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[TETA DEAEREVIATURAS

A - Absorbancia

Ac - Anticorpo

AMPc- Adenosina monofosfato ciclico

BSA - Albumina bovina sérica

3,3’-T.— 3,3’-diiodotironina

d - Dia
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DTT - Ditiotreitol

E. - 17 B-estradiol

Eb — Benzoato de estradiol

ERE - Elemento de resposta ao estrogénio
FRTL-5 - Linhagem de tireécito de rato Fischer
FSH - Horménio foliculo estimulante

HT — Horménio tiredideo

LH — Horménio luteinizante

MIT - Monoiodotirosina

Na‘'/K*-ATPase — Sddio potassio adenosina trifosfatase
NADPH - Fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo
NIS - Co-transportador Na*/I

Ovx - Ovariectomizada

p-c - Peso corporal

PTU - Propiltiouracil

RE - Receptor de estrogénio

RIE - Radioimunoensaio

RNAm - Acido ribonucléico mensageiro



rT; — 3,3’,5’ trilodotironina reversa (T; reverso)

sc - Subcutaneo

SERMs — Moduladores seletivos do receptor de estrogénio
T; — 3,5,3’triiodotironina

T, - 3,5,3’,5 tetraiodotironina ou tiroxina

TBG - Globulina ligadora de tiroxina

TCA - Acido tricloroacético

Tg - Tireoglobulina

Tp — Trifolium pratense

TPO - Tireoperoxidase

TRE - Elemento responsivo a horménio tiredideo

TRH — Horménio estimulador de TSH

TSH — Hormoénio estimulador da tiredide ou tireotrofina

TTR - transtiretina.



RESUMO

Efeitos do fitoestrégeno Trifolium pratense sobre a fungao tireéidea de ratas

ovariectomizadas.

O uso de fitoestrégenos para a terapia de reposigdo hormonal tem
aumentado atualmente, porém estudos sobre seus efeitos colateriais ainda sao
escassos. Avaliamos os efeitos do fitoestrogeno Trifolium pratense (Tp) sobre a
funcdo tiredidea. Ratas Wistar foram dividas em cinco grupos: Controle,
ovariectomizadas (Ovx) e tratadas por 16 dias com E: (5,0ug/100g pc, sc), Tp (500
mg/kg pc, gavagem) ou Tp+E,. Controle e Ovx receberam veiculo. Apds 7 dias da
ovariectomia, os tratamentos acima foram iniciados, totalizando um periodo de 23
dias de ovariectomia. A dose de Tp foi escolhida por ser a utilizada para reposi¢ao
hormonal em mulheres apds a menopausa.

Nao foram observadas alteragcbes significativas nos niveis séricos de
tiroxina (T.), da atividade desiodase tipo 1 - D1 (hipofisaria, tireoideana, hepatica e
renal), captacdo de radioiodeto e atividade tireoperoxidase (TPO) nos grupos
submetidos ao protocolo experimental. O peso corporal aumentou
significativamente no grupo Ovx, sendo este efeito revertido nos grupos E,, Tp e
Tp+E.. Houve diminuicdo do peso uterino no grupo Ovx, havendo tendéncia a
normalizag&o no grupo E; e Tp+E,, mas nao por Tp. Os grupos E; e Tp+E; tiveram
aumento significativo no Ts; sérico. O grupo Tp+E. apresentou diminuigao
significativa do TSH sérico em relagédo ao grupo Ovx.

Concluimos que o efeito mais marcante da ovariectomia € o aumento de
peso corporal, que é normalizado tanto pela administracdo de E, quanto de Tp. O
aumento de T; pode ser resultado de um aumento na atividade D2 no tecido
adiposo marrom. A diminui¢ao do TSH produzido por Tp+E2n&o diminuiu a fungao

tiredidea no tempo estudado.

Palavras-chave: fitoestrégenos, horménios tiredideos, tireotrofina, tireoperoxidase,

iodotironina desiodase tipo 1, tiredide e Trifolium pratense.



AECTRACT

Effects of phytoestrogen Trifolium pratense on thyroid function of

ovariectomized rats

Phytoestrogens use for hormonal replacement therapy has increased
actually, but studies of collateral effects are still lacking. We aimed to evaluate the
effects of phytoestrogen Trifolium pratense (Tp) on thyroid function. Wistar rats
were divided into 5 groups: control, ovariectomized and treated for 16 days with
17B-estradiol (E;, 5 pg/100 g bw, sc),Tp (500 mg/Kg, bw, gavage) or Tp+E..
Control and Ovx groups were treated with vehicle. Treatments described above
were initiated after 7 days of ovariectomy up to 23 days. We choose a dose used
for replacement therapy.

No changes were observed in serum total thyroxine (T.), pituitary, thyroidal,
hepatic and renal D1 activity, Sodium lodide symporter (NIS) and thyroperoxidase
(TPO) activities on groups submited to experimental protocol. Body weight was
significantly increased in Ovx rats, and this effect was reversed by E,, Tp or Tp+Eo,.
Uterine weight decreased in Ovx group, and it tended to normalize in E; and Tp+E:
but not in the Tp group. E, and Tp+E: groups significantly increased serum total Ts.
Association of Tp and E; caused a significant decrease in TSH serum compared to
Ovx group.

We conclude that the most marked effect of Ovx is an increase in body
weight, which is normalized by E, and Tp. T; increase could be a result of higher
peripheral metabolism of T,. Decreased TSH produced by phytoestrogen plus E:

did not lead to diminished thyroid function in the period of time studied.

Key-words: phytoestrogens, thyroid hormones, thyrotropin, thyroperoxidase, type 1

iodothyronine deiodinase, thyroid and Trifolium pratense.



SUMARIO

Lista de abreviaturas vii
Resumo iX
Abstract X
Sumario Xi
INTRODUCAO

1 — Aspectos Anatdmicos e Histoldgicos da Tireodide 1

2 — Biossintese dos Hormoénios Tiredideos

2.1 — Metabolismo do iodeto

2

2.1.a — Transporte de iodeto
2

2.1.b — Oxidacao do iodeto e organificacdo do iodo
4

3 — Ativacao e/ou Inativacdo Local dos Horménios Tiredideos: a Familia das
Desiodases

3.1 - lodotironina Desiodase Tipo 1 (D1)

10
3.2 - lodotironina Desiodase Tipo 2 (D2)
11
3.3 - lodotironina Desiodase Tipo 3 (D3)
12

4 — Regulacao da Funcéo Tiredidea
4.1 — Eixo Hipotalamo-Hipofise-Tiredide
13



4.2 — Auto-regulacgéao pelo iodo
15

5 — Os Estrégenos 16

6 — Influéncia dos estrogenos sobre a fungao tiredidea
18

7 — O Climatério 20

8 — Efeitos dos fitoestrogenos sobre a fungao tiredidea
21
8.1 — Metabolismo e mecanismo de agao dos fitoestrégenos
23
8.2 — Trifolium pratense (Red clover)
25

OBJETIVOS

MATERIAIS E METODOS
RESULTADOS
DISCUSSAO
PERSPECTIVAS FUTURAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

28

29

38

49

95

57



1 - Aspectos Anatémicos e Histoldgicos da Tiredide

A tiredide, normalmente pesando 15 a 20 gramas no adulto
normal, é considerada a maior glandula exclusivamente enddcrina
humana, estando situada imediatamente abaixo da laringe. Como
caracteristica histologica da glandula tiredide podemos identificar a
presenca de inumeros foliculos, revestidos por células epiteliais - os
tiredcitos - que encerram um material gelatinoso - o coldide - sendo a
glicoproteina tireoglobulina (Tg) seu principal componente (Figura 1).
A Tg contém os hormonios tiredideos (HT), a triiodotironina (T;) e a
tiroxina (T,), em sua molécula, sendo posteriormente endocitada e
hidrolisada para liberagao desses hormonios (Capen, 1996; Griffin &
Ojeda, 2000).

Membrana Apical

Coldide

Membrana
Basolateral




Figura 1: Representacao esquematica de um foliculo tiredideo.

A glandula tiredide também secreta calcitonina, um hormonio
importante para o metabolismo do calcio, sendo produzido pelas
células C ou células parafoliculares. Estas células estao dispostas entre
os foliculos, porém sem comunicagao com estes (Bianco e Kimura,
1999).

Em condicbes normais, os tiredcitos sdo cubdides, porém podem
apresentar a forma pavimentosa ou cilindrica, sendo sua altura um indicativo da
intensidade do estimulo recebido pela glandula, pois células mais altas sao mais

ativas em condigdes fisioldgicas (Ross e cols., 1993).

2 - Biossintese dos Hormonios Tireoideos

2.1 — Metabolismo do iodeto

Os horménios tireoideanos sao unicos pelo fato de requererem o elemento
traco iodo para sua sintese, havendo necessidade de uma concentragao
adequada para que quantidades normais de hormoénios tiredideos sejam
sintetizadas. A ingestdo diaria de iodo é bastante variavel, dependendo do
conteudo de iodo no solo e na agua em diferentes regides. Além de sua presenca
na agua, o iodo € encontrado em certos alimentos e tem sido adicionado ao sal de
cozinha a fim de evitar a sua deficiéncia. O iodo ingerido é absorvido a partir do
trato gastrointestinal para o sangue sendo a maior parte normalmente excretada
pelos rins ou captada pelas células da glandula tiredide (Larsen e cols., 2002;
Vassart e Dumont, 1992).

2.1.a - Transporte de iodeto

O transporte ativo do iodeto do sangue para o interior da célula folicular

constitui uma etapa importante na formacado dos hormonios tiredideos (Figura 2).



Da mesma forma que diversos outros tecidos epiteliais, incluindo a glandula
mamaria, o corion, glandula salivar e o estbmago, a tiredide é capaz de concentrar
I contra um forte gradiente eletroquimico (Spitzweg e cols., 2002). A razado entre o
iodeto da tiredide e o do soro € um reflexo deste transportador, cuja atividade é

controlada principalmente por TSH (Bartalina,1994; Vassart e Dumont, 1992).

O co-transportador Sédio/lodeto [Na*/I], NIS, realiza o transporte de iodeto
para o interior das células foliculares. O NIS, uma glicoproteina integral de
membrana, localiza-se na membrana baso-lateral das células foliculares tiredideas
e acopla o transporte de 2 ions Na® a favor do seu gradiente eletroquimico ao
transporte de 1 ion I contra o seu gradiente, ambos em dire¢gdo ao interior da
célula folicular (Kaminsky e cols, 1994; Smanik e cols., 1996). O gradiente de
sédio necessario ao transporte realizado pelo NIS é gerado pela bomba Na* - K*
ATPase, tratando-se portanto de transporte ativo secundario (Larsen e cols.,
2002).

Coloide

NV
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Figura 2: Transporte ativo do lodeto do sangue para o interior da célula

folicular.

Uma vez dentro da célula folicular, o iodeto é transportado através da
membrana apical para o coldide, pela pendrina, que é um transportador
Cloreto/lodeto, e possivelmente por outros canais ibnicos ainda pouco conhecidos
— Figura 2 (Scott e cols., 1999; Bidart e cols., 2000).

O TSH é capaz de aumentar o transporte de iodeto, efeito este
que parece ocorrer via aumento da concentracao intracelular de AMP
ciclico (Dumont et al., 1989; Carrasco, 1993). Apds a clonagem do co-
transportador NIS, varios estudos in vivo e in vitro mostraram que a
exposicao ao TSH, estimula sua atividade, bem como sua expressao
génica (Saito e cols., 1997; Kogali e cols., 2000). O TSH nao somente
estimula a transcrigao e a sintese de novo do NIS, mas parece regular
também sua distribui¢ao subcelular apds a transcri¢ao, uma vez que
Riedel e cols (2001) mostraram uma redistribuicao da membrana
plasmatica para compartimentos intracelulares na auséncia de TSH, o
que leva a perda de fung¢ao como co-transportador.

Além disso, o conteudo de iodo no interior da glandula é capaz
de influenciar o transporte de iodeto, assim, quando temos grande
concentracao de iodo ha uma menor atividade do transportador e este
se torna menos sensivel a estimulagao pelo TSH (Larsen e cols., 1998;
Ferreira e cols., 2005).

2.1.b - Oxidacao do Iodeto e Organificacao do Iodo

Os processos de oxidagao e organificacdo do iodeto iniciam a sintese dos
hormdnios tiredideos. Esses processos s&o catalisados pela tireoperoxidase
(TPO), uma enzima que tem seu sitio catalitico voltado para o coldide e se localiza
na superficie apical da célula folicular. Essa proteina requer peréxido de

hidrogénio como um agente oxidante. O H.O, é produzido pela enzima NADPH



oxidase, uma flavoproteina NADPH-dependente e que também tem sua
localizagdo na membrana apical das células foliculares, local onde a sintese

hormonal ocorre (Michot e cols., 1985; Virion e cols., 1984; Taurog, 2000).

A oxidacdo do iodeto ocorre de maneira muito rapida e o iodeto oxidado é
incorporado principalmente a Tg (processo denominado organificagdo do iodo) —
Figura 3. A posicao 3 do anel aromatico da tirosina € iodada formando MIT, e a
seguir, pode haver iodagcao na posicdo 5 formando DIT. Em seguida, a TPO

catalisa o acoplamento entre essas moléculas formando tiroxina (ou T4), se o
acoplamento ocorrer entre duas moléculas de DIT ou triiodotironina (ou Ts), se
ocorrer entre um MIT e um DIT. A formagao de T; é favorecida na presenca de
quantidades maiores de MIT e de baixos niveis de iodo, enquanto a sintese
preferencial de T, ocorrera em situagdes nas quais haja mais DIT e maior
disponibilidade de iodo (Taurog, 2000).

Tir MIT

Tir H; - <-'I|-'4
3

202
\ M

NADPH- Membrana
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tireoglobulina N iodeto Citoplasma

NADPH NADP*

Colodide

Figura 3: Oxidagao e organificagdo do iodo.



A tireoglobulina, precursora do T4 e Ts;, é sintetizada no interior da célula, e
a seguir é direcionada para o lumen onde é armazenada no coloide extracelular. A
Tg consiste em uma forma de armazenamento de T4 e T3 no coldide (Bartalina,
1994; Dai e cols., 1996; Vassart e Dumont, 1992).

Quando a glandula é estimulada pelo TSH, a Tg armazenada no coléide
entra na célula principalmente por um processo de pinocitose, ocorrendo entédo a
fusdo de lisossomas as vesiculas; a seguir varias proteases acidas e peptidases
hidrolisam a Tg, liberando MIT, DIT, T4 e Ts, dentre outras iodotironinas. As
moléculas de MIT, DIT, T4e T; podem sofrer desiodagao no préprio tiredcito e T4 e

Ts alcangaréo a corrente sanguinea pela membrana basal da célula (Figura 4).

Ao atingirem a corrente sanguinea, a maior parte do T4 e do Tz combinam-
se imediatamente as proteinas plasmaticas: globulina ligadora de tiroxina (TBG),
transtiretina (TTR) e albumina, através de forte ligagdo, o que torna a depuragao
dos HTs lenta, prolongando sua meia-vida e auxiliando na manutencédo de

concentracdes estaveis de Tse Ts livres (Yen, 2001).
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Figura 4: Biossintese dos hormdnios tiredideos.

Existem trés ou quatro moléculas de T4 em cada molécula de Tg, mas
apenas uma em cinco moléculas de Tg contém T3, por isso o principal HT liberado
€ o T4, cuja concentragdo no soro € quarenta vezes maior que a do T3 sérico.
Apenas 0,03% do T4 total sérico esta livre, estando o restante ligado a proteinas
carreadoras como a globulina ligadora de tiroxina (TBG) (80%), transtiretina (15%)
e albumina (5%) em humanos. Aproximadamente 0,3% do T3 sérico total esta
livre, o restante esta ligado a TBG (38%), albumina (35%) e transtiretina (27%) em
humanos. S&o os horménios livres que entram nas células-alvo, gerando repostas
bioldgicas. O T3 é considerado o HT metabolicamente ativo por ter afinidade com

o receptor nuclear de 10 a 15 vezes maior que o T4 (Bianco, 1991; Yen, 2001).

Os efeitos dos HTs a nivel genbémico sdo mediados por receptores
nucleares, intimamente associados com a cromatina: os HTs entram na célula, o
T4 é convertido a T3 pelas desiodases intracelulares, o T3 direciona-se ao nucleo
e se liga aos seus receptores (TRs), regulando positivamente ou negativamente a
transcrigcdo de genes alvos e, consequentemente, a sintese das proteinas por eles

codificadas.

Existem varias isoformas de TRs, o TRB2 é abundante na hipdfise anterior
€ nos nucleos arqueado, paraventricular e ventromedial do hipotalamo, ja o TRa1
€ mais abundante no musculo cardiaco e esquelético, e no tecido adiposo
marrom, enquanto o TRa2 (que nao liga T3) € muito expresso no cérebro, e o
TRB1 é mais homogeneamente distribuido, sendo mais elevado no cérebro adulto,
figado e rim. A regulacdo do RNAm dos TRs depende da isoforma e do tipo celular
em que se encontra. Na hipéfise murina, o T3 diminui o RNAm do TRB2, diminui
modestamente o0 RNAmM do TRa1, e aumenta ligeiramente o RNAm do TRp1,
apesar destes efeitos opostos, a quantidade de T3 ligado ao receptor diminui em
30% na hipdfise de ratos tratados com T3 (Yen, 2001).



Existem atualmente varios estudos sobre os efeitos ndo-genémicos de T3 e
T4, que envolvem agao rapida (segundos a minutos) e ativagdo de vias de
sinalizagao intracelular (cinases ou calmodulina), mas sua importancia fisioldgica
ainda nao é bem entendida (Yen, 2001). Essas ag¢des independentes do receptor
nuclear tém sido descritas na membrana plasmatica, no citoplasma, no

citoesqueleto e em varias organelas (Davis & Davis, 1996).

O transporte de T3 através da membrana plasmatica e nuclear tem sido
assunto de grande interesse nos ultimos anos. O T3 é lipofilico, e é geralmente
dito que pode atravessar as membranas por difusdo passiva; entretanto, existem
algumas evidéncias de transporte, havendo sitios de alta afinidade para ligagao do
HT na membrana plasmatica de células diferentes. Este sistema de transporte
para T3 e T4 é saturavel e dependente de energia (ATP), mas as duas
iodotironinas ndo competem pela mesma “entrada”. Parecem estar envolvidos
neste transporte polipeptidios co-transportadores taurocolatos de Na® (NTCP) e
membros da familia de polipeptidios transportadores de anion organico (OATP),
que sao capazes de transportar HT para dentro do hepatdcito (Friesema e cols.,
1999).

Recentemente, foi clonado um transportador para aminoacidos aromaticos,
que pertence a familia dos transportadores monocarboxilatos (MCT) e é muito
homologo com o MCT8. O transportador monocarboxilato 8 (MCT8) foi
caracterizado como um transportador de HT muito ativo e especifico, altamente
expresso no figado e cérebro, mas também amplamente distribuido em outros

tecidos (Friesema e cols., 2003; Friesema e cols., 2005).

Proteinas que ligam T3 e T4 estdo presentes no citosol e no nucleo da
célula, parecem ser importantes para prevenir um continuo metabolismo
desiodativo e a ocupacao total do receptor de T3. A concentragao intracelular de
T3 livre pode ser estimada pela afinidade de ligacdo dessas proteinas, o que

sugere um gradiente de horménio livre através da membrana plasmatica (50:1),



bem mais baixo que a taxa nuclear/citosolica (250:1) no figado, rim, coragdo e
cérebro (Ichikawa & Hashizume, 1991; Larsen e cols., 2002).

Os processos que regulam o efluxo dos HTs das células sdo menos
entendidos, mas parecem envolver um mecanismo sensivel a verapamil, entao
dependente de Ca* (Larsen E COLS., 2002).

3 — Ativacao ou Inativacao local dos horménios tiredideos: a familia das

desiodases

O T,, principal produto secretado pela glandula tiredide, é
considerado o precursor do hormdnio metabolicamente ativo, Tj,
sendo este produzido em grande parte pela desiodacao do anel externo
do T, nos tecidos periféricos. Ambos, T, e T; sao inativados pela
desiodacao do anel interno — Figura 5 (Kohrle, 1996; Visser, 1996;
Bianco e cols., 2002).
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Figura 5: Estruturas e vias de ativagéo ou inativagao das iodotironinas pelas
enzimas desiodases (Bianco e cols., 2002)

Sabe-se hoje que duas enzimas diferentes catalisam a conversao
de T, a T;, as iodotironinas desiodases tipo 1 e tipo 2 (D1 e D2). Existe
outra isoforma de enzima que leva a inativacao de T; e T,, pela
desiodacao do anel interno, a iodotironina desiodase tipo 3 (D3). A D1
e a D2 catalisam a desiodacao do anel externo das iodotironinas
(desiodagao 5’), sendo possivel distingtii-las devido a diferenga de
sensibilidade ao propiltiouracil (PTU), pois a D1 € inibida por este
composto, enquanto a D2 nao o é (Bianco e cols., 2002). As trés
desiodases constituem uma familia de proteinas contendo
selenocisteina em seu sitio catalitico, e a presenca da selenocisteina
parece ser critica para a atividade enzimatica, uma vez que a atividade
D1 esta reduzida no figado e rins quando ha deficiéncia severa de
selénio (Beckett e cols., 1987; Kohrle, 1996).



Outras formas de metabolismo do hormonio tiredideo incluem
desiodacao total e inativagao por desaminagao ou descarboxilagao.
Glicuronidagao e sulfatacao hepaticas resultam em uma molécula mais
hidrofilica que € excretada na bile, reabsorvida no intestino, desiodada
no rim e excretada na urina como conjugado (Visser, 1996).

3.1 - Iodotironina Desiodase Tipo 1 (D1)

A isoenzima D1 tanto catalisa a desiodagao do anel externo quanto do anel
interno do T4, podendo gerar Ts; ou rT;, respectivamente. O pH exerce grande
influéncia neste processo de desiodacao, porém como demonstrado por Bianco e
cols. (2002) a sulfatagdo das iodotironinas acarreta um aumento na rapidez da
desiodacao e preferéncia pelo anel interno, 0 que demonstra a importancia da
sulfatagdo na inativagdo desses compostos. A D1 é responsavel pela geragao de
uma fracgao significativa do T; plasmatico. A D1 esta amplamente distribuida pelo
corpo, sendo sua localizagdo mais provavel a membrana plasmatica, o que além
de facilitar o acesso do T4 circulante a enzima, facilitaria a passagem do T;

formado para o plasma (Bianco e cols., 2002).

Em humanos, a D1 esta presente no figado, rins, tiredide e hipdfise, sendo
a atividade no figado e rins aparentemente de grande importancia para a geragao
de T; sérico em humanos. Em ratos, a D1 é expressa no figado, rins, SNC,

hipodfise, intestino, tiredide e placenta (Bianco e cols, 2002).

Dentre as inumeras substancias que estimulam a sintese de D1, os
hormdnios tiredideos se mostraram os mais potentes, estando bem estabelecido
um aumento na atividade e/ou o RNAm para D1 em ratos, camundongos e
humanos sob sua influéncia. A D1 tiredidea parece ter uma modulagao diferente,
uma vez que neste tecido € o TSH o principal estimulo para a atividade desta
enzima. Os horménios estrogénio, testosterona e os glicocorticéides se mostraram

capazes de aumentar a sintese e/ou atividade da D1, enquanto fatores nutricionais



como jejum, induzem uma diminuicdo na expressao de mRNA para D1 (Bianco e
cols., 2002).

3.2 - Iodotironina Desiodase Tipo 2 (D2)

Essa isoforma catalisa apenas a remocdo do iodo do anel externo do
hormonio tiredideo, podendo converter Tsa T; e rT; a 3,5-T.. Assim como a D1, a
isoforma tipo 2 também é um proteina integral de membrana, sendo provavel,
entretanto, que se trate de uma enzima localizada no reticulo endoplasmatico, o
que explicaria o rapido acesso ao nucleo do T; gerado pela D2 a partir do T, .
Estudos comprovam a presenga de D2 em hipofise, cérebro, coracédo e tecido
adiposo marrom de ratos e na tiredide, coragcdo, cérebro, musculo esquelético,

placenta, rins e pancreas humano (Bianco e cols., 2002).

Supbe-se que a principal contribuigao fisioldgica da D2 é regular os niveis
intracelulares de Ts; nos tecidos onde a deficiéncia deste hormdnio seria mais
critica. Em tecidos que expressam D2, como o sistema nervoso central, o tecido
adiposo marrom e a adeno-hipdfise, a atividade desta enzima estd aumentada no
hipotireoidismo. Isso leva ao aumento da conversao local de T4 para T;, 0 que
pode ser visto como um mecanismo adaptativo desses tecidos em resposta a

queda dos niveis circulantes dos horménios tiredideos (Bianco e cols., 2002).

3.3 - Iodotironina Desiodase Tipo 3 (D3)

Esta é a principal enzima inativadora de T4 e T3, formando a partir destes,
rTs e 5,3-T, respectivamente, e acredita-se que ambos sejam biologicamente
inativos (Bianco e cols., 2002). Essa enzima contribui para a homeostase dos

horménios tiredideos, por proteger os tecidos de um excesso desses horménios.



Sua localizagéo subcelular ainda nao esta bem definida, mas parece estar
associada a fragcao microssomal. A D3 esta presente na pele, cérebro e placenta
de ratos adultos enquanto pode ser encontrada no musculo esquelético, figado e

intestino de ratos neonatos (Bianco e cols., 2002).

O T, é fundamental para o desenvolvimento fetal normal. Entretanto, niveis
elevados desse horménio sdo prejudiciais para o feto, podendo levar a ma-
formagdes e morte. Assim, é necessario que durante o desenvolvimento os niveis
séricos e intracelulares de T; sejam mantidos dentro de um limite estreito
(Carvalho, 2003). Durante este periodo, a D2 e a D3 exercem um papel
fundamental no controle do T; sérico, enquanto a D1 parece ser mais importante

posteriormente (Bianco e cols., 2002; Croteau e cols., 1995).

4 - Regulacao da Funcao Tiredidea

4.1 - Eixo Hipotalamo-Hipofise-Tiredide

A tireotrofina ou horménio estimulador da tiredide (TSH) € um hormdnio
glicoprotéico sintetizado e secretado por células denominadas tireotrofos,
localizadas na adeno-hipofise. O TSH é o principal regulador da funcéo tiredidea.
Sua estrutura consiste das subunidades a e B ligadas ndao covalentemente. A
subunidade a é comum a outros horménios glicoprotéicos como hormdnio
luteinizante (LH), hormdnio foliculo estimulante (FSH) e gonadotrofina coriénica. A
subunidade B tem uma sequéncia especifica de aminoacidos que esta relacionada
a ligagdo do TSH com seu receptor e a atividade hormonal, sendo as duas

subunidades necessarias para a agao hormonal (Wondisford e cols., 1996).

O receptor do TSH pertence a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G: Gs e Gq (Duprez e cols., 1998). Assim, quando o TSH se liga ao seu

receptor na membrana das células foliculares, uma série de modificagbes no



metabolismo da célula folicular levam ao estimulo da produgdo hormonal e
também ao crescimento da glandula. Os passos da formagédo dos hormdnios
tiredideos estimulados pelo TSH incluem a estimulagao do transportador de iodeto
(Kaminsky e cols., 1994), da sintese de tireoperoxidase (Chazenbalk e cols.,
1987), de tireoglobulina (Larsen e cols., 2002) e da geragao intracelular de H,0,
(Carvalho e cols., 1996). A endocitose do coldide e a secregdo dos hormdnios

tiredideos também sao estimuladas pelo TSH (Larsen e cols., 2002).

O que se observa em individuos normais € que um eventual aumento nas
concentracdes séricas de horménios tiredideos tem como consequéncia a inibigao
da producdo de TSH. Na situagdo oposta, quando ha diminuicdo nas
concentracgdes circulantes de hormonios tiredideos, a inibicdo da producao de TSH
diminui, com consequente aumento na sintese e secregdo deste hormdnio e

estimulo a produgdo hormonal pela tiredide. Assim, as concentracdes de T3 e T4

sdo restauradas e diminui o estimulo para a liberagdo de TSH (Larsen e cols.,
2002).

Existem trés horménios de grande importédncia no controle da sintese e
secregao do TSH: o T3, que tém acgao inibitéria, o TRH (horménio estimulador de
tireotrofina), que apresenta efeito estimulatério, e a somatostatina, que tem agéo
inibitéria. O TRH é um tripeptideo produzido no hipotdlamo. Quando o TRH se liga
ao seu receptor nos tireotrofos da adeno-hipdéfise ocorre estimulo da sintese de
ambas as subunidades do TSH, assim como do seu processamento pdés-
traducional. Estes efeitos parecem ser mediados por calcio e GMPc (Larsen e
cols., 2002).



Os hormdnios tiredideos tém efeito inibitério sobre a producdo de TSH de
duas maneiras: uma direta, inibindo a sintese e a secre¢ao deste horménio na
hipdfise e uma indireta em que a producao hipotalamica do TRH é inibida, Figura
6. Comparando-se a adenohipofise com outros tecidos, ha um predominio relativo

nesta glandula da ligagéo nuclear do T3 gerado localmente por desiodagao do T4

(Wondisford e cols., 1996).

TRH+ | v

Figura 6: Eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide.



A somatostatina é um peptideo inicialmente isolado no
hipotalamo mas que também € encontrado em outros tecidos do
corpo. Ela é capaz de inibir a secrecao de TSH diretamente, agindo
sobre os tireotrofos, e indiretamente, inibindo a liberacao de TRH a
nivel hipotalamico (Patel e cols, 1986). A ligacao da somatostatina ao
seu receptor leva a diminui¢dao das concentragoes intracelulares de
AMPc e de célcio livre. Os hormonios tiredideos aumentam a secrecao
de somatostatina e assim a de TSH (Wass, 1995).

4.2 - Auto-regulacao pelo iodo

A fungcdo da glandula tiredide € regulada também de acordo com a
concentracdo de iodo disponivel. Esta caracteristica adaptativa da tiredide é

denominada auto-regulagao (Pisarev, 1985).

Se forem administradas doses crescentes de iodeto a um individuo normal,
inicialmente ocorrera um aumento da formacdo de horménios tiredideos.
Entretanto, dando-se prosseguimento ao tratamento, podera ser observada
diminuicdo da sintese hormonal. Isto ocorre devido ao bloqueio relativo da
organificagao do iodo (efeito Wolff-Chaikoff), em consequéncia dos altos niveis de

iodo intra-glandular (Larsen e cols., 2002).

O efeito Wolff-Chaikoff, entretanto, possui uma limitacao. Uma
vez que, dentre as etapas envolvidas na sintese hormonal que sao
inibidas, esta o transporte de iodeto, a concentragao intra-tiredidea de
iodeto tende a diminuir, retornando aos niveis normais, insuficientes
para inibir a organifica¢ao. Assim, a inibi¢ao da sintese sera revertida e
a glandula voltara a produzir as mesmas quantidades de hormonios
tiredideos que produzia antes do tratamento. Este fendmeno é
denominado escape do efeito Woltf-Chaikoff (Larsen e cols., 2002).

Parte dos efeitos do iodo sobre a glandula tiredide pode ser revertida por

drogas que inibem a sua organificagao. Isto sugere que o iodo precise primeiro ser



organificado para, s6 entdo, apresentar efeito inibitério. Entretanto, nem todos os
efeitos séo via iodo organificado. A inibicao da secregao hormonal e a diminuigéo
do bécio sdo exemplos de efeitos que continuam ocorrendo mesmo quando se
administra bloqueadores da organificagdo do iodo. Estas acbes podem, portanto,
ser atribuidas ao préprio iodeto. Isto demonstra que o efeito inibitério do iodo
provavelmente ndo se da por um mecanismo unico € que varias etapas da sintese

e secrecao hormonal sdo afetadas de maneira diferente pelo iodo (Pisarev, 1985).

5 — Os Estrogenos.

Os estrogenos sao hormonios esterdides que exibem uma grande
variedade de atividades, sendo importantes na proliferacao,
diferenciacao e desenvolvimento de varios tecidos (Gustafsson, 1999).

Os seres humanos produzem trés estrégenos, o estradiol (E:), o estriol e a
estrona (Dubey e cols., 2004). O estradiol (E;) € a forma predominante no
organismo humano, sendo importante para o desenvolvimento da glandula
mamaria e do utero, para a manutengcdo da gravidez e densidade Ossea, para
protecdo contra doencas cardiovasculares, e no alivio dos sintomas da
menopausa. O estradiol € sintetizado primariamente no ovario, porém pode
também ser produzido perifericamente por agcdo da enzima aromatase no tecido
adiposo, pele, endométrio, mucosa vaginal, mama, figado, vasos sanguineos e

coragao (Dubey and Jackson, 2001;Vaya e Tamir, 2004).

Acredita-se que o estradiol exergca seus efeitos via receptor estrogénico
(RE). Dois subtipos de REs foram descritos até o momento: REa e REB. Esses
receptores, em sua grande maioria, encontram-se no nucleo e formam dimeros
quando ligados ao estrogénio. Os dimeros entdo interagem com o elemento de
resposta ao estrogénio (ERE), e regulam a transcricdo dos genes responsivos ao

estrogénio. Uma pequena percentagem (2-3%) dos receptores de estrogénio



estdo localizados na membrana celular e contribuem para os efeitos néo-
genbmicos do estrogénio (Xu e cols., 2003; Chen e cols., 2004; Razandi e cols.,
1999).

A presenga um anel fendlico e um segundo grupamento capaz de realizar
pontes de hidrogénio, sdo caracteristicas estruturais necessarias para a ligagéo
dos estrégenos aos receptores REa e RER. Deste modo, qualquer composto que
induza a dimerizagdo do receptor e subsequente ligacdo ao ERE, pode ser
considerado um estrogeno (Setchell e Cassidy, 1999; Limer e Speirs, 2004;

Cornwell e cols., 2004).

A distribuigao tissular e a afinidade ao ligante é diferente entre os subtipos
de receptor. Alguns tecidos como utero, tecido mamario, vagina, rins e nucleo
arqueado hipotalamico expressam predominantemente REa, enquanto pulmao,
0ssos, trato urogenital, sistema cardiovascular, sistema imune, prostata, ovario,
células da granulosa, e nucleo paraventricular hipotalamico expressam
predominantemente REB. Outros tecidos como tiredide e hipdfise expressam
ambos REB e REa (Cornwell e cols., 2004; Limer e Speirs, 2004; Tanaka e cols.,
2003).

Os REs sao expressos tanto em tecidos com funcéo reprodutora quanto
nao-reprodutora. A principal fungdo da sinalizagdo via RE em mulheres esta
relacionada ao desenvolvimento normal do trato reprodutivo, como o crescimento
uterino, caracteristicas sexuais secundarias e comportamento reprodutivo
(Muramatsu and Inoue, 2000). Em homens, a sinalizagao via RE é necessaria no
desenvolvimento normal e fisiolégico dos érgaos reprodutivos (Eddy e cols., 1996).
A deficiéncia de estrogénio parece estar envolvida em muitos processos
patolégicos como aterosclerose, osteoporose, e processos de degeneragao do
sistema nervoso, enquanto acredita-se que elevados niveis de estrogénio estejam
ligados ao desenvolvimento e promogao de tumores (Diel, 2002; Tanaka e cols.,
2003).



O mecanismo de agao dos estrdégenos nos diferentes tecidos
ainda nao esta completamente elucidado. Estudos recentes tém
mostrado a complexidade dos mecanismos celulares envolvidos na
acao estrogenica. Dentre as importantes descobertas podemos citar as
de Onate e cols. (1995) e Lavinsky e cols., (1998) que descobriram
através de estudos in vitro os co-ativadores e co-repressores associados
aos receptores de estrogénio, respectivamente, sendo estes envolvidos
na iniciacao e regulacao da transcricao génica pelos REs (Diel, 2002).

6 — Influéncia dos estrogenos sobre a funcao tiredidea

A prevaléncia de bdécio € bem maior em mulheres que em homens sendo
que o motivo ainda permanece obscuro. O risco aumentado de bdcio pode estar
relacionado a presenga de concentragdes maiores de estrogénio em mulheres, o
que poderia ter efeitos diretos ou indiretos tanto no crescimento celular tiredideo
quanto na funcgao tiredidea. Supde-se que o E, deva exercer efeitos diretos nos
tiredcitos uma vez que ja se constatou a presenca de REa em cultura de células
FRTL-5 (Furlanetto e cols., 1999).

Fukuda e cols. (1975) demonstraram que o estrogénio administrado a ratas
ovariectomizadas e hipofisectomizadas estimula a captagdo de radioiodo pela
tiredide, porém recentemente, Furnaletto e cols. (1999), demonstraram a presenca
de RNAm da isoforma a do receptor de estrogénio em culturas de células FRTL-5
(tireécitos murinos) e, neste modelo, a administracdo de 17B-estradiol levou ao
bloqueio da expressao do RNAm do co-transportador Na*/IT (NIS), o que
provavelmente levaria a redu¢ao do transporte apical de iodeto, primeira etapa da
biossintese dos HT. Neste estudo, também foi demonstrado que o estrogénio
estimula a proliferagdo de células tiredideas em cultura tanto na presenca quanto
na auséncia de TSH. Este resultado é consistente com achados prévios que
mostram aumento da incidéncia de cancer da tiredide em ratas ovariectomizadas

tratadas com 178-estradiol (Mori e cols., 1990) .



A presenca de RE na adeno-hipdfise (Stefaneanu et al., 1994) reforca a
hipétese de modulagdo da secrecdo de TSH pelos estrogénios. Farbota e
cols.,(1987), e Chen & Walfish (1978a e 1978b), ndo observaram alteracbées do
TSH em ratas castradas por 4 e 2 semanas, respectivamente. Christianson et
al. (1981) demonstraram que o tratamento de ratas castradas com Eb n&o
afetou as concentragdes séricas de TSH. Moreira e cols., (1997) observaram
diminuicdo da liberacdo basal de TSH em hipdfises isoladas in vitro de ratas
ovariectomizadas; que nao foi revertida pela reposicdo com Eb em doses
fisiologicas, enquanto uma dose muito elevada de Eb reduziu a liberagéo de
TSH basal e a estimulada por TRH, o que sugere um efeito inibitério de doses
supra-fisiologicas de estrogénio. Um efeito bifasico do estradiol também foi
visto por Fisher & D'angelo (1971). Diferentemente, Lisbéa e cols., (1997)
demonstraram que a ovariectomia das ratas e a reposicdo com Eb em doses
fisiolégicas destes animais ndo modificaram o TSH sérico in vivo, mas com

doses suprafisiolégicas houve elevacédo do TSH sérico.

Christianson e cols., (1981) e Lisbba e cols., (1997) nado detectaram alteracdes
no Ts; e T, séricos em ratas castradas tratadas ou ndo com Eb; entretanto,
Lisbéa e cols., (1997) observaram, nas ovariectomizadas, uma tendéncia a
diminuicdo do T; livre. Chen & Walfish (1978a, 1978b) n&o observaram
diferencas nos HTs séricos frente a ovariectomia, mas a reposicao com Eb

aumentou o T3z e diminuiu o T,, totais e livres.

Miyashita e cols.,(1995) relataram que a ovariectomia ou o tratamento com [3-
estradiol ndo alteraram o RNAmM e nem a atividade D1 hepatica. Em
contrapartida, Lisbda e cols., (1997 e 2001) verificaram que a castragao de
ratas por 3 semanas diminuiu a atividade D1 hepatica e hipofisaria, e a
reposicdo com Eb aumentou essas atividades para valores similares ao do
controle, além de ter causado aumento da D1 na tiredide, e n&o ter alterado a

D2 hipofisaria. Observaram, ainda, que a administracdo de progesterona a



ratas castradas diminuiu a atividade D1 hepatica, sem afetar a hipofisaria,

porém reduziu o efeito do estrogénio em ambos os tecidos.

Os estrégenos estdo relacionados com o transporte sérico de T4 em
humanos, sendo este o efeito mais conhecido com relagdo a tiredide. O
estrogénio aumenta as concentracbes de TBG (globulina ligadora de tiroxina)
devido a diminuicdo da depuracdo e também a maior producdo desta proteina
pelo figado. Como consequéncia, ha um aumento das concentragcbes séricas de
T, total enquanto as concentragdes de T4 livre permanecem normais (Marqusee e
cols., 2000).

Na gravidez, devido a alta concentragado de estrogénio, ocorre um aumento
da concentracdo de TBG, ocasionando elevagao de T4 ligado, o que leva ao

aumento da reserva de T4 extra-tiredideo (Burrow, 1993).

Na pdés-menopausa, periodo em que ocorre diminuicdo significativa dos
niveis de estrogénio e progesterona, é muito alta a incidéncia de doengas da
tiredide, sendo possivel também observarmos diminuicdo dos niveis de TSH com

o envelhecimento (Urban, 1992).

Ainda ha muita divergéncia a respeito dos efeitos do estrogénio sobre a
tiredide, no entanto, os horménios sexuais parecem exercer grande influéncia
sobre o funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide dada a maior

incidéncia de desordens tireoideanas em mulheres.

7 — O CLIMATERIO

O climatério € o periodo de passagem do estagio reprodutivo da
vida da mulher para um estagio nao reprodutivo, que compreende a
pré-menopausa, a perimenopausa (menopausa) e a fase pds-



menopausa. Esse periodo é caracterizado por mudangas hormonais
importantes. Em particular, os ovarios param de produzir estrogénio e
progesterona e ha um aumento na producao dos hormonios
gonadotroficos: o hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormonio
luteinizante (LH) (Borrelli, 2003).

Essas mudangas hormonais podem causar uma grande variedade
de sinais e sintomas que diminuem a qualidade de vida, como
fogachos (caracterizados por extremo rubor da pele), sensagoes de
dispnéia, irritabilidade, fadiga, ansiedade, diminuicao da forca e da
calcificagdo dos ossos em todo o corpo, bem como aumento do risco de
desenvolver doencga coronariana e cancer de mama (Borrelli, 2003;
Kronenberg, 2002).

Recomenda-se a Terapia de Reposicao Hormonal para combater
os sintomas e doencas associadas a diminuicao dos niveis de
estrogénio e progesterona que ocorrem na menopausa. Contudo,
estudos demonstraram que a Terapia de Reposicao Hormonal se
mostrou menos efetiva do que se pensava, na diminuigao de algumas
das condig¢Oes associadas a menopausa e pode estar ligada ao aumento
do risco de desenvolvimento de cancer e efeitos tromboembolicos.
Esses efeitos tém levado as mulheres a optarem por outras formas de
tratamento, como os fitoestrogenos (Nahas, 2004).

Devido as controvérsias se faz necessario encontrar substancias
que atuem seletivamente no receptor de estrogenio, exercendo efeitos
estrogénio-simile no hipotalamo (a fim de prevenir as queixas do
climatério), nos ossos (para prevenir a osteoporose), na vagina e na
bexiga urindria (para prevenir a incontinéncia urindria), porém nao
devem apresentar os efeitos adversos do estrogénio, como a
proliferacao do tecido mamario e do endométrio, o que contribuiria
para o desenvolvimento de tumores estrogénio-dependentes (Wuttke,
2003, Albertazzi, 2002, Nilsson, 2002).



8 — Efeitos dos fitoestrogenos sobre a funcao tiredidea

Mais recentemente, foi demonstrado que diversos fitoestrogenos,
principalmente as isoflavonas, apresentam atividade anti-tiredidea. Os
fitoestrdgenos sao naturalmente encontrados em alguns vegetais e sao
estrutural e funcionalmente similares ao estradiol - Figura 7 (Nahas,
2004). Nas plantas, os fitoestrogenos funcionam principalmente como
antioxidantes, enquanto em animais e humanos acredita-se que
funcionem como agonistas ou antagonistas estrogenicos (Albertazzi,
2002). Dentre as principais classes de fitoestrogenos podemos citar:
isoflavonas, (como genisteina, daidzeina, biochanina A, glicetina),
encontradas, por exemplo, nos graos de soja e seus derivados; lignanas
(enterolactona, enterodiol), encontradas em todos os cereais e plantas
oleosas; flavondides (quercetina, apigenina, luteolin), encontrados em
algumas frutas e vegetais; coumestranos (coumestrol), encontrados em
alguns brotos e na alfafa, e stilbenes (resveratrol), encontrados em
amendoins, uva e vinho tinto (Nahas, 2004; Kirk, 2001, Limer, 2004;

Dixon, 2004).
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Figura 7: Estrutura quimica das principais isoflavonas encontradas no
Trifolium pratense.

Os fitoestrogenos com maior agdo estrogénica sdo genisteina,
daidzeina e glicetina, que pertencem a classe das isoflavonas e que sao
encontradas em grandes quantidades nos graos de soja. Esses sao
compostos nao-estrogénicos que se ligam com baixa afinidade aos
receptores de estrogénio (menos de 1% da afinidade de ligacao do
estradiol) e exibem acao seletiva, ou seja, podem agir como agonistas

ou antagonistas dependendo do receptor estrogénico ao qual se ligam
(Nahas, 2004).

Apos a ingestdao, as isoflavonas podem sofrer metabolizagbes que
aumentam sua acao anti-tiredidea (Gaitan, 1996). Algumas das acdes dos
isoflavondides sobre a fungdo tiredidea incluem: inibigdo da atividade
tireoperoxidase (Divi e Doerge., 1996), da atividade 5’-desiodase (Spanka e cols.,
1990), competicdo com os horménios tiredideos pela ligagdo a proteinas
plasmaticas e ao seu receptor nuclear (Kéhrle e cols., 1989). Também mostramos
que diversos flavondides isolados s&o capazes de inibir a atividade desiodase tipo

1 tiredidea (Ferreira e cols., 2002).

Os isoflavondides tém outros efeitos além do anti-tiredideo, como:
propriedades anti-inflamatdrias, anti-alérgicas, anti-virais, anti-bacterianas e anti-
oxidantes (Divi e Doerge, 1996; Tikkanen, 1998). Varios isoflavondides sé&o
capazes de inibir a peroxidagao lipidica, captar radicais livres de oxigénio in vitro
(Sanz e cols., 1994), inibir a geracao de anion superoxido no sistema hipoxantina-
xantina oxidase (Hanasaki e cols., 1994), evitar danos ao DNA causados por H,0;
(Duthie e cols., 1997) e também sdo capazes de inibir as enzimas responsaveis

pela sulfatagcao dos estrogenos (Harris e cols, 2004).

8.1 — Metabolismo e mecanismo de acao dos fitoestrogenos.



A maioria dos fitoestrogenos sao introduzidos na dieta na sua
forma inativa (como conjugados B-glicosideos), porém dados na
literatura sugerem que a forma ativa destes compostos € a aglicona
(Dixon, 2004; Setchell, 1998). Em humanos os glicosideos sao
hidrolisados pela microflora intestinal a sua forma aglicona e acredita-
se ser este um pré-requisito essencial para a biodisponibilidade das
isoflavonas, uma vez que estudos sugerem que o enterdcito nao é
capaz de absorver os fitoestrogenos como 3-glicosideos (Setchell, 2002).
O metabolismo pela microflora intestinal resulta na formacao de
compostos com estrutura similar ao E,. As isoflavonas sao os
fitoestrogenos mais comuns e os mais utilizados atualmente
(Albertazzi, 2002; Limer, 2004, Hollman, 1997). As duas principais
isoflavonas sdo genisteina e daidzeina (Heinonen, 2004).

Dados na literatura sugerem uma resposta metabdlica diferente
em cada individuo e acredita-se que fatores tais como composi¢ao da
flora intestinal e transito intestinal possam contribuir para a grande
variagao encontrada nos seres humanos. Essa grande variabilidade no
metabolismo dos fitoestrogenos € muito importante clinicamente, pois
pode influenciar nas diferentes respostas bioldgicas (Albertazzi, 2002).
A baixa biodisponibilidade observada com a ingestao de altas
concentragoes de isoflavonas pode ser conseqiiéncia da quantidade
ingerida superar a capacidade de hidrdlise do intestino ou pelo fato de
haver saturagao de um possivel transportador em altas concentragoes
dos fitoestrdgenos. Desta forma, € possivel que o consumo de baixas

concentragoes de isoflavonas possam possibilitar um maior efeito
biologico (Setchell, 2002).

A genisteina é a isoflavona da soja de maior interesse. Apesar de
sua similaridade ao E,, ela se liga ao receptor com afinidade bem
menor. As isoflavonas se ligam ao RE3 com maior afinidade que ao
REa e esta maior afinidade para REf3 torna os fitoestrégenos os
candidatos preferenciais como alternativa para a Terapia de Reposicao
Hormonal, uma vez que o REa é a forma predominante no utero e



mama, sendo possivel entao evitar o crescimento endometrial e o
aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama relatada na
Terapia de Reposicao Hormonal convencional (Fitzpatrick, 2003; Beck,
2003; Adlercreutz, 2002).

A genisteina pode exercer efeito em muitos outros mecanismos
celulares. Dados na literatura afirmam haver inibicao das enzimas
tirosina cinases, topoisomerase I e II; pode ainda agir como
antioxidante, uma vez que parece aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes; dados também sugerem alteragcao no metabolismo do
estrogénio, pois ela é capaz de inibir as enzimas: aromatase, 5a-
redutase, 173-hidroxiesteroide desidrogenase e sulfotransferases
(enzimas que sulfatam tanto estrogénio quanto uma grande variedade
de componentes naturais). Alguns trabalhos sugerem um aumento na
globulina ligadora de hormonio sexual enquanto outros negam esse
aumento (Fitzpatrick, 2003; Birt,2001; Kirk, 2001).

Neste estudo, focalizaremos as a¢oes de Trifolium pratense,
fitoestrégeno muito utilizado para combater os sintomas da
menopausa, sobre a funcao tiredidea.

8.2 — Trifolium pratense (Red clover)

O Trifolium pratense (Tp) é nativo de regides proximas ao
Mediterraneo, mas agora esta distribuido pelo mundo. Tem sido
tradicionalmente utilizado na Europa e América do Norte como
abortivo, no tratamento anti-cancer, anti-espasmaddico, entre outros.
Recentemente, tem recebido mais atencao devido ao fato de ser um
produto natural que pode servir como alternativa para Terapia de
Reposi¢ao Hormonal e também por exercer efeitos benéficos sobre o
sistema cardiovascular. Trifolium pratense, como a soja, € uma fonte de
isoflavonas (Nahas e cols., 2004).



O Trifolium pratense contém um grande ntimero de flavonoides,
sendo as isoflavonas, o principal componente responsavel pela
atividade estrogénica da planta. Genisteina e daidzeina, as isoflavonas
predominantes na soja, estao presentes em grandes quantidades na
forma de seus precursores metilados, biochanina A e formononetina.
Dados na literatura sugerem que genisteina e daidzeina causam
aumento do peso uterino em ratas (Casanova e cols., 1999; Saloniemi,
1995). Contudo, estudos utilizando as proteinas da soja isoladas nao
apresentaram atividade estrogénica em ratas (Tansey e cols., 1998).
Dados indicando se o extrato de Trifolium pratense pode induzir efeitos
similares a genisteina e daidzeina em ratas ovariectomizadas sao
€scassos.

A genisteina, a daidzeina, a biochanina A e a formononetina
existem na planta na forma glicosidica ou glicosidica conjugada ao
malonato, que sao formas inativas. Os conjugados sao rapidamente
hidrolisados pelas bactérias presentes no intestino as suas formas
bioativas, as agliconas, e entao sao absorvidos pelo intestino. Uma
quantidade menor de componentes com atividade anti-estrogeénica,
incluem prunetin e kaempferol, que também estao presentes na planta
(Piersen, 2003; Beck, 2003). Como dito anteriormente, os caminhos
metabolicos dependerao de cada individuo bem como da raga e género
(Beck, 2003).

As pesquisas acerca do mecanismo de agao do Trifolium pratense
tém sido focadas nas interagoes de isoflavonas purificadas com os
receptores de estrogénio. Collins e cols. (1997) descreveram atividades
anti-estrogénicas da biochanina A em culturas de células.

Além de sua preferéncia pelo receptor (3, as isoflavonas exibiram
diferentes poténcias de ligagao sendo genisteina > daidzeina >
biochanina A > formononetina (Piersen, 2003).



Estudos realizados por Ishizuki e cols. (1991) demonstraram
bocio e aumento do nivel de TSH, em 37 adultos que se alimentaram
com 30 gramas de graos de soja em conserva, porém nao foram
observadas mudangas nos niveis séricos de T;e T,. Um més apos o
término do consumo da soja, os niveis de TSH retornaram aos niveis
originais, e o bocio foi reduzido.

Duncan e cols. (1999a) descreveram diminuigao significativa dos
niveis de T; em 14 mulheres na pré-menopausa, mas o mesmo nao foi
constatado em 18 mulheres na pds-menopausa (Duncan e cols. 1999b),
que ingeriram 2 mg de isoflavonas da soja por kg por dia num periodo
de trés meses.

Divi e Doerge (1996) em seu estudo concluiram que genisteina e
daidzeina bloquearam a iodagao dos residuos tirosil catalisada pela
enzima TPO, deste modo inibindo a sintese de T,. Num estudo
realizado por Madej e cols. (2002) utilizando ovelhas castradas
alimentadas com silagem a base de Tp foi constatado estimulo a
secrecao dos hormonios tiredideos e mudanga no aspecto histologico
dos foliculos tendendo ao crescimento.

Existem intimeros trabalhos sobre os efeitos dos fitoestrogenos in
vitro, porém estudos in vivo sao ainda muito escassos. Tendo em vista o
crescente consumo de Trifolium pratense por mulheres apds a
menopausa, apesar de existirem poucos dados a respeito dos possiveis
efeitos colaterais decorrentes deste consumo, e considerando as acoes
in vitro das isoflavonas presentes neste vegetal, decidimos estudar os
efeitos da administracao de Trifolium pratense a ratas castradas sobre
diversos parametros da funcao tiredidea, assim como seu possivel
efeito antagonista estrogenico neste tecido.






Objetivo geral

Neste estudo, objetivamos a melhor compreenséo das agbes do fitoestrogeno
Trifolium pratense sobre a funcéo tiredidea de ratas castradas, uma vez que dados
da literatura sugerem que os componentes desta planta exercem agdes anti-

tiredideas in vitro.
Objetivos especificos
Em ratas Wistar castradas tratadas com E,, Tp ou ambos, pretendemos:

1) Analisar as concentragdes séricas de T3z, T4 e TSH.

2) Analisar a captagao de iodeto pelo tiredcito nos grupos de animais estudados,
com o objetivo de verificar se o tratamento com Tp modula a fungdo do co-

transportador Na* / I.

3) Estudar os efeitos de Tp sobre o peso dos animais e também das glandulas

tiredide e hipodfise, além de seu efeito sobre o peso uterino.

4) Verificar a acéo deste fitoestrogeno sobre a atividade tireoperoxidase, enzima

chave para a biossintese dos horménios tiredideos.

5) Medir a atividade hipofisaria da enzima D1 para melhor entender os efeitos

desse fitoestrogeno sobre o eixo hipdfise-tiredide.



6) Avaliar a atividade D1 no figado, rins e tiredide, pois esses tecidos s&o

importantes sitios de producéo de T; para a circulagdo em roedores.

~

MATRERIAIS EMIETODOS

1 - Animais

Ratas Wistar fémeas, adultas, pesando entre 200 e 300 g foram mantidas
em gaiolas coletivas, num maximo de seis animais por gaiola, sob condi¢des
controladas de temperatura (24 + 1°C) e luz (12h de luz, iniciando as 7:00 da
manha) e todos os experimentos foram realizados de acordo com os padrbes de
cuidados com os animais, definidos pelo comité institucional

(www.biof.ufrj.br/cauap.doc). Todos os animais tiveram agua e ragao oferecidos ad

libitum.
1.1 — Citologia Vaginal

Realizamos a citologia vaginal dos animais a fim de
selecionarmos os que apresentassem ciclo estral regular de 4 a 5 dias.

Para observar as variagoes ciclicas que ocorrem durante o ciclo
estral, a citologia vaginal foi realizada através de esfregaco com NaCl
0,9%, por um periodo de 2 semanas em todos os animais. Somente
foram incluidas no estudo as ratas que apresentavam ciclo estral
regular de 4 a 5 dias.

1.2 — Ovariectomia

Realizamos a castragao da maior parte das fémeas, sob anestesia
com Rompum (5 mg/mL) e Cetamina (50 mg/mL) intraperitoneal,


http://www.biof.ufrj.br/cauap.doc)

fazendo remocao bilateral dos ovarios. Os animais do grupo controle
sofreram estresse cirurgico (anestesia, corte e sutura).

Os animais foram sacrificados apos 23 dias de ovariectomia. O
sacrificio em todos os experimentos realizados ocorreu entre 9:00 e

10:30 horas.
Os animais foram divididos em cinco grupos:

» Controle;

» Ovariectomizadas (Ovx);

» Ovx com reposic¢ao de 17- estradiol (Ez) na dose de 5,0 ug/100g p.c. ;

» Ovx com administragéo de Trifolium pratense (Tp) na dose de 500 mg/kg/pc;

» Ovx + Tp+E; nas doses acima.
1.3 — Administracao de 17B-Estradiol as Ratas Ovariectomizadas

As ratas ovariectomizadas receberam 17B-estradiol (Sigma) por via
subcutanea durante 16 dias apds a primeira semana de castragao, na dose de 5,0
Mg/100g p.c. (grupos E. e Tp+E;). Esta dose de estradiol administrada
corresponde a utilizada na reposicdo hormonal em mulheres na pés-menopausa.
O 17B-estradiol foi dissolvido em pequena quantidade de etanol e suspenso em
propileno glicol para uma concentracdo de 5,0 ug/100g p.c. Tanto os animais
controle (C) quanto os animais ovariectomizados (Ovx) que nao foram tratados

(com E; e/ou Tp) receberam injecdo de veiculo (propileno glicol).

1.4 — Administracao do Fitoestrogeno Trifolium pratense.

Os animais ovariectomizados receberam o fitoestrogeno Trifolium
pratense na dose de 500 mg/kg/d — contendo 8% de isoflavonas —
através de gavagem, por 16 dias (grupos Tp e Tp+E,).

Esta dose foi escolhida, por ser a clinicamente utilizada para
tratar os sintomas da menopausa. O fitoestrogeno Tp foi adquirido na



empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda a qual realizou
cromatografia liquida de alta performance a fim de comprovar o

conteudo de isoflavonas no extrato.
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Logo a seguir as tiredides foram armazenadas a -20°C em tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,2, contendo iodeto de potassio 1 mM até o momento da
homogeneizagdo, para posterior dosagem da atividade tireoperoxidase pelo

meétodo de oxidacio do iodeto.

3 — Controle do Peso Corporal

Os animais foram pesados semanalmente antes da ovariectomia e durante

o experimento, utilizando uma balanca digital da marca Precision.

4 — Sacrificio dos Animais

O sacrificio foi feito por decapitacdo, ao final de um periodo de 16 dias de
tratamento pela manha, sendo coletado sangue que foi centrifugado para
obtencgao do soro; este foi armazenado a - 20°C até o momento da dosagem das
concentragdes séricas de TSH, Ts, T4, através de radioimunoensaio (RIE)
especifico.

Foram excisados figado, rim, tiredide e hipdfise, que a seguir foram
armazenados a -70°C para posterior dosagem da atividade da enzima desiodase

tipo 1. Também retiramos o utero para pesagem.



5 — Dosagem da Atividade Tireoperoxidase pelo Método de

Oxidacao do Iodeto

5.1 — Extracao da Tireoperoxidase Murina

Cada glandula armazenada a -20°C em tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7,2,
contendo iodeto de potassio 1 mM foi homogeneizada em 500 uyl do mesmo
tampao, conforme descrito por Moura e cols. (1989) e Carvalho e cols. (1994),
utilizando-se homogeneizador elétrico (Ultraturrax T-25, lka-Labortechnik). Os
homogenados foram centrifugados (100.000g, 35 min, 4°C) e o precipitado foi
ressuspenso em 0,5 mL de digitonina (1%) e mantido a 4°C em camara fria por 24
horas. A seguir, foi realizada nova centrifugacdo nas mesmas condigbes. O
sobrenadante contendo TPO pseudo-solubilizada foi utilizado nos ensaios de
medida da atividade TPO. A concentragcdo de proteina da amostra foi medida
através do método de Bradford (1976).

5.2 — Atividade de Oxidacao do Iodeto da Tireoperoxidase

A atividade da enzima tireoperoxidase foi medida através da geracao de tri-
iodeto in vitro, como descrito anteriormente (Moura e cols., 1989; Carvalho e cols.,
1994). Para tal, quantidades crescentes da preparagao contendo TPO foram
adicionadas a uma cubeta contendo iodeto de potassio 24mM, glicose 11mM e
tampéo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4, em volume final de 2ml. A seguir,
adicionou-se 10 ul de glicose oxidase 0,1% (Boehringer Grade |) para iniciar a
reagao. A absorbancia (A) foi entdo medida em um espectrofotometro Hitachi U-
3300, no comprimento de onda de 353nm durante 4 minutos. O AAsssm/min foi
determinado a partir da porcdo linear da curva de reagado e relacionado com a
concentracdo de proteina da amostra. O resultado foi expresso em U/g de

proteina.



5.3 — Atividade de Desiodase Tipo 1

Para se estudar a atividade da enzima D1 foram utilizadas as técnicas
desenvolvidas por Berry et al. (1991), seguindo protocolo de Larsen e Bianco
(comunicagao pessoal), sendo as técnicas adaptadas e padronizadas no decorrer

desta tese em nosso laboratério. Foram seguidas as etapas descritas abaixo:

Processamento dos tecidos

As amostras de figado e rim foram pesadas em balancga digital (Precision
advanced) (25 mg do tecido/ml de tampao), a tiredide e o pool de 2 hipdfises,
foram homogeneizados em tampéao sucrose-DTT (0,25 M sucrose e 10 mM DTT).
Os tecidos foram homogeneizados, em gelo, utilizando-se o Ultra-turrax T25 (/ka-
Labortechnik). Os homogenados foram armazenados até o dia do ensaio a -80°C.
Aliquotas de 20 pl foram guardadas separadamente a -20°C para dosagem de
proteinas pelo método de Bradford (1976). As amostras foram solubilizadas com
NaOH 2,5 N pelo menos 30 minutos antes da dosagem (sempre em duplicata) e a
albumina bovina sérica (BSA — Sigma, MO, EUA) foi utilizada para a construgao

de uma curva padrao.

Purificacdo do rT3-'%

Antes da determinacdo da atividade da D1, o tragador radioativo foi
purificado em virtude do decaimento radioativo e das desiodacbes espontaneas
das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Esta etapa garantiu
que a maior parte do iodo radioativo presente apds a reagcao de desiodacao fosse

originado da agao enzimatica.

Para a purificagdo, foi utilizada uma coluna de 2ml de Sephadex L20
(Amersham Biosciences) (4 ml de H,O/g de gel seco) para purificar o rT3
radioativo, cuja atividade especifica usada foi 1210 pCi/ug (44,8 MBqg/uQ)
(Perkinelmer Life Sciences, Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 pl do rT3

marcado foi diluida em 12 ml de H,O destilada e aplicada a coluna, seguindo uma



lavagem com 6 ml de H,O destilada. Desprezou-se os eluatos contendo
radioiodeto e o rT3 marcado foi eluido por nove vezes de 500 pl com etanol 70%.
O eluato de etanol 70% contendo a iodotironina foi colhido em nove tubos de
vidro, de onde foram retirados 5 pl para contagem da radiagdo gama no contador
Wizard (1470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter). Os tubos com mais de
5.000 cpm/5 pl foram reunidos e guardados a 4°C, ao abrigo da luz, até o dia

seguinte, quando era realizado o ensaio.

Ensaio de atividade da D1

Para dosar a atividade da D1 foram adicionadas as substéncias descritas
abaixo, nesta ordem:
1) tampéo PE (fosfato de sédio 100 mM, EDTA 1 mM, pH 6,9) calculado para
obter um volume total de reagéo de 300 pl;
2) ditiotreitol (DTT) 10 mM (que é cofator da enzima);
3) rT3 frio 1 uM;
4) o homogenado tecidual (volume calculado para conter 30 pg de proteina por

figado, rim e tiredide; e 150 ug de proteina da hipdfise).

A adigdo de 50 pl do rT3-"%| em todos os tubos deu inicio a reagdo. Durante
60 minutos os tubos foram incubados a 37°C. Decorrido o tempo de incubacgao, a
reacao foi interrompida colocando-se os tubos em banho de gelo. Em seguida,
foram adicionados 200 pl de soro fetal bovino (Cultilab, BR) e 100 pl de acido tri-
cloro acético (TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Os tubos foram
agitados vigorosamente no vortex durante 2 minutos e centrifugados (8000g por 3
minutos, microcentrifuga). Finalmente, 360 pl do sobrenadante foram transferidos

para tubos de contagem para medir a radioatividade no contador gama. A

atividade da enzima foi expressa em pmoles de rT3/ min. mg de ptn.



6 — Dosagens Hormonais — Radioimunoensaios

6.1 — Radioimunoensaio de TSH

A determinagdo dos niveis séricos de TSH foi realizada através de
radioimunoensaio especifico, utilizando TSH murino purificado para a preparagao
da curva padréo (0,625 a 25 ng/mL), TSH murino purificado para ser iodado e
anticorpos de coelho anti-TSH murino (1° Ac) foram fornecidos pelo “National
Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Diseases” (NIDDK - Bethesda, USA).

A iodacdo da molécula do TSH com %I foi realizada em nosso laboratorio,
pelo método da cloramina T e a molécula marcada foi purificada em uma coluna
(Biogel — P60 fino da Bio-rad, EUA). O RIE foi realizado pelo método do 2°
anticorpo, com adicao de 6% de polietilenoglicol (Ortiga, 1992).

6.2 — T3 e T4.

As concentracOes séricas de T; e T, foram determinadas através de Kit
comercial para RIE de T; (DLS - 3100 Active”, TX, EUA) e T, (DLS - 3200, Active",
TX EUA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de
polipropileno e com T; e T, ligados ao radiotragador ('*’I) com atividade especifica
de 5 puCi (185 KBq). As curvas padrao foram realizadas com T; e T, diluidos em
soro de rato livre de iodotironinas (soro zero) nas concentra¢des de 25 a 1000 ng/dl
e 1 a 50 pg/dl, respectivamente. Todo o procedimento foi realizado seguindo-se as

recomendacoes do fornecedor.

7 — Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrao da
meédia, tendo sido realizados, no minimo, trés experimentos diferentes,



sendo a Uinica excecao a captacao de radioiodeto (foram realizados dois
experimentos). Cada grupo experimental continha pelo menos cinco
animais a cada experimento.

A analise estatistica utilizada na comparacao dos resultados apresentados

foi realizada com a utilizagdo do programa de computador de estatistica Graphpad
Prism (versao 4, Graphpad Software, inc., San Diego, USA). As diferengas foram
consideradas significativas quando P< 0,05.

Para a analise estatistica dos resultados de peso corporal,
concentragoes séricas de T, Ty e a atividade da enzima D1 dos grupos
experimentais empregamos a analise de variancia (ANOVA)
univariada, seguida pelo teste de comparacao multipla de Newman-
Keuls.

A atividade TPO, os niveis séricos de TSH e a captagao de
radioiodeto foram avaliados através da andlise de variancia de
Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de comparagao multipla de Dunn.



1 — Peso Corporal, Tiredideo e Uterino

1.1 — Peso Corporal

Os valores referentes ao peso corporal e ganho de peso dos animais

encontram-se na tabela e graficos demonstrados a seguir (Tabela 1 e Figura 9 e

10).

Tabela 1. Peso corporal de ratas Ovx por 23 dias tratadas ou nao com E; e/ou

Tp.
Grupos Peso Corporal (g)

Inicial Final Ganho de peso

Controle 191 £ 6,2 221 +4,7 a,c 28 + 3,7

(n=24) (n=24) (n=24)

Ovx 170+ 9,5 247 +800b 71+7,0

(n=23) (n=23) (n=23)

E 190 £ 6,3 210+ 52a 18+7,3

(n=27) (n=27) (n=27)

Tp 188 £ 5,8 230+50a 42 £ 5,7

(n=26) (n=26) (n=26)

Tp + E 196 £ 6,5 223+4,3 a,c 27 +4.4

(n=29) (n=29) (n=29)

Os valores sao médias + EPM; n = nimero de ratos.



Letras iguais correspondem a valores estatisticamente semelhantes. E, vs Tp, Tp vs Ovx
(p<0,05); Tp+E, vs Ovx (p<0,01); E, vs Ovx (p<0,001).
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Figura 9: Efeitos da administragao de E; (5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc)
sobre o peso corporal de ratas ovariectomizadas.

[Controle (n=24), Ovx (n=23), E; (n=27), Tp (n=26), Tp+E, (n=29)]

Letras iguais correspondem a valores estatisticamente semelhantes. E, vs Tp, Tp vs Ovx
(p<0,05); C vs Ovx, Tp+E, vs Ovx (p<0,01); E, vs Ovx (p<0,001).

Os animais ovariectomizados apresentaram maior ganho de
peso, como esta bem descrito na literatura.

O tratamento com 17[-estradiol e Tp foi suficiente para reverter
os efeitos da ovariectomia, tanto isoladamente, quanto em associagao.
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Figura 10: Efeitos da administragao de E; (5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc)
sobre o ganho de peso de ratas ovariectomizadas.

[Controle (n=24), Ovx (n=23), E; (n=27), Tp (n=26), Tp+E, (n=29)]

Letras iguais correspondem a valores estatisticamente semelhantes. E, vs Tp (p<0,05); Tp
vs Ovx (p<0,01); C vs Ovx, E, vs Ovx, Tp+E, vs Ovx (p<0,001)

1.2 — Peso absoluto da tiredide

Tabela 2. Peso da glandula tireéide em animais Ovx que receberam E; e/ou
Tp

Grupos Absoluto (mg)
Controle (n = 14) 16+ 1,2
Ovx (n = 14) 16+ 0,8
E; (n=15) 15+ 0,7
Tp (n=15) 13+1,0
Tp + E> (n=15) 14 + 0,7

Os valores sdao médias + EPM; n = namero de ratos.

Nao houve diferenga significativa no peso absoluto da glandula tiredide

entre os diversos grupos experimentais (Tabela 2, Figura 11).



N
o
I ]

? -
[}] I -
K=}
©°
£
[
o 10+
]
3
o
[72]
Ke]
<
o
[7]
(4]
o
0 T T

C Ow E, Tp Tp+E,

Ovx

Figura 11: Peso absoluto da tiredide de ratas ovariectomizadas tratadas com E, (5

ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=14), Ovx (n=14), E> (n=15), Tp (n=15), Tp+E: (n=15)]

1.3 - Peso uterino absoluto

Houve diminuicdo do peso uterino nas ratas castradas. A reposicao com E;
neste tempo de tratamento nao foi suficiente para reverter completamente este
efeito (Figura 12). Além disso, a planta ndo antagonizou o efeito do estrogénio no
utero, tendo em vista que o tratamento com Tp+E, levou ao mesmo efeito que o
E..
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Figura 12: Efeitos da administragao de E, (5 pug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc)
sobre o peso absoluto uterino de ratas ovariectomizadas.

[Controle (n=16), Ovx (n=15), E; (n=18), Tp (n=16), Tp+E, (n=17)]

Letras iguais correspondem a valores estatisticamente semelhantes. Tp vs C,Tp vs Tp+E,,
Ovx vs E,, Ovx vs Tp+E,, Ovx vs E, , E;, vs C, Tp+E; vs C (p<0,001); Tp vs Ovx (p<0,01); C
vs Ovx, E, vs Ovx, Tp+E, vs Ovx (p<0,001).

2 — Concentracoes Séricas de T, T3, e TSH

= Tiroxina - T,

As concentragdes séricas de tiroxina (T4) total, representadas na Figura 13,

nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos estudados.



4.5+
4.0+
3.5 1
3 T =
2.54
2.0
1.5
1.0-
0.5

0.0 T T T
C Ovx E, Tp Tp+E,

T4 (poldL)

Ovx

Figura 13: Niveis séricos de T, total em ratas ovariectomizadas tratadas com E, (5
Mg/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=15), Ovx (n=15), E; (n=18), Tp (n=15), Tp+E, (n=19)]

= Triiodotironina - T

Houve aumento das concentracdes séricas de T; total nos grupos tratados
com E, e com a associacdo Tp+E, em relacdo ao grupo controle. Houve
diminuicdo das concentragdes séricas de T; total no grupo tratado com Tp em

relagao tanto ao grupo que recebeu E; quanto ao grupo tratado com Tp+E..
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Figura 14: Niveis séricos de T; total em ratas castradas tratadas com E, (5
Hg/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).

[Controle (n=13), Ovx (n=14), E> (n=18), Tp (n=17), Tp + E> (n=19)].

Letras iguais correspondem a valores estatisticamente semelhantes. E, vs Tp, C vs E,
(p<0,01);Tp vs Tp+ E,, C vs Tp+E, (p<0,05)

= Hormonio Tireotroéfico - TSH

Nas ratas castradas, apesar de nao significativa, observamos
elevacao dos niveis séricos de TSH quando comparados ao Controle.
Quando comparamos os demais grupos ao Ovx observamos
diminuigao significativa no TSH sérico do grupo tratado com Tp+E
(Figura 15).
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Figura 15:; Efeito da administracao de E, (5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc)
sobre os niveis séricos de TSHem ratas Ovx.

[Controle (n=14), Ovx (n=15); E> (n=17); Tp (n=17); Tp+E> (n=18)].

Significativamente diferente: Tp+E, vs Ovx (p<0,01).

3 — Avaliagdo da Captacdao de Radioiodo pela Tiredide para

Estimativa da Funcao do Transportador de Iodeto.

O conteudo de radioiodo na tiredide 15 minutos apds sua administracéo
diminuiu, embora nao significativamente, no grupo ovariectomizado (Figura 16). O
fitoestrogeno Tp parece néo interferir com a captagao de radioiodo, uma vez que

os valores estavam proximos aos do controle e ao grupo ovariectomizado.
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Figura 16: Conteudo tiredideo de radioiodo 15 minutos apds sua administracdo (3700 Bq
i.p.) a ratas ovariectomizadas que receberam Tp (500 mg/kg/pc) elou com E, (5
Mg/100g/p.c./dia sc). [C=8; Ovx=8; E,=9; Tp=9; Tp+E.=10]

3 — Atividade da Enzima Tireoperoxidase

N&o foram observadas diferengas significativas da atividade tireoperoxidase
nos grupos tratados, embora haja tendéncia a diminuigdo da atividade TPO nas

ratas ovariectomizadas (Figura 17).

N
(3]
3

T

o
o
L

Atividade TPO (U/mg)
g
_|

o
(=)

C Ovx E, Tp Tp+E,

Ovx



Figura 17: Atividade tireoperoxidase de oxidagao do iodeto em ratas castradas tratadas
com E; (5 pg/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).

[Controle (n=9), Ovx (n=12), E; (n=12), Tp (n=12), Tp + E, (n=14)]. Os resultados foram
expressos como média + EPM de cada grupo.

4 — Atividade da Enzima Desiodase Tipo 1

Nao houve alteragao significativa na atividade desiodase tipo 1 na hipdfise
(Figura 18), tiredide (Figura 19), figado (Figura 20) e rim (Figura 21) entre os

grupos de animais estudados.
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Figura 18: Atividade da desiodase tipo 1 hipofisaria em animais Ovx que receberam ou
nao E; (5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=6), Ovx (n=8); E> (n=9); Tp (n=9); Tp+E> (n=10).
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Figura 19: Atividade da desiodase tipo 1 tiredidea em animais Ovx que receberam E, (5
pg/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=10), Ovx (n=10); E> (n=11); Tp (n=11); Tp+E2 (n=12)]
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Figura 20: Atividade da desiodase tipo 1 hepatica em animais Ovx que receberam ou nao
E: (5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=13), Ovx (n=14); E> (n=17); Tp (n=16); Tp+E> (n=18)].
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Figura 21: Atividade da desiodase tipo 1 renal em animais Ovx que receberam ou nao E;
(5 ug/100g/p.c./dia sc) e/ou Tp (500 mg/kg/pc).
[Controle (n=14), Ovx (n=13); E> (n=18); Tp (n=17); Tp+E> (n=18)].

Durante o periodo da menopausa e também na pds-menopausa
ha diminuigao dos niveis de estrogénio circulante (Burdette, 2001;
Wuttke e cols., 2003). Grande parte das mulheres experimentam um ou
mais sintomas decorrentes da menopausa, tais como: fogachos, atrofia
vaginal, depressao, insonia, dor nas articulagoes, dentre outros
(Liu,2001; Horn-Ross, 2002; Beck e cols., 2005). Também ocorre
aumento na incidéncia de doencas cronicas como obesidade, doencas
cardiacas, osteoporose e doenga de Alzheimer (Wu e cols, 2004). A
Terapia de Reposicao Hormonal, seja utilizando ésteres de 17[3-
estradiol ou estrdgenos conjugados, ambos em associagao a
progestagenos, tém ajudado a amenizar esses sintomas. Numerosos



estudos demonstram que as queixas do climatério, particularmente os
fogachos, podem ser efetivamente prevenidos pela Terapia de
Reposicao Hormonal. Nao ha duvida também sobre a prevencao da
osteoporose, enquanto tem sido publicados estudos conflitantes sobre
os efeitos positivos dos estrogenos no sistema cardiovascular e também
na uretra/bexiga urinaria. Recentemente, estudos demonstraram
aumento no risco de desenvolvimento de cancer de mama e cancer
endometrial em pacientes que fazem uso da Terapia de Reposicao
Hormonal (Rossouw, e cols., 2002; Beck, 2003; Goldstein, 2002; Wuttke
e cols, 2003).

Devido ao medo de desenvolver cancer de mama ou por motivos
pessoais, muitas mulheres descontinuaram a Terapia de Reposicao
Hormonal convencional e passaram a procurar outras alternativas para
tratar os sintomas da menopausa, preferindo os chamados
fitoestrdgenos. Fitoestrégenos sao um grupo de componentes naturais
policiclicos que exercem atividades estrogénicas e estao sendo usados

para o tratamento das desordens provenientes da menopausa (Beck e
cols., 2003 e 2005; Wuttke e cols, 2003).

Dados epidemioldgicos e estudos experimentais mostram que uma dieta
rica em fitoestrogenos reduzem os fogachos e a incidéncia de cancer de mama
em mulheres orientais (Piersen, 2003; Adlercreutz, 2002), além de reduzir o risco
de desenvolver osteoporose (Nikander, 2004; Jia e cols., 2003). Dentre os
beneficios da utilizacdo de fitoestrogenos podemos citar: diminuigdo do colesterol
sérico total (Sirtori, 1995; Carroll, 1995), da pressao arterial (Rivas e cols., 2002) e
prevencdo de doengas cardiovasculares (Knight e cols., 1996; Sirtori, 1995).
Dentre as plantas mais utilizadas podemos citar o red clover [Trifolium pratense
(Tp)] (Liu, 2001; Beck,2003). O Tp possui alta concentracdo das isoflavonas
biochanina A e formononetina, além de genisteina e daidzeina, que se acredita
serem os responsaveis por seus efeitos bioldgicos (Beck, 2003, Burdette e cols.,
2001).



Apesar dos varios efeitos benéficos atribuidos aos isoflavonoides,
podem ocorrer efeitos colaterais sobre a funcao tireoideana e
metabolismo dos HTs, tais como: inibi¢ao da atividade tireoperoxidase
(Divi and cols., 1997; Doerge, 2002a; Chang, 2000b) e inibi¢ao da
atividade das iodotironinas desiodases (Gaitan, 1996, Ferreira, 2002)
detectadas in vitro. Assim, o consumo cronico dos fitoestrogenos
poderia levar a alteragOes na biossintese hormonal e no metabolismo
periférico dos hormonios tiredideos. Os isoflavondides também afetam
as proteinas ligadoras dos hormonios tiredideos e a regulagao do TSH,
através de interacao com este, impedindo sua acao no tiredcito (Gaitan,
1996).

Em nosso estudo, procuramos verificar o efeito do tratamento com o
fitoestrogeno Trifolium pratense sobre a funcao tiredidea in vivo, uma vez que

dados na literatura sao ainda muito limitados.

Conforme anteriormente descrito (Wu e cols., 2004; Burdette e cols., 2001),
as fémeas ovariectomizados apresentaram ganho de peso corporal apds a
castragao e este efeito foi revertido tanto pela administracdo de E,, quanto de Tp,
0 que esta de acordo com dados da literatura (Wu e cols.,2004; Mohamed, 2000;
Burdette e cols., 2001). Trabalhos com camundongos com deficiéncia na sintese
de estrogénio devido a delegcao da aromatase ou do gene para o receptor de FSH
tiveram aumento de mais de 100% da gordura corporal, confirmando a fungédo do
estrogénio sobre o tecido adiposo (Heine e cols., 2000; Jones e cols., 2000;
Danilovich, 2000). Esses resultados sugerem que o ganho de peso nos animais
Ovx é principalmente causado pela diminuicdo dos niveis de estrogenos. Os
nossos resultados sugerem envolvimento do receptor 3 do estrogénio na reversao
do ganho de peso corporal, uma vez que o tratamento com Trifolium pratense
evitou o ganho de peso nas ratas castradas e sabe-se que os fitoestrogenos

presentes nesta planta agem principalmente via receptor 3.



Houve diminuicdo significativa do peso uterino dos animais
ovariectomizados, 0 que é secundario a deficiéncia de estrogénio. A dose de E;
utilizada nao foi suficiente para reverter completamente os efeitos da ovariectomia,
0 que pode ser tempo-dependente, uma vez que Burdette e cols. (2001) utilizando
a mesma dose de E, observou a normalizacdo do peso uterino apds 21 dias de
tratamento. Nao foi observado efeito de Tp sobre o peso uterino, 0 que ja era
esperado, uma vez que como dito anteriormente, os fitoestrégenos agem
principalmente via RE[3 e no utero ha predominancia do REa. Esse resultado pode
ser considerado de grande importancia, pois esse fitoestrdgeno nao causaria os
efeitos indesejaveis no utero atribuidos a Terapia de Reposicdo Hormonal

convencional.

Nao foi observada alteracao significativa no peso absoluto da
tiredide, o que corrobora os achados de Madej e cols. (2002). Houve,
entretanto, ligeira diminui¢do no peso desta glandula nas ratas
tratadas com Tp, o que pode indicar um possivel efeito antagonista
estrogénico neste tecido, uma vez que o estrogénio exerce efeito
proliferativo (Furlanetto e cols., 1999).

Nesse estudo, demonstramos que o contetdo tiredideo de
radioiodo ap0ds 15 minutos de sua administra¢ao nao foi
significativamente alterado entre os grupos tratados, embora tenha
havido diminuigao nao significativa no grupo Ovx, o que é condizente
com os resultados obtidos por Lima (2000). Outros fatores parecem
estar modulando a captacao de iodeto pelo NIS nas ratas Ovx, pois o
TSH sérico neste grupo estava normal. A administra¢ao de E,
estimulou, embora de maneira nao significativa, a captagao de
radioiodo pela glandula, sugerindo um efeito direto do E, sobre a
tiredide, pois o TSH deste grupo também encontra-se dentro da faixa
da normalidade.

Com relagao a atividade tireoperoxidase, nao observamos
alteracao significativa na atividade de oxidacao do iodeto desta enzima



analisada in vitro, em animais tratados com Tp in vivo, embora tanto
Divi e Doerge (1996) quanto Doerge e Sheehan (2002b) tenham
demonstrado inibicao da atividade TPO por isoflavondides in vitro.
Podemos entao supor que ao processarmos a tiredide, os
isoflavonoides poderiam se dissociar da enzima, pois estariam ligados
reversivelmente a esta. O mesmo ocorre com os anti-tiredideos
classicos, que sao potentes inibidores da TPO, como PTU e MMI
(Ferreira e cols., 2003). Além disso, dados na literatura sugerem que o
iodo exerce efeito protetor sobre a acao dos isoflavondides (Ikeda,
2000; Son, 2001), deste modo, talvez pelo fato dos animais receberem
niveis suficientes de iodo na dieta, essa inibicao seja impedida in vivo.
Um outro fator que devemos considerar é que o tempo de tratamento
pode nao ter sido suficiente para bloquear a biossintese hormonal.
Nossos dados sugerem que, caso as isoflavonas inibam a TPO in vivo, a
acao é muito menos potente que a do PTU e MMI, pois esses causam
inibicao da biossintese hormonal em menos de sete dias (Larsen, 2002).

As fémeas castradas nao apresentaram diferengas significativas
nas concentragoes séricas de T4, conforme ja descrito por Lisbda e cols.
(1997) e Christianson e cols. (1981), o que também foi observado nos
grupos tratados. Ja os niveis de T; estao aumentados nos animais
tratados tanto com E, quanto com Tp+E, em comparacao ao grupo
controle, o que pode ser devido ao aumento da atividade D2 no tecido
adiposo marrom e/ou musculo esquelético, pois este parece ser um
importante sitio para a produgao de T; em roedores (Bianco e cols.,
2002). O grupo tratado com Tp+E, apresentou diminuicao dos niveis de
TSH em relagao ao grupo ovariectomizado, o que poderia, a longo
prazo, levar ao hipotireoidismo. Quando tratadas com E, em dose
suprafisiologica, os niveis séricos de TSH das ratas Ovx retornaram a
normalidade o que estd de acordo com Fisher & D’ Angelo (1971).

N&o encontramos alteragdes significativas na atividade da enzima D1,
responsavel pela desiodag&o do T4, tanto do anel externo quanto do anel interno,

entre os diversos grupos experimentais. Miyashita e cols.. (1995) ndo detectaram



alteragdes na atividade da D1 hepatica, nem no seu RNAm, em ratas castradas, o
que esta de acordo com os dados obtidos no presente estudo. O grupo de Harris
(1979) observou aumento da atividade D1 hepatica em ratas castradas tratadas
com estradiol. Em contrapartida, Lisbda e cols. (1997 e 2001) verificaram que as
atividades D1 hepatica e hipofisaria, em ratas, diminuiram apoés 3 semanas de
castracao, e a reposi¢cao com estradiol as aumentou para valores similares aos
controles, assim como aumentou a atividade D1 tiredidea. Tais resultados
contraditérios podem ser explicados pelas diferencas na dose e tempo de
tratamento empregados. Isso demonstra a complexa regulagao da atividade desta

enzima de grande relevancia para a homeostase dos horménios tiredideos.

No presente estudo, avaliamos a influéncia do fitoestrégeno Trifolium

pratense sobre a fungao tiredidea, tendo encontrado os seguintes resultados:

1) Observamos elevagao do peso corporal nos animais ovariectomizados, que
foi revertida pelo tratamento com estrogénio e com Trifolium pratense,
isoladamente ou em associagao. Nao houve diferenga significativa no peso
absoluto da glandula tiredide. Em relacdo ao peso uterino absoluto,
constatamos diminuigéo significativa no grupo ovariectomizado, sendo este

efeito revertido por E; e Tp+E,, mas ndo por Tp.

2) Sobre os niveis séricos de T;, T, e TSH: observamos elevagao dos niveis
séricos de T;, tanto nos grupos tratados com E, quanto nos animais
tratados com Tp+E, em relagdo ao grupo Controle. Os niveis séricos de T,
nao variaram entre os grupos tratados. O TSH sérico estava diminuido nos

animais tratados com Tp+E, em relagdo ao grupo ovariectomizado.

3) N&o observamos alteragdes significativas na atividade tireoperoxidase bem

como na funcao do co-transportador NIS.



4) A atividade desiodase tipo 1 nao foi alterada pelo protocolo experimental

utilizado.



PEREPECTIVAES FUTURAS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Pretendemos avaliar os efeitos do tempo mais prolongado de
tratamento (30 e 60 dias) sobre os diversos parametros da fungao
tiredidea, uma vez que as mulheres pretendem tomar esses
fitoestrdgenos para o resto de suas vidas.

Faremos também a prova do TRH a fim de verificarmos
alteracOes da sensibilidade do tireotrofo, uma vez que
observamos diminuigao significativa dos niveis séricos de TSH
no grupo Tp+E...

Administraremos esse fitoestrogeno a ratas intactas, uma vez que
os fitoestrogenos sao constituintes naturais de nossa dieta, e,
além disso, muitas mulheres fazem uso desses compostos como
suplemento alimentar;

Avaliaremos a captacao de radiodo de 2 horas para observarmos
possiveis altera¢des na atividade TPO in vivo;

Para elucidarmos os possiveis efeitos do fitoestrogeno sobre o
eixo hipdfise-tiredide, mensuraremos a atividade hipofisaria da
enzima D2, ja que esta é responsavel pela conversao intracelular
de T, a T; neste tecido e que a producao local de T; € muito
importante para o feedback negativo;

Avaliaremos também a atividade da enzima D2 no tecido
adiposo marrom uma vez que dados na literatura sugerem
grande importancia desse tecido nos niveis séricos de T; em
roedores;



7) Pesquisaremos o mecanismo pelo qual ocorre a normalizac¢ao do
peso corporal com a administracao de estrogénio e Tp, avaliando:

a ingestao alimentar;
consumo de O,;

as proporg¢oes corporais: massa magra x massa gorda;
. resposta insulinica.

o n oo
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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