoideanos exercem fungdes importantes na diferenciacgéo,
crescimento e no metabolismo. Além disso, sdo necessarios para o funcionamento
normal de praticamente todos os tecidos, tendo os principais efeitos sobre o

consumo de oxigénio e taxa metabdlica (YEN, 2001).

2.3.1 METABOLISMO DE LIPIDEOS

Praticamente todos os aspectos do metabolismo de lipideos, aumentam sob a
influéncia dos HT. Os lipideos sdo mobilizados rapidamente do tecido adiposo, que
assim, reduz os estoques de gordura corporal. Ocorre um aumento na concentragéo
de 4cidos graxos livres no plasma e acelerada oxidagdo destes acidos graxos pelas
células.

O aumento da sintese de HT diminui a concentracdo de colesterol,
fosfolipideos e triglicerideos no plasma, apesar de aumentar os 4cidos graxos livres.
Diferentemente, a diminuicdo da secrecdo de HT promove o aumento das
concentragdes de colesterol, fosfolipideos e triglicerideos e na maioria dos casos
promove depoésito excessivo de gordura no figado.

Um dos mecanismos pelo quais os HT diminuem a concentragdo plasmatica
de colesterol consiste no aumento significativo da intensidade de secrecdo de

colesterol na bile, com a conseqiente perda nas fezes. O possivel mecanismo para
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a secrecdo aumentada de colesterol é a de que os HT induzem o aumento no
ndamero de receptores para LDL nas células hepaticas, levando a rapida remocao
das LDLs do plasma para o figado, e em secrecdo subsequente do colesterol

nessas lipoproteinas pelas células hepaticas (GUYTON & HALL, 2006).

2.4 HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo é caracterizado por uma sindrome clinica, decorrente da
deficiéncia de horménios tireoideanos, que resulta na diminuicdo dos processos
metabdlicos (GREENSPAN & STREWLER, 1997).

O hipotireoidismo clinico é definido pela presenca de niveis elevados de TSH
e concentragdes diminuidas dos horménios tireoideanos T3 e T4. (CESENAF et al.,
2005).

Nos estégios iniciais da doenga, os sintomas podem ser inespecificos, como:
mialgia, artralgia, caimbras, pele seca, dores de cabeca e menorragia. Unhas
quebradicas, cabelos mais finos, palidez e sintomas do tinel do carpo também
podem aparecer. O depdsito de glicosaminoglicanos levar4 ao atraso da fase de
relaxamento dos reflexos e aparecimento de macroglosia. Quando o hipotireoidismo
se torna mais acentuado, pode ser evidenciado edema periférico, constipagéo,
dispnéia e ganho de peso. Outras manifestacdes incluem edema pericardico, ascite,
audicdo diminuida, hipertensdo diastdlica. Dislipidemia tem sido descrita e pode
contribuir para aterosclerose acelerada. Tipicamente, tém sido relatados niveis
elevados de LDL e baixos de HDL1 (NOGUEIRA, 2005).

ETIOLOGIA

O hipotireoidismo pode ser classificado como primério (faléncia tireoideana);
secundario (deficiéncia de TSH), terciario (deficiéncia de TRH) ou caracterizado pela
resisténcia periférica a acdo dos HT (GREENSPAN & STREWLER, 1997).

A Tireoidite de Hashimoto € uma doenca auto-imune da glandula tiredidea,
representando a principal causa do hipotireoidismo (TAGAMI et al., 2009). As
doengas auto-imunes sd@o responséveis por mais de 50% dos casos, respondendo
por 3% dos adultos e maior proporgédo (10%) no sexo feminino na menopausa

(ROMALDINI et al., 2004). E caracterizada pela presenca de numerosos linfécitos,
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com a formacgé&o de foliculos linféides e acentuadas alteracdes nas células epiteliais
tireoideanas (TAGAMI et al., 2009).

As formas secundarias e terciarias de hipotireoidismo sdo menos freguientes.
O hipotireoidismo pode resultar da perda da estimulacdo tréfica devido a dano ou
doenga do eixo hipotalamo-hipoéfise. Assim, na auséncia do TRH ou TSH, a funcéo
tireoideana esta reduzida (NUSSEY & WHITEHEAD, 2001).

A incapacidade das células de responder ao horménio € conhecida como
resisténcia hormonal e é causa comum de desordens enddcrinas. A resisténcia pode
resultar de uma reducéo ou perda dos receptores para hormonio, anormalidades no
receptor ou em uma molécula sinalizadora (NUSSEY & WHITEHEAD, 2001).

2.4.1 DISLEPIDEMIAS NO HIPOTIREOIDISMO

Os hormonios tireoideanos possuem muitos efeitos no coragdo e no sistema
cardiovascular. O hipotireoidismo clinico esta associado ao desenvolvimento de
doencas arteriais coronarianas (DAC), o que em parte pode ser explicado, pela
funcdo destes hormdnios na regulacdo do metabolismo lipidico e efeitos sobre a
pressdo arterial (JUNG, et al.,, 2008). A hipertensdo diastdlica, dislepidemia,
aumento da rigidez arterial, sdo importantes fatores de risco para a aterosclerose e
achados frequentes no estado hipometabdlico (BIONDI & KLEIN, 2004).

As dislipidemias podem ser classificadas fenotipicamente ou bioquimicamente
considerando os valores de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade
(LDL-C), triglicerideos (TG) e lipoproteina de alta densidade (HDL-C) em quatro tipos
principais bem definidos: hipercolesterolemia isolada caracterizada pela elevacéo
isolada do LDL-C (= 160 mg/dL);hipertrigliceridemia isolada caracterizada pela
elevacdo isolada dos TG (2150 mg/dL), que reflete o aumento do volume de
particulas ricas em TG como VLDL, IDL e quilomicrons; hiperlipidemia mista, na
presenca de valores aumentados de ambos LDL-C (= 160 mg/dL) e TG (2150
mg/dL) e finalmente HDL-C baixo caracterizada pela redu¢cdo do HDL-C (homens
<40 mg/dL e mulheres <50 mg/dL) isolada ou em associagdo com aumento de LDL-
Coude TG (SPOSITO et al., 2007).

O hipotireoidismo é a principal causa de dislepidemia secundaria, causada

pela diminuida excrecdo de colesterol e aumento nos niveis das lipoproteinas apo B,



15

indicando uma conversdo diminuida de VLDL para LDL, provavelmente devido a
deficiéncia de HT e a consequente desativagdo da LPL que cataboliza a VLDL
(DAGRE, et al., 2007; BECERRA et al., 1999). Além disso, o hipotireoidismo esta
associado a diminuicdo da atividade da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado, da lipase endotelial hepatica, da 7-alfa hidroxilase (BIONDI & KLEIN.,
2004).

A deficiéncia dos HT, também promove uma diminuicdo reversivel da
expressdo de receptores para LDL no figado e consequentemente diminuigcdo do
catabolismo desta lipoproteina (BECERRA et al., 1999), resultando em elevacgdo dos
niveis sanguineos de LDL. Além disso, o acumulo de lipideos favorece os processos
de oxidacao lipidica, uma vez que estes podem servir de substratos para o ataque
dos radicais livres (DUNTAS, et al., 2002).No hipotireoidismo, a oxidagdo da LDL
estd aumentada, gerando a LDL oxidada, que por sua vez é fagocitada por
macrofagos levando a formacdo das células espumosas, que participam da etapa

inicial do desenvolvimento do processo aterosclerético (DAGRE, et al., 2007).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

Em condicdes fisiolégicas h4 um balanco entre a geracdo de radicais livres e
os sistemas de defesa antioxidantes. A alteracdo do equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, gera o quadro de estresse oxidativo geralmente caracterizado pela
hiperproducdo de oxidantes (SIES, 1997). O estresse oxidativo provoca danos
moleculares e teciduais estando associado a iniUmeras patologias (YANG et al.,
2008).

A reducdo tetravalente de elétrons de oxigénio molecular para 4gua, € uma
das principais rea¢gfes que ocorrem no final da cadeia transportadora de elétrons
sendo considerada essencial aos organismos vivos. Entretanto, 1 a 2% do oxigénio
total consumido pela mitocéndria est4 reduzido de forma incompleta, formando as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e outras espécies reativas (VENDITTI & DI
MEO et al., 2006.; DAS & CHAINY et al., 2001).

As EROs compreendem as espécies quimicas como o anion superéxido
(02%), o peroxido de hidrogénio (H2O;) e o radical hidroxila(*OH) (Figura 5). Estas

espécies podem reagir com uma grande quantidade de biomoléculas incluindo os
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acidos graxos poliinsaturados das biomembranas (promovendo uma cadeia de
reacdes peroxidativas) com proteinas e enzimas (causando danos as propriedades
funcionais) e com &cidos nucléicos (gerando quebras e alteragBes de bases) (SIES,
1997; VENDITTI & DI MEO et al., 2006).

Reactive oxygen species [ = unpaired electrons)

0::0 5110 L5110 - it :
Oxyien Superoxide anion Peroxide Hydroxyl radical  Hydroxyl ion
-— N —2 —_
0, 0, 0, *0OH OH

Figura 5: Espécies reativas de oxigénio (www.vivo.colostate.edu).

O nitrogénio também participa na geracdo de espécies reativas, sendo as
mais danosas o 0xido nitrico (ONe) e o peroxinitrito (ONOO-). O o6xido nitrico € um
radical livre contendo um Unico elétron ndo pareado, reagindo rapidamente com um
pequeno numero de moléculas dentre elas o superdxido, formando peroxinitrito
oxidante principalmente de proteinas e DNA (MOZAFFARIEH et al., 2008).

Os hormonios tireoideanos influenciam a taxa metabdlica basal durante os
estados fisiolégicos através da alteracdo no consumo de oxigénio mitocondrial, o
principal local da producdo dos radicais livres. Assim, altera¢cdes nos niveis de
horménios tireoideanos afetam a geracdo de radicais livres pela mitocondria. Além
disso, os hormbénios também possuem efeitos sobre a sintese e a degradacao de
proteinas antioxidantes, vitaminas e enzimas (TORUN et al., 2009).

No hipotireoidismo, a presenca de estresse oxidativo € controversa (NANDA
et al., 2007). Entretanto, estudos tém sugerido que a geragdo de radicais livres em
pacientes com hipotireoidismo ndo é proporcionalmente baixa quando comparado
com individuos normais como demonstrado por analises de citometria de fluxo, uma
vez que a disfungdo enddcrina estéd associada a hiperlipidemia, a principal causa de

doenca cardiovascular e de aumento da geracdo de EROs (SUBUDHI et al., 2009).
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2.5.1 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

2.5.1.1 PEROXIDACAO LIPIDICA

Os lipideos sdo os principais componentes das membranas celulares
(SCHNITZER et al., 2007), sendo os acidos graxos poliinsaturados os componentes
mais suscetiveis a processos oxidativos causados pela acdo de EROs (MESSARAH
et al., 2007). O processo de peroxidacdo lipidica ocorre quando, por exemplo,
radicais peroxil e hidroxil sdo adicionados a &acidos graxos insaturados ou uma
cadeia carbdnica de 4cidos graxos sofre clivagem ao reagir com um elétron livre
(RADWANSKA-WALA et al., 2008) gerando como produtos inilmeros compostos
oxigenados, principalmente aldeidos como malondialdeido (MDA) e dienos
conjugados (YANG et al., 2008). Este processo uma vez iniciado, é sustentado pela
acdo de radicais livres. Assim, o acumulo de produtos da peroxidagdo lipidica
constitui-se um importante biomarcador de estresse oxidativo (SENTHIL et al., 2004;
NELSON et al., 2006).

No hipotireoidismo, a oxidag&o de lipideos € um achado frequente (NANDA et
al., 2008), estando associada a hiperlipidemia e ao aumento na geragdo de EROs (
SUBUDHI et al., 2009). As principais consequéncias da peroxidagéo lipidica sdo
alteracbes nas propriedades das biomembranas, incluindo sua fluidez e
permeabilidade. Estas alteragBes por sua vez, afetam a atividade de proteinas de
membrana, incluindo enzimas ligadas a membranas, receptores e proteinas
transportadoras podendo levar a morte celular (SCHNITZER et al., 2007; LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009).

2.5.2 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

2.5.2.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Superoxidos dismutases (EC 1.15.1.1) constituem um grupo de
metaloenzimas que catalisam a remoc¢éao do anion superéxido (O2) (YIM et al., 1990;
LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009) (Figura 6).



18

As SODs constituem a primeira e mais importante linha de defesa
antioxidante enzimatica contra os RL e particularmente os radicais anion superoxido.
Em mamiferos, existem trés isoformas diferentes desta enzima, sendo que duas
isoformas possuem cobre (Cu) e zinco (Zn) no centro catalitico e estdo localizadas
em compartimentos citoplasméticos intracelulares (CuzZn-SOD ou SOD1) ou em
elementos extracelulares(EC-SOD ou SOD3) (ZELKO et al., 2002; LANDIS &
TOWER, 2005).

SOD1 tem peso molecular de 32.000 Da, sendo encontrada no citoplasma,
compartimentos nucleares e lisossomos de células de mamiferos. A SOD3
estruturalmente apresenta-se como um homotetramero com peso molecular de
135.000 Da, sendo inicialmente detectada no plasma humano, linfa, ascite e liquor.
A terceira isoforma das SODs possui manganés (Mn) como co-fator estando
localizada na mitocéndria de células aerébicas (Mn-SOD or SOD2). Consiste de um
homotetramero com uma Unica subunidade com peso molecular de 23.000 Da,
constituindo a primeira linha de defesa contra as EROs na mitocondria (ZELKO et
al., 2002; BAG & BAG, 2008).

2.5.2.2 Catalase (CAT)

A Catalase (EC 1.11.1.6) humana apresenta-se como um tetramero composto
por quatro subunidades idénticas de 60 KDa (PUTNAM et al., 2000) cada uma com
um grupo hemeprotoporfirina IX no sitio ativo, localizado internamente e acessivel
por uma passagem que se torna estreita, explicando assim, a capacidade da enzima
em usar apenas substratos de pequeno tamanho (KIRKMAN &GAETANI,2007).

Praticamente todos o0s organismos aerobicos produzem peroxido de
hidrogénio (H20,) através de processos metabdlicos normais, principalmente a partir
do superoxido (OGATA et al.,, 2008). A CAT atua convertendo H,O, em agua e
oxigénio (O,), estando localizada principalmente em organelas subcelulares como os
peroxissomas e menor quantidade na mitocondria e no reticulo endoplasmatico.
Portanto, a eliminag&o do H,O, é dependente principalmente de sua difusédo para os
peroxissomas (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009) (Figura 6).

Assim, a CAT é uma enzima central da defesa antioxidante atuando em
conjunto com a GSH-Px na remocédo de H;O, e na prevencdo contra danos
oxidativos (CHOUDHURY et al., 2003).
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Figura 6 - Mecanismo enziméatico antioxidante (NORDBERG & ARNER, 2001).

2.5.3 Antioxidantes ndo-enzimaéaticos

2.5.3.1 Vitamina E (a- tocoferol)

A LDL humana contém varios antioxidantes lipossollveis, incluindo o a-
tocoferol (vitamina E), vy-tocoferol, ubiquinol-10 e véarios carotendides e
oxicarotendides (CARR, 2000).

O a-tocoferol é o antioxidante mais abundante na LDL, atuando na captura
dos radicais peroxila e alcoxila, altamente reativos com lipideos, e que podem
propagar a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica (PRYOR, 2000). Nesse
processo, a vitamina E atua doando um atomo de hidrogénio para estes radicais,
derivados da oxidagcdo de acidos graxos. O radical peroxila oxida a vitamina E e
produz o radical tocoferoxila, um radical estavel que ndo propaga a cadeia.
Subsequentemente, o radical tocoferoxila é regenerado a vitamina E pela vitamina C
e pela glutationa (CHAN, 1993; LIEBLER, 1993).
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Estudos envolvendo seres humanos demonstraram uma correlagéo inversa
entre os niveis de vitamina E e a expressdo de B1 integrina em mondcitos, bem
como uma diminuicdo da adesdo celular endotelial por mondcitos apos
suplementagdo com a vitamina E.

A a-tocoferol pode inibir a expressdo de moléculas de adeséo e a
subsequientes interagBes célula-célula, através da captura de EROs ou inibindo a
proteina quinase C (PKC) associada a producdo de EROs (CARR et al.,, 2000).
Além disso, possui efeito inibidor sobre a proliferagdo de células de musculo liso e
sobre a adeséo e agregacdo plaquetaria prevenindo assim, o desenvolvimento de

doencgas aterosclerdticas (HARRIS et al., 2002).

2.5.2.2 Tidis n&o-protéicos

A Glutationa (GSH) (L-y-glytamil-L-cisteinil-glicina) é o principal tiol n&o-
protéico intracelular livre, encontrado em varios tecidos bioldgicos, sendo o principal
antioxidante das células dos mamiferos. E um tripeptideo composto por cisteina,
acido glutdmico e glicina com o grupo ativo representado por um tiol (-SH) no
residuo de cisteina (ROSEMBLAT et al., 2007).

A GSH possui uma variedade de funcbes fisiologicas atuando na
detoxificagdo de compostos xenobidticos e na eliminagdo de intermediarios reativos,
reduzindo hidroperéxidos na presenca da GSH-Px (HULTBERG M & HULTBERG B,
2005). A reacdo catalisada pela GSH-Px ocorre as custas de glutationa reduzida,
tendo como resultado a glutationa oxidada que é entdo, reciclada a forma reduzida
pela glutationa redutase e NADPH (GUL et al., 2000).Dessa forma, este processo de
reciclagem e a manutencé@o de niveis adequados de GSH podem prevenir o dano
celular causado pelo estresse oxidativo (STAMLER & SLIVKA, 1996), uma vez que a
GSH captura RL e repara os danos biologicos ocasionados pelos mesmos(YAO, et
al.,2008) (Figura 7).

Por possuir propriedades nucleofilicas e redutoras, pode reagir com espécies
eletrofilicas ou oxidadas direta ou indiretamente, através de reacdes enzimaticas
evitando desta forma, a reagcdo destas espécies com constituintes celulares
importantes, como os acidos nucléicos e proteinas, o que pode levar a apoptose
(HULTBERG & HULTBERG, 2006).
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Além disso, participa de reacdes de transhidrogenacdo que estdo envolvidas
na formagdo e manutencdo dos grupos sulfidrilicos de outras moléculas, como co-

enzima A e de vérias outras enzimas e proteinas (PASTORE et al., 2003).
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3. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
proprio manuscrito. A apresentagdo esta baseada na versdo submetida a publicacdo

na revista Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.

O manuscrito encontra-se em fase de revisao.



3.1 ASSOCIACAO ENTRE HORMONIOS TIREOIDEANOS, LIPIDEOS E
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO HIPOTIREOIDISMO
CLINICO.

Manuscrito
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Adriana Santi, Marta Maria Medeiros Frescura Duarte, Rafael Noal Moresco,
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Abstract

Background: The aim of this study was to investigate the effect of hypothyroidism on
lipid peroxidation and antioxidant profile as well as to evaluate the interaction
between thyroid hormones and oxidative stress biomarkers in patients with overt
hypothyroidism. We also evaluated the influence of cholesterol levels on oxidative
stress biomarkers in these patients.

Methods: Total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides,
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), thiol groups (SH), and vitamin E were measured in 20 subjects with
overt hypothyroidism (OH) and 20 controls.

Results: Total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, TBARS, SOD, CAT, and
vitamin E were significantly higher in the OH group. Significant correlations were
observed for TSH and SOD, CAT, vitamin E and TBARS. Correlations were observed
for T3 and SOD, CAT, vitamin E and TBARS. Significant correlations were also
observed for fT4 and SH, vitamin E and TBARS. However, correlations between T3
and CAT, and fT4 and SH, remained significant after controlling for total cholesterol
levels.

Conclusions: Overt hypothyroidism is associated with an increase in oxidative
stress, and hypercholesterolemia has a stronger influence on development of

oxidative stress in hypothyroid condition than thyroid hormones.

Keywords: hypothyroidism; lipids; oxidative stress; thyroid hormones.
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Introduction

Hypothyroidism is characterized by decreased thyroid hormone production by
the thyroid gland. This in turn leads to decreased hormone levels in cells and tissues
(2). It is a common disorder with a prevalence rate up to 20% increasing with age,
especially in women (2). This disorder is associated with abnormalities of lipid
metabolism, which may predispose to the development of atherosclerotic coronary
artery disease (CAD), mainly by the increase of the total cholesterol level and low-
density lipoprotein (LDL) leading to hypercholesterolemia (3-6).
Hypercholesterolemia is associated with oxidative stress (7-9), which results from the
increased production of reactive oxygen radicals or impairment of the antioxidant
system (10). However, in hypothyroidism, the occurrence of oxidative stress is
controversial (11). The metabolic suppression brought about by hypothyroidism is
associated with a decrease in free radical production. Besides, it has also been
suggested that hypothyroidism protects tissues against acceleration of lipid
peroxidation (12). In contrast, increased LDL oxidation has been reported in
hypothyroidism and it was strongly influenced by serum lipids (12). Also, an
increased oxidative stress in both hypothyroid and subclinical hypothyroidism states
was observed (13).

Superoxide and hydroxyl radicals along with non radical oxygen species, such
as hydrogen peroxide (H.O,) are commonly termed as reactive oxygen species
(ROS) that may produce tissue injury by initiating lipid, protein and DNA oxidative
modifications (13,14). The attack of ROS on membranes or lipoproteins may lead to
lipid peroxidation and loss of membrane integrity, resulting in necrosis and cell death

(15, 16).
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In order to protect tissues from these damaging effects, the organism
possesses enzymatic and non enzymatic antioxidant systems (14). The antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) present a great ability to
catalyze the reactions of their substrates superoxide radical and hydrogen peroxide,
respectively. This way, they have an enormous theoretical advantage over
exogenous antioxidants that are stoichiometrically consumed (16). In addition to
these enzymatic systems, non enzymatic mechanisms also protect against oxidative
stress. These mechanisms include natural lipophilic antioxidants such as vitamin E
and hydrophilic substances such as glutathione reduced (GSH), which could act
synergistically. Vitamin E acts as a peroxyl radical scavenger and could be further
regenerated by vitamin C and GSH, for instance (14). GSH, main non-protein thiol, is
a tripeptide with a broad spectrum of effects including neutralization of ROS,
detoxification of xenobiotics, lipid peroxidation, and hydroperoxides issued from the
respiratory chain (17, 18).

Considering the importance of hypothyroidism and its association with
hypercholesterolemia, the aim of this study was to investigate the effect of
hypothyroidism on lipid peroxidation and antioxidant profile as well as to evaluate the
interaction between thyroid hormones and oxidative stress biomarkers in patients
with overt hypothyroidism. We also evaluated the influence of cholesterol levels on

oxidative stress biomarkers in these patients.
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Materials and Methods
Study population

Patients were enrolled prospectively in this study from clinical laboratory
LABIMED, located in Santa Maria-RS, Brazil. This study was performed in 40
patients divided into two groups as follows: control group, 20 healthy subjects (50.25
*+ 10.90 years); and overt hypothyroidism (OH) group, 20 patients (48.00 + 10.81
years). Overt hypothyroidism was defined as thyroid-stimulating hormone (TSH)
higher than 10 mlU/L and low free thyroxine (fT4) and triiodothyronine (T3) levels
(19). Patients taking lipid-lowering drugs, antioxidant vitamin supplements,
acetylsalicylic acid, antihistamines, antihypertensive, exposure to high iodine
condition, smokers, alcoholics, pregnant women, women on hormone replacement
therapy, diabetics and subjects with acute, chronic or malignant diseases were
excluded. All subjects gave written informed consent to participate in the study. The
protocol was approved by the Human Ethics Committee of the Federal University of

Santa Maria (number 23081.016996/2008) (Anexo II).

Sample collection and biochemical determinations

Venous blood samples were drawn from each participant after a 12 h
overnight fasting by venous puncture into blue and red top Vacutainers (BD
Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with sodium citrate or no anticoagulant,
respectively. The samples were centrifuged for 15 min at 2500 x g, and aliquots of
plasma and serum were kept at -20°C for maximum of 4 weeks. An aliquot of whole
blood was collected in sodium citrate 3.2% and diluted 1:10 in saline solution for
measurement of CAT and SOD activities. Serum TSH, T3 and fT4 concentrations

were measured by chemiluminescent immunometric assay on IMMULITE 2000®
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(Siemens Healthcare Diagnostics, Los Angeles, USA). Detection limits for TSH was
0.004 - 14.000 mIU/L, FT4 was 3.9 - 77.2 pmol/L and T3 was 0.29 nmol/L. Serum
total cholesterol (TC) and triglycerides (TG) concentrations were measured using
standard enzymatic methods on a fully automated analyzer Vitros 950® dry chemistry
system (Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). High-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) was measured in the supernatant plasma after precipitation of
apolipoprotein B-containing lipoproteins with dextran sulfate and magnesium chloride
as previously described (20). Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was
estimated with the Friedewald equation (21). Serum thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) were measured according to the modified method of Jentzsch
et al (22). Serum sample was added to the reaction mixture containing 1% ortho-
phosphoric acid, alkaline solution of thiobarbituric acid-TBA, followed by 45 min
heating at 95°C. After cooling, samples and standards of malondialdehyde (0.03mM)
were read at 532 nm against the blank of the standard curve. The results were
expressed as nmol MDA/mL. Whole blood catalase activity was determined by the
method of Aebi (23) by measuring the rate of decomposition of H,O, at 240 nm. An
aliquot of blood was homogenized in potassium phosphate buffer, pH 7.0. The
spectrophotometric determination was initiated by the addition of sample in an
aqueous solution of hydrogen peroxide 0.3 mol/l. The change in absorbance at 240
nm was measured for 2 min. CAT activity was calculated using the molar extinction
coefficient (0.0436 cm?umole) and the results were expressed as U/g Hb. Whole
blood superoxide dismutase activity was measured as described by McCord
&Fridovich (24). In this method, SOD present in the sample competes with the
detection system for superoxide anion. A unit of SOD is defined as the amount of

enzyme that inhibits the rate of adrenalin oxidation by 50%. Adrenalin oxidation leads
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to the formation of the colored product, adrenochrome, which is detected by
spectrophotometer. SOD activity is determined by measuring the rate of
adrenochrome formation, observed at 480 nm, in a reaction medium containing
glycine-NaOH (50 mM, pH 10.0) and adrenalin (1 mM). The results were expressed
as U/mg Hb. Plasma SH was assayed by the Ellman method (25). Aliquots of plasma
were added to a phosphate buffer 0.3 mol/l, pH 7.4 and the reaction was followed at
412 nm after the addition of 10 mM 5-5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB).
Results were expressed as pmol/mL. Serum vitamin E was estimated by a modified
method of Hansen & Warwick (26). In a covered tube, Milli-Q water (Millipore,
Bedford, MA, USA) was added to butylated hydroxytoluene 10 mM (BHT), serum
sample and ethanol solution (66%). The mixture was then vortex-mixed for 10 s and
n-hexane was added and mixed for 1 min, followed by centrifugation at 1,800 g for 10
min. Then, superior phase was transferred to fluorimeter cuvettes and vitamin E was
measured in the fluorimeter: excitement: 295 nm; emission: 340 nm. Calibration
curves with a-tocopherol (3.12, 6.25, 12.5, 25.0 mg/L) were used to determine the
concentration, following the same procedure used for the samples. Results were
expressed as pmol/L. Hemoglobin concentration was measured in whole blood
sample by use of Pentra 120 analyzer (ABX, Montpellier, France). The results were
expressed as g/dL. Protein was measured by the method of Bradford using bovine

serum albumin as standard (27).

Statistical analysis
Data are presented as mean and standard deviation (SD). Statistical
differences between groups were evaluated by Mann-Whitney U test. Spearman

correlation was assessed to evaluate the correlations between the variables. Partial
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correlations were performed to control the associations between variables for total
cholesterol levels. Statistical significance was assumed at p<0.05. Data were

analyzed using Statistica 6.0 software (Statsoft Inc., 2001).

Results

Baseline characteristics of the study subjects are shown in Table 1. TC, LDL-C
and TG were significantly higher in OH group when compared to control group. No
significant differences for HDL-C and body mass index (BMI) were observed between
groups. The OH group presented higher TSH and lower T3 and fT4 levels. The
patients with OH had significantly higher values of SOD, CAT, vitamin E and TBARS.
No statically significant differences were observed for SH levels between groups. We
observed significant positive correlations between TSH and SOD (r=0.5603,
p<0.001), TSH and CAT (r=0.3263, p=0.040), TSH and vitamin E (r=0.6982,
p<0.001), and TSH and TBARS (r=0.5052, p=0.010), as indicated in Table 2.
However, no significant correlations were observed between TSH and oxidative
biomarkers after controlling for TC levels. We also observed significant negative
correlations between T3 and SOD (r= -0.5323, p<0.001), T3 and CAT (r= -0.4736,
p=0.002), T3 and Vitamin E (r=-0.6497, p<0.001), and T3 and TBARS (r= -0.4607,
p=0.003). The correlation between T3 and CAT (r= -0.3996, p=0.012) remained
significant after controlling for TC levels. Significant correlations were also observed
between fT4 and SH (r=0.3943, p=0.012), fT4 and vitamin E (r= -0.4606, p=0.003),
and fT4 and TBARS (r= -0.3242, p=0.041). The correlation between fT4 and SH
(r=0.4427, p=0.005) remained significant after controlling for TC levels.
Table 1 here

Table 2 here
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Discussion

Our results clearly indicated that OH is associated with lipid peroxidation and
antioxidant system induction. In addition, higher levels of total cholesterol, LDL
cholesterol and triglycerides in OH patients were observed. These findings are in
agreement with results of other recent investigations, which showed hyperlipidaemia
in patients with hypothyroidism (28-30). Thyroid hormones upregulate LDL-receptor
expression; thus, the low levels of T3 and T4, found in hypothyroidism, promote a
reduction in catabolism of lipoproteins leading to hypercholesterolemia (31-32). High
serum lipids are associated with lipid peroxidation as well as with oxidative stress
damage in hypothyroidism because the hypercholesterolemia provides a pool of
substrates to be oxidized by free radicals (33). In this study TBARS levels were
significantly higher in subjects with hypothyroidism, showing direct damage to lipid
structures via free radicals in hypothyroid status. Previous studies have also
demonstrated an increase in lipid peroxidation markers in human overt
hypothyroidism (11, 13).

The biological oxidative effects of the free radicals on lipids, proteins and DNA
are controlled by a spectrum of antioxidants. Enzymatic protection against ROS is
provided by many systems including enzymes SOD and CAT (34). We found that
subjects with hypothyroidism had significantly higher SOD and CAT activities. These
findings suggest increased formation of superoxides and hydrogen peroxides in the
hypothyroid status, which increases the activities of these antioxidant enzymes as a
mechanism to enhance their sequestration. SOD and CAT act synergistically in the
dissociation and formation of hydrogen peroxide and their activities are adjusted by
their variation in the thyroid gland activity (17). However, some studies have reported

no changes in some antioxidant enzymes in overt hypothyroidism (11, 33, 35).
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In addition, we investigated the effect of hypothyroidism on the levels of non-
enzymatic antioxidants such as vitamin E. This vitamin has an antioxidant capacity
because it protects cell membranes against free radical mediated lipid and protein
oxidation and plays a pivotal role in maintaining normal endothelial (35). However,
vitamin E, being a lipid soluble vitamin correlates directly with lipid and beta-
lipoprotein level (36). Thus, high vitamin E levels in OH group may due, the elevated
lipid levels in hypothyroidism than that a defense mechanism against the increased
generation of free radicals. This finding is in agreement with data obtained by
Erdamar et al (35) where high levels of vitamin E were found in patients with
hypothyroidism.

The TSH was reported recently to promote oxidative stress (35). We report
here positive correlations between TSH and oxidative stress parameters. However,
these correlations were no significant after controlling for total cholesterol levels, and
this finding indicates the influence of hypercholesterolemia on oxidative stress
biomarkers in patients with OH. It is well known that hypercholesterolemia increases
vascular oxidative stress (37). High cholesterol levels favor oxidative stress leading to
the modification of LDL. Under conditions of oxidative stress, the lipoprotein
phospholipids become progressively oxidized, also free radicals play an important
role in the dysfunction of the endothelium and recruitment of inflammatory cells into
the vessel wall, initiating the atherosclerotic process (38).

Significant correlations between T3 and CAT, and fT4 and SH were reported
in this study, even after controlling for total cholesterol levels. These correlations do
not necessarily mean cause-and-effect relationship, but these correlations show the
influence of T3 levels on CAT activity leading to its induction as an attempt to combat

oxidative stress, and the influence of fT4 levels on GSH levels. However, oxidative
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stress is a complex process accompanied by the extended production of ROS and/or
impaired antioxidant defense mechanisms, and other conditions not directly
associated to overt hypothyroidism can to act on these correlations. T3 and T4 have
been shown to affect the synthesis and degradation of the antioxidant proteins,
vitamins and enzymes (13).

In summary, the present study demonstrated an increase of oxidative stress in
overt hypothyroidism and its association with thyroid hormones. Nevertheless, this
study indicates a strong influence of total cholesterol levels on development of
oxidative stress in hypothyroid condition, and a discrete impact of thyroid hormones
on oxidative stress biomarkers. We suggest that monitoring of lipid profile and thyroid
hormones levels should be considered in hypothyroidism management, and lipid-
lowering drugs may be useful for reduction of oxidative stress on hypothyroidism.
However, further larger clinical studies are required to better understand these
associations as well as the role of oxidative stress on physiopathology of

hypothyroidism.
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Table 1. Baseline characteristics of study participants

41

Control Overt Hypothyroidism

N 20 20

Age (years) 50.25+10.90 48.00 +10.81
Male (%) 55 50

Body mass index (Kg/m?) 21.45+5.97 21.38 + 3.63
Total cholesterol (mmol/L) 3.75+0.45 7.39+0.61
HDL cholesterol (mmol/L) 1.15+0.27 1.27 £0.26
LDL cholesterol (mmol/L) 2.05+0.43 49+1.00"
Triglycerides (mmol/L) 1.18 £0.43 1.53 £ 0.42"
TSH (mIU/L) 1.67 £0.35 11.75+ 2.87
T3 (nmol/L) 1.27 £0.23 0.50+0.20"
T4 (pmol/L) 18.70 + 5.54 13.54 £ 3.61"
SOD (U/mg Hb) 0.75+0.12 0.92 £ 0.10***

Catalase (U/g Hb)
SH (umol/mL)
Vitamin E (umol/L)

TBARS (nmol MDA/mL)

125.60 + 21.35

1.36 +£0.39

9.03 +3.10

8.09+1.54

150.70 + 34.01*

1.34 +0.37

15.62 + 2.31***

13.49 £ 4. 57%**

Data are expressed as mean * SD. *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001.
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Table 2. Correlations of serum TSH, T3 and fT4 with oxidative stress biomarkers in overt hypothyroidism patients before and after

controlling for total cholesterol levels.

TSH T3 fT4
Biomarkers Before After Before After Before After
r p r p r p r p r p r p
SOD (U/mg Hb) 0.5603 <0.001 -0.0097 0.953 -0.5323 <0.001 0.0070 0.966 -0.3072 0.054 -0.0367 0.824
CAT (U/g Hb) 0.3263 0.040 0.1153 0.484 -0.4736  0.002 -0.3996 0.012 -0.1929 0.233 -0.0667 0.687
SH (pmol/mL) 0.0883 0.588 0.1584 0.335 -0.0577 0.724 -0.0860 0.603 0.3943 0.012 0.4427 0.005
Vitamin E (umol/L) 0.6982 <0.001 0.1026 0.534 -0.6497 <0.001 -0.0497 0.764 -0.4606 0.003 -0.2214 0.176
TBARS (nmol MDA/mL)  0.5052 0.010 -0.1128 0.494 -0.4607 0.003 0.1371 0.405 -0.3242 0.041 -0.0713 0.666

p<0.05 was considered statistically significant.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o perfil lipidico e de estresse oxidativo em
pacientes com hipotireoidismo clinico. Nossos resultados demonstraram um
aumento nos niveis do horménio TSH e diminuicdo dos niveis de T3 e T4,
comprovando o diagnéstico de hipotireoidismo clinico.

O hipotireoidismo clinico est4 associado a alterac6es no metabolismo lipidico
e elevacdo dos pardmetros lipidicos séricos. A hipercolesterolemia secundaria a
disfuncdo enddcrina, frequentemente observada no hipotireoidismo, resulta da
diminuicdo do catabolismo de lipoproteinas, um fenbmeno que pode ser explicado
pela diminuida expressao de receptores para as lipoproteinas (MAYER et al., 2006).
Os resultados deste estudo mostraram altera¢cdes do metabolismo lipidico no grupo
hipotiredideo, com elevagBes dos niveis séricos de colesterol total, colesterol LDL e
dos triglicerideos.

Muitos estudos tém demonstrado estes mesmos achados em pacientes com
hipotireoidismo (WISEMAN et al., 1993; LEE et al., 2004). A alta prevaléncia de
aterosclerose em pacientes com hipotireoidismo, pode ter origem a partir de
inameros fatores de risco cardiovasculares, dentre eles a hipercolesterolemia
(CHICHE et al.,, 2009). Existe um consenso que a hipercolesterolemia e
consequentemente a aterosclerose representa um estado de estresse oxidativo
aumentado caracterizado por uma oxidacdo de lipidios e de proteinas na parede
vascular (SKILTON_et al., 2007) .

A peroxidagdo lipidica estd aumentada na hiperlipidemia, um importante
achado bioquimico no hipotireoidismo. Além das alteragBes nas estruturas lipidicas,
a lipoperoxidagéo facilita a ocorréncia de alteragdes estruturais e funcionais de
proteinas e promove a geracdo de radicais livres (NANDA, et al., 2008). Neste
estudo, verificamos elevada peroxidagdo lipidica, determinada pelos niveis de
TBARS, nos pacientes hipotiredideos. Estes resultados estdo de acordo com
recentes estudos, os quais demonstraram elevacdo na peroxidagao lipidica e sua
associagéo com a hiperlipidemia, no hipotireoidismo (NANDA et al., 2007; TORUN et
al., 2009).
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Entretanto, o sistema celular possui eficientes sistemas enzimaticos e néo-
enzimaticos para combater as EROs e assim, proteger as células dos efeitos nocivos
destas espécies. Entre as defesas enzimaticas celulares a enzima SOD, catalisa a
dismutacdo dos radicais superoxido para peroxido de hidrogénio, que por sua vez
sofre reducgdo catalisada pela enzima CAT (DAS, et al., 2004).

Nossos resultados demonstraram um aumento na atividade de ambas as
enzimas nos pacientes com hipotireoidismo. Estes resultados sugerem a indugéo da
SOD e da CAT como mecanismos de defesa celulares, no estado hipometabdlico,
como tentativa de minimizar a geracdo de radicais livres e a elevada oxidagéo
lipidica observada nestes pacientes. Contudo, estudos prévios tém sugerido uma
deplecéo das enzimas antioxidantes ou a ndo ocorréncia de alteragbes no sistema
antioxidante enzimatico no estado hipotiredideo (NANDA et al., 2007; TORUN et al.,
2009).

Neste estudo a vitamina E, cuja fungdo € a protecdo tecidual contra as
reacOes oxidativas também foi estudada. A fungdo antioxidante da Vit E esta bem
estabelecida. A vitamina E é um eficiente antioxidante lipossolluvel presente nas
células (PRYOR, 2000). Sua principal fungdo antioxidante € a protecdo contra a
lipoperoxidagdo (VALKO et al., 2006). Nossos resultados demonstraram um
aumento dos niveis da Vit E nos pacientes com hipotireoidismo. Segundo Erdamar e
colaboradores (2008), a concentragcdo de vitamina E foi significativamente mais alta
em pacientes com hipotireodismo clinico, quando comparados com os controles.

Entretanto, a Vit E tratando-se de uma vitamina lipossolivel se correlaciona
diretamente com os niveis de lipideos e de lipoproteinas (TIETZ, 1990). Assim, ndo
podemos inferir que os elevados niveis de Vit E observados no grupo hipotiredideo
representem um mecanismo antioxidante contra o estresse oxidativo, uma vez que
estes pacientes apresentavam elevacdo nos parametros lipidicos o que
consequentemente pode causar elevagéo desta vitamina.

Observou-se uma significante correlagéo entre TSH e os biomarcadores de
estresse oxidativo TBARS, SOD, CAT, e Vit E. O TSH tem sido recentemente
apontado como promotor de estresse oxidativo (ERDAMAR et al., 2008). Além disso,
demonstramos correlagbes negativas entre o T3 e os marcadores de estresse
oxidativo TBARS, SOD, CAT e Vit E. O hormdnio T4 demonstrou associacdo com
TBARS, SH e Vit E. Estes resultados sugerem a influéncia dos niveis hormonais no

desenvolvimento de estresse oxidativo.
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Entretanto, a fim de verificarmos a influéncia do colesterol na associagcéo
hipotireoidismo e estresse oxidativo, as correlagdes foram realizadas controlando-se
os niveis de colesterol total. Apds o controle dos niveis de colesterol, apenas as
associagbes entre T3 e CAT e T4 e SH permaneceram significativas. Estes
resultados apontam a forte influéncia dos niveis de colesterol na modulacdo do
sistema antioxidante e na geragdo de EROs em pacientes com hipotireoidismo.
Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por NANDA et al (2008),
onde apo6s a nulificagé@o de fatores de risco lipidicos para aterosclerose a associacao
entre TSH e peroxidagdo lipidica, medida pelos niveis de malondialdeido, foi
perdida.

Os hormdnios tireoideanos afetam a sintese e a degradacao de antioxidantes,
vitaminas e enzimas (TORUN et al., 2009). A produgéo diminuida de T3 e T4 no
hipotireoidismo parece afetar o sistema antioxidante, modulando a atividade da
enzima catalase, uma das principais e primeiras linhas de defesa do organismo
contra o radical livre, peréxido de hidrogénio. Além disso, a relagdo do hormbnio T4
com os SH, reforca esta afirmacdo, da influéncia hormonal sobre os niveis de
antioxidantes. O mais abundante tiol ndo-protéico identificado é a GSH, importante
na manutencdo dos tidis protéicos na forma reduzida. Além disso, atua como na
detoxificagdo de substancias tdxicas e como antioxidante reagindo com EROs e
radicais livres (HULTBERG & HULTBERG, 2006).

Entretanto, as correlagbes observadas entre os hormoénios tireoideanos e o
sistema antioxidante, ndo significam necessariamente relagcées de causa-efeito. O
estresse oxidativo resulta de um processo complexo caracterizado pelo status pro-
oxidante (CHOUDHURY et al.,, 2003) e outras condicbes ndo necessariamente
associadas ao hipotireoidismo podem ter influéncia no significado destas
correlagoes.

Em resumo, o hipotireoidismo clinico mostrou-se associado ao estresse
oxidativo e a hipercolesterolemia. A hipercolesterolemia representou um fator de
forte impacto na modulagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo no
hipotireoidismo, enquanto que os hormonios tireoideanos tiveram uma menor

influéncia no desenvolvimento de estresse oxidativo no status hipotireéideo.
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5. CONCLUSOES

O hipotireoidismo clinico esta associado ao aumento dos biomarcadores de
estresse oxidativo, representado pela elevada lipoperoxidagéo e inducéo das
enzimas antioxidantes como mecanismo de defesa contra a geragdo de

radicais livres e danos as estruturas lipidicas;

O hipotireoidismo clinico esta associado & hipercolesterolemia, fator
reconhecido por promover estresse oxidativo e que apresentou forte impacto

na modulagao dos biomarcadores de estresse oxidativo nos pacientes.

Os hormonios tireoideanos apresentam pouca influéncia no desenvolvimento
de estresse oxidativo no hipotireoidismo, relacionando-se apenas com a

atividade da catalase e os niveis de tidis ndo-protéicos.

A associagdo entre hipotireoidismo e estresse oxidativo apresenta forte
influéncia dos niveis de colesterol, demonstrando a importancia do
monitoramento de marcadores lipidicos nos pacientes com hipotireoidismo

clinico.
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO |: Carta de aprovacgdo do Comité de Etica

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA

Conselho Nacional de Saude Pré-Reitoria de Pos-Graduagdo e Pesquisa
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFSM
(CONEP) REGISTRO CONEP: 243 k

CARTA DE APROVAGAO

0 Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou 0 protocolo de pesquisa:

Titulo: Alteracdes bioguimicas e estresse oxidativo associados ao hipotireoidismo.
Nimero do processo: 23081.016996/2008-83

CAAE (Certificado de Apresentagao para Apreciacao Etica): 0232.0.243.000-08
Pesquisador Responsavel: Vania Lucia Loro

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude. Toda e qualquer alteracéo do Projeto, assim como 0s eventos

adversos graves, deverao ser comunicados imediatamente a este Comité. O
pesquisador deve apresentar ao CEP:

Janeiro/2010 Relatorio final

Os membros do CEP-UFSM né&o participaram do processo de avaliacao dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVA(}I\O: 03/12/2008
Santa Maria, 03 de dezembro de 2008.
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Lissandra Dal Lago
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — UFSM
Registro CONEP N. 243.

Comité de Etica em Pesquisa - UFSM - Av. Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria - 7° andar - Campus Universitario
97105-900 — Santa Maria — RS - - Tel: 0 xx 55 3220 9362 — email: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br
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