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RESUMO

EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE A REGULACAO E FUNCAO DA
TIREOIDE MURINA

Débora Galvao Moreira

Orientador(es): Doris Rosenthal e Vania Maria Corréa da Costa

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia).

Em ratos ha reducéo dos niveis séricos de T3 e T4 com o envelhecimento, sem
alteracdo no TSH sérico, além de menor resposta do tiredcito a estimulacdo pelo
TSH. Entretanto, a tiredide de animais velhos € maior do que a de jovens, e tem
maior heterogeneidade. Para avaliar a capacidade de resposta hipofisaria de ratos
velhos ao hipotireoidismo induzido, ratos Dutch-Miranda e Wistar, jovens e velhos
(3-5 e 12-15 meses, respectivamente) foram tratados com metimazole (MMI 0,03%
v.0., 21 dias). Foi feita coleta de sangue semanal para quantificacdo de TSH, T4, T3
séricos, por RIE especificos, sendo também determinados testosterona e estradiol
séricos basais. Ao final do tratamento, as hipofises foram processadas para
dosagem de TSH. O TSH sérico aumentou significativamente com o tratamento, em
ambos 0s sexos, tendo os animais velhos resposta significativamente menor do TSH
que os jovens. O hipotireoidismo reduziu o TSH hipofisario em ratos Dutch-Miranda,
jovens e velhos. Ja nos ratos Wistar, esta reducdo sO foi observada em fémeas
velhas. O envelhecimento reduziu a testosterona sérica em machos, mas as fémeas
ndo apresentaram variagdo nos niveis de estradiol sérico. Foi também avaliado o
efeito do envelhecimento sobre a expressdo de Ras, ERK total, pERK e TTF-1,
proteinas essenciais para o funcionamento da tiredide, por Western blots de proteina
total extraida de tiredides de ratos Dutch-Miranda de 4-5 e 11-21 meses. Nos
animais velhos foi encontrada maior expressao tiredidea de Ras do que nos jovens,
diferentemente do pERK, que estava diminuido, mas somente nos machos velhos.
N&o houve variacdo do TTF-1 com o envelhecimento nas fémeas. NO0SsO0S
resultados mostram que a capacidade de biossintese e/ou secrecdo do TSH esta
diminuida nos tireotrofos de ratos velhos, em ambos os sexos. Apesar de termos
encontrado aumento de Ras nas tiredides de ratos velhos, ndo houve ativagdo da
via Ras-Rafl, isto sugere que, em ratos, outras vias efetoras de Ras devem estar
sendo ativados durante o envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento, Hipotireoidismo, T4, T3, TSH, ERK, Ras.

Rio de Janeiro

Junho de 2007



ABSTRACT

EFFECTS OF THE AGING ON THE REGULATION AND FUNCTION IN RAT
THYROID

Débora Galvao Moreira

Orientador(es): Doris Rosenthal e Vania Maria Corréa da Costa

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias Biologicas (Fisiologia).

This study assessed the responsiveness of the pituitary from old rats to iatrogenic
hypothyroidism, and the effect of aging on thyroid Ras (a GTP-binding protein
involved in regulating membrane trafficking of signals) expression, as well as
expression of ERK (extracellular signal-regulated kinase) and pERK . Hypothyroidism
was induced by methimazole (MMI 0,03% in drinking water, for 21days) in Dutch-
Miranda and Wistar rats, male and female, aged 3-5 e 12-15 months. Blood was
collected from the jugular vein weekly for hormone determinations of TSH, Tz and T4,
testosterone and estradiol by specific RIA. At the end of the experimental period,
pituitary TSH content was determined by RIA. Western of Ras, ERK, pERK and TTF-
1 of proteins extracted from thyroids murinas was performed. There were no
differences between the serum TSH of young and old rats before the MMI-treatment,
but serum T(4) was significantly decreased in aged rats from both genders and
strains, while serum T(3) was significantly decreased in aged male rats from both
strains, and in old Wistar females. MMI treatment significantly decreased serum T4
and T3 in all treated animals, and progressively increased serum TSH in both male
and female rats, but the increase was significantly smaller in the elder rats. The
pituitary TSH content was higher in Wistar than in Dutch-Miranda rats, of both
genders, and was not significantly affected by age. Aging significantly decreased
serum testosterone in male rats but serum estradiol of aged females was not
affected. MMI treatment decreased the pituitary TSH in both young and old Dutch-
Miranda rats, but in the Wistar strain only the old females had a significant decrease.
The Ras expression was increased in old rats, but pERK was decreased although
only in the old males. There was not differences in TTF-1 expression with aging. Our
results show that the ability of the pituitary thyrotrophs to increase hormonal
secretion in response to decreased levels of thyroid hormones is impaired in the old
rat, even when the thyroid hormone levels are dramatically reduced. Despite the
increased Ras, the effectors must be different in aged male and female, since pERK
activation was not observed.

Kew-words: Aging, hypothyroidism, serum T4, T3 and TSH, ERK and Ras

Rio de Janeiro

Junho de 2007
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l. INTRODUCAO

|.1. Anatomia e histologia da glandula tiredide

A tiredide é a primeira estrutura enddcrina a iniciar o seu desenvolvimento no
embrido humano, sendo visualizada em torno de 3 semanas apos a fertilizagdo. O
epitélio folicular da tiredide se desenvolve a partir do ducto tireoglosso, um
alongamento de tecido endodérmico originado a partir do assoalho da faringe
primitiva (Utiger, 2001).

A glandula tireéide € composta por dois lobos encapsulados, um em cada
lado da traquéia, unidos em sua porcao inferior por uma fina camada de tecido
chamada istmo, situado abaixo da cartilagem cricoide (Utiger, 2001). Em humanos
adultos normais, pesa cerca de 10 a 25 gramas. O lobo direito é geralmente é maior
e mais vascularizado que o esquerdo. Um terceiro lobo, chamado piramidal, pode
ser observado ocasionalmente, revelando uma estrutura remanescente do

desenvolvimento embrionario da tiredide (Larsen e cols, 1998).

Lobo diretto—»

Istmeo + Traquéia

Figura 1 — Anatomia da glandula tiredide



A unidade funcional da glandula é o foliculo tire6ideo, composto por camada
Unica de células foliculares cubdides que delimitam uma regido central preenchida
com coloide, material homogéneo rico em tireoglobulina (Tg), a proteina na qual
ocorre a biossintese dos hormdnio tiredideos. (Kacsoh, 2000). O diametro dos
foliculos tiredideos varia em torno de 200um. As células foliculares tém
aproximadamente 15um de altura e podem variar de formato conforme o grau da
estimulacdo glandular, tornando-se colunares quando ativas e achatadas quando
inativas (Larsen e cols, 1998).

A organizacdo e polaridade dos tireécitos sdo fundamentais para o
metabolismo especializado da glandula, incluindo o transporte da Tg e iodeto para o
apice, a biossintese dos hormonios tiredideos na membrana apical, o
armazenamento de hormdonios tiredideos e iodo nas moléculas de Tg no coldide, e
posterior endocitose no apice (Utiger, 2001)

O epitélio folicular é revestido por uma membrana basal que é rica em
mucopolissacarideos e separa os tireocitos dos capilares circundantes. Além dos
capilares, terminais nervosos adrenérgicos, colinérgicos e peptidérgicos estao
presentes entre os foliculos. A membrana apical do tiredcito € rica em
microvilosidades que se estendem para o coldide. (Larsen e cols, 1998).

A tiredide também contém outras células enddcrinas chamadas
parafoliculares ou C, que sdo responsaveis pela biossintese da calcitonina, um
horménio envolvido com o metabolismo de calcio. Estas células tém origem
embrionaria diferente das células foliculares, localizando-se entre os foliculos
tiredideos, entre as células foliculares e a membrana basal, ou até mesmo entre as
células foliculares. As células parafoliculares podem ser observadas isoladas, em
pequenos grupos, levemente aderidas as células foliculares, ou até mesmo

formando estruturas complexas com células foliculares (Utiger, 2001).



|.2. Biossintese dos Hormonios Tiredideos

A tiredide é responsavel pela biossintese de tiroxina (T,4) e triiodotironina (T3),
hormoénios envolvidos com a regulagcdo do metabolismo basal e termogénese, do
crescimento e do metabolismo intermediario. A sintese e secrecao de T, € restrita a
glandula tiredide, ao contrario de T3 que também pode ser produzido a partir da

desiodacéo de T, em tecidos extra-tiredideos (Utiger, 2001).

NH, \ NH,
H N \}—D N CH (|:H HO - - —CH IH
"N /N \ 7" N

COOH
3,3',5-Triiodotironina (1s) 3,3,5,5" Tetraiodotironina ()
Figura 2 - Estrutura dos hormdonios tiredideos
O iodo € um componente indispensavel as moléculas de hormdnios
tiredideos, compreendendo cerca de 65% e 58% do peso de T, e Tg,
respectivamente. Os horménios tiredideos sdo o0s Unicos componentes iodados com
significado fisiolégico conhecido em vertebrados. Um suprimento adequado de iodo
€ essencial para o funcionamento normal da glandula tiredide. A ingestdo minima de
iodo recomendada é de 150 pg/dia, sendo a alimentacdo a sua principal fonte. A
maior parte do iodo proveniente da alimentac&o esta sob a forma de iodo inorganico,
iodeto, que é rapidamente absorvido durante o processo de digestao (Utiger, 2001).
A biossintese dos hormonios tiredideos esta esquematizada na figura 3. Uma
das etapas limitantes na biossintese dos hormonios tiredideos € a captacdo do
iodeto pelas células foliculares. O iodeto é transportado para dentro de célula
folicular por um co-transportador sodio-iodeto chamado NIS (sodium-iodide
symporter), uma proteina com 13 dominios transmembrana, localizada na

membrana basolateral dos tiredcitos. O NIS co-transporta 2 ions sodio e 1 iodeto



para o compartimento intracelular, contra um gradiente quimico e elétrico, sendo o
gradiente de Na" necessario a atividade normal de NIS mantido pela Na'/K* ATPase
(Dohan e cols., 2003).

Uma vez no tireécito, o iodeto difunde-se rapidamente para a membrana
apical, local das etapas subsequentes da formacdo dos hormonios tiredideos. O
iodeto é transportado passivamente através da membrana apical, atingindo o limen
folicular. Atualmente, acredita-se existirem dois transportadores passivos de iodeto,
a proteina pendrina e uma proteina caracterizada recentemente, denominada
transportador apical de iodeto (AIT) (Rodriguez e cols., 2002).

A pendrina é uma glicoproteina de membrana, expressa pelo gene PDS, com
110 kDa e localizada seletivamente na membrana apical dos tireécitos. Apés a
clonagem do gene PDS, a molécula da pendrina foi codificada e caracterizada como
transportadora de anions que apresenta alta homologia com transportadores de
sulfato, mas também pode transportar cloreto e iodeto (Everett e cols., 1997).
Atualmente, alguns estudos indicam que, em condi¢fes fisiolégicas, a pendrina €
importante para a captacao de cloreto folicular em tiredcitos e efluxo de ions iodeto
para o limen, possibilitando que acontecam as etapas posteriores da biossintese de
T3 e T4 (Gillam e cols., 2004; Yoshida e cols., 2004).

A molécula de AIT foi clonada recentemente. O cDNA codifica uma proteina
de 610 aminoacidos, que compartilha 46% de homologia com o gene para NIS
humano. Esta proteina, expressa em células de mamiferos, apresenta atividade
transportadora de iodeto. No tiredcito, esta localizada na membrana apical,
sugerindo que funcione como outro transportador no efluxo de iodeto para o lumen

folicular (Rodriguez e cols., 2002).

ApOs este processo de transporte passivo, o iédetpidamente oxidado e ligado covalentemente
a residuos tirosila da Tg, processo catalisadouporcomplexo enzimatico formado pela
tireoperoxidase (TPO) e pelo sistema gerador déxpkr de hidrogénio, provavelmente a



NADPH-oxidase (Bjorkman & Ekholm, 1984 e 1992). Azama responsavel pela geracédo de
peroxido de hidrogénio associada a hormonogénesadiea € a NADPH oxidase (ThOx ou

oxidase tiredidea), que se encontra no poélo agiwsltiredcitos, é estimulada pela tireotrofina
(TSH) e inibida pelo iodo. Aparentemente, a geragéqgeroxido de hidrogénio é a etapa
limitante da biossintese dos horménios da tire@de condicbes de suficiéncia de iodo

(Cardoso e cols., 2001; Cardoso e cols., 2002).
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Figura 3 — Etapas da biossintese dos horménios tiredideos. TSH-R: Receptor
para tireotrofina, MIT: monoiodotirosina; DIT: diiodotirosina; Tg: tireoglobulina, NIS: co-

transportador sddio-iodeto.

Apés a organificacdo do iodeto e formacdo de monoiodotirosina (MIT) e

diiodotirosina (DIT), estes radicais podem ser acoplados, ainda enquanto ligados a

Tg, originando os horménios tiredideos: 3,3,5-triiodotironina (T3) e 3,3,5,5'-

tetraiodotironina ou tiroxina (T,).

A Tg, glicoproteina, o substrato para a sintese dos horménios tiredideos, é

sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso; a sua glicosilacéo é feita no complexo

de Golgi e, a seqguir, a Tg recém-formada € incorporada a vesiculas exociticas que

migram para a membrana apical & qual se incorporam rapidamente, principalmente

quando h& estimulo por TSH (Utiger, 2001).



A TPO é a enzima responsavel pelos processos de oxidagdo e organificacao
do iodeto e acoplamento das iodotirosinas. Para tal, esta enzima necessita de
concentracbes adequadas de tireoglobulina, iodeto e de peroxido de hidrogénio
(H20,). A geracdo de H,O, ocorre na membrana apical, € mediada pela NADPH-
oxidase e requer Ca”* e NADPH (Carvalho e cols, 1996; Dunn, 2001).

Os hormonios tiredideos, ainda ligados a Tg, permanecem armazenados no
coldide da luz folicular até que ocorra a endocitose e sua posterior protedlise por
enzimas lisosomais, liberando T3, T4 e as iodotirosinas. As iodotirosinas MIT e DIT
sdo rapidamente desiodadas por uma iodotirosina-desiodase dependente de
NADPH (DEHAL1, ou iodotirosina desalogenase 1). Recentemente, esta
flavoproteina com 42kDa foi clonada e caracterizada, sendo expressa pela tirebide e
regulada positivamente pelo AMPc (Gnidehou e cols.,2004). O iodo e aminoacidos
liberados desta reacdo podem ser reaproveitados pela glandula (Larsen e cols,
1998).

Os horménios tiredideos T, e Ts, liberados ap6s a protedlise da Tg, se
difundem para o liquido extracelular. Parte do T, ainda no tireécito, pode ser
convertido a T3 pela acdo de 5’-iodotironina-desiodases. Uma vez secretados pela
tiredide, T, e T3 sdo encontrados na circulacdo predominantemente ligados a
proteinas plasmaticas especificas: TBG (thyroxine binding globulin), transtiretina ou
TBPA (thyroxine binding prealbumin) e, com menos afinidade, a albumina.

Todas as etapas da biossintese e secrecdo dos hormonios tiredideos e a
expressao das proteinas essenciais a estes processos, tais como a TPO, o NIS e a
Tg (ver Tabela 1), sdo estimuladas pela tireotrofina (TSH), sintetizada nos tireotrofos
da adeno-hipodfise. O TSH também é fundamental para a diferenciacéo e proliferacéo

da glandula (Larsen e cols., 1998).



Tabela 1 - Principais proteinas envolvidas na biossintese dos horménios
tiredideos

Caracteristica Tg TPO NIS
Funcao matriz para a catalise da oxidacdo |transporte do I” para
iodacgéo e do I’ e acoplamento o tiredcito
hormonogénese
Massa Molecular (kDa) 660 103 65
Localizagcéo ltmen folicular membrana apical membrana basal
Titf1/Nkx2-1, Titf1/Nkx2-1, Titf1/Nkx2-1
Fatores de Transcricdo| FOXE 1 e Pax-8 FOXE1 e Pax-8 (homologia
pequena do
promotor)
Resposta ao TSH 1 atividade 1 atividade 1 atividade
Homologia Acetilcolinesterase mieloperoxidase transportador
Na'/glicose

(Adaptado de Dunn, 2001).

A expressao de TPO e Tg, proteinas especificas da tiredide e fundamentais
para a formacdo dos hormoénios tiredideos, é também regulada por fatores de
transcricdo tiredideos. A combinacdo dos fatores de transcricdo Titf1/Nkx2-1

(também chamado de TTF-1, fator de transcricdo tiredideo 1), FOXE 1

[N

(anteriormente chamado TTF-2, fator de transcricdo tiredideo 2) e Pax-8
fundamental para a expressdo de genes essenciais para a diferenciacdo e
morfogénese da glandula . Os fatores de transcricdo Titf1/Nkx2-1, Foxel e Pax-8
sdo expressos nado sb pelos tiredcitos funcionantes, como também pelas células
precursoras tiredideas, evidenciando sua Iimportancia na organogénese e
diferenciacdo da glandula (Damante & cols, 2001). Atualmente, outros fatores de
transcricdo importantes para a tiredide foram identificados. O Hhex, em humanos
conhecido como HHEX, é um fator de transcricdo contendo um dominio homeo-box,
inicialmente identificado em células hematopoéticas, co-expresso com 0S outros
fatores de transcricdo especificos em células foliculares precursoras e funcionantes

(De Felice & Di Lauro, 2004).

1.3. Circulacdo e metabolizacdo dos hormoénios tire6  ideos



A producdo diéria total de T4 em humanos é de 80-100 pg (100-130 nmol),
toda originada na glandula tiredide. Na espécie humana, o T, tem meia-vida de
cerca de 7 dias, permanecendo assim disponivel na circulagdo por alguns dias,
mesmo na auséncia de secrecao de T4 pela tiredide. A fracdo plasmatica de T4
ligado a TBG (globulina ligadora de tiroxina) corresponde a 68% do total de T4 A
fracdo livre, responsavel pelo papel biolégico de T4, corresponde a =0,04% (Kacsoh,
2000). Cerca de 80% do T, secretado diariamente € metabolizado em tecidos
periféricos pelas iodotironina-desiodases, sendo 40% convertido a Tz, hormdnio
tirebideo metabolicamente ativo, e 40% convertido a rT3 (3,3',5'-triiodotironina ou T3
reverso), forma metabolicamente inativa (Utiger, 2001).

A producéo de T3 ao contrario da de T4, € realizada principalmente em tecidos
extra-tiredideos (cerca de 80% da producao diaria). O restante, 20%, € produzido e
secretado pela tiredide. A producao diaria total de T3 € de 30-40 ug (45-60 nmol) e
sua meia-vida € cerca de 1 dia, sendo T3 degradado mais rapidamente que T4
principalmente por ter menos afinidade pelas proteinas plasmaticas. O T3 também é
metabolizado pelas iodotironina-desiodases, gerando o0s metabdlitos 3,5-
diiodotironina e 3,3'-diiodotironina (Utiger, 2001). A fracdo plasmatica de T3 ligada a
TBG corresponde a 80% do T; total. J& a fracdo livre, cerca de 0,4 % do total, &
aproximadamente 10 vezes maior que a fracao livre de T, (Kacsoh, 2000).

Em ratos, diferentemente de humanos, a glandula tiredide € a principal
responsavel pela producédo diaria de T3 (cerca de 55%). Ja a producdo extra-
tiredidea de T3, por atividade das 5’-iodotironina-desiodases, ocorre principalmente

no figado e nos rins (Chanoine, 1993).

Trés enzimas catalisadoras da metabolizacdo dos horménios tiredideos foram

identificadas, sendo denominadas iodotironina-desiodase tipo | (D1), tipo 1l (D2) e



tipo 11l (D3). As desiodases pertencem a uma familia de selenoproteinas homélogas,
com 250-280 aminoacidos, contendo em seu sitio ativo um residuo de
selenocisteina, essencial a sua atividade catalitica (Bianco e cols., 2002). As
principais caracteristicas das desiodases estdo descritas no Tabela 2. Desta forma,
dois oligoelementos sao fundamentais para a producdo e metabolismo dos

hormonios tiredideos: iodo e selénio.

As desiodases estdo integradas tanto a membrana plasmatica quanto ao
reticulo endoplasmatico. H4 dados contraditérios acerca da localizacdo celular do
sitio ativo de D3, se estaria voltado para o0 meio extracelular ou para o citoplasma.
Aparentemente a D1, como a D3, é uma proteina integral da membrana plasmaética
com o sitio ativo voltado para o citoplasma; enquanto a D2, também com o sitio ativo
voltado para o citoplasma, estaria no reticulo endoplasmatico de onde o T3 teria

acesso mais facil aos receptores nucleares (Bianco e cols., 2002).

A atividade biologica dos horménios tiredideos € determinada pela
concentracéo intracelular de T3, que é dependente dos niveis circulantes de T4 (seu
precursor) e T3, de proteinas transportadoras que possibilitam o transporte de T4 e
T3 pela membrana plasmatica das células alvo, e da atividade das iodotironina-
desiodases catalisando a ativacédo ou inativacdo dos hormonios tireéideos (Friesema

e cols., 2005).

Tabela 2 - Caracteristicas dos trés tipos de iodotironina-desiodases humanas



D1 D2 D3
Tipo
Tecidos figado, rim, cérebro, hipdfise, cérebro, placenta
tiredide, masculo tecidos fetais
hipdfise escuelético,
coragio, tiredide,
placenta
Subsiratos f13>Td=>T3 T4 >+T3 T3>T4
Em 0.1 =10 mhd 10 o 10 nl
Fungio produgio produgio local de degradagio de T3
plasmitica de T3
T3
Inibigdo
(ICq, mM)
PTU alta baixa baixa

PTU: propiltiuracil; IOP: acido iopandico (Adaptado de Bianco e cols., 2002).

Recentemente, alguns transportadores capazes de realizar captacéao celular
de iodotironinas foram identificados. Os mais especificos sdo o OATP1 e MCT-8,
sendo o primeiro um transportador idnico organico e o segundo, pertencente a uma
familia de transportadores de aminoacidos. As isoformas de OATP1 sédo expressas
em humanos e ratos, principalmente pelo tecido hepatico. O OATP1C1 apresenta
alta afinidade por T4 e rT3 e parece ser responsavel pelo transporte de T4 para o
cérebro através da barreira hemato-encefalica. O gene do MCT-8 esta localizado no
cromossomo X e mutagcdes observadas neste gene parecem desencadear retardo

psicomotor severo ligado ao cromossomo X (Friesema e cols., 2005, Jansen e cols.,

2007, Dumitrescu e cols., 2006).

l.4. Mecanismos de acéao e efeitos dos hormonios ti

Receptores nucleares especificos para horménios tiredideos estdo presentes
em varios tecidos e medeiam as principais acdes biolégicas de T4 e Tg,

receptores pertencem a uma superfamilia de receptores nucleares, que inclui os

redideos




receptores para os hormonios esterdides, vitamina D e retindides (Utiger, 2001). Os
receptores para hormonios tiredideos (TRs) localizam-se predominantemente no
nacleo, na auséncia ou presenca do ligante, em solucéo ou ligados ao DNA. Estes
receptores podem formar heterodimeros com o receptor retindide X (RXR)
(Kishimoto e cols., 2006). O mecanismo de a¢do dos hormoénios tiredideos esta
descrito sucintamente na figura 4.

De um modo geral, os horménios tiredideos apresentam diferentes afinidades
de ligacdo com seus receptores especificos. A afinidade de T3 pelos TRs € de cerca
de 10-15 vezes maior do que a de T4, sendo responsavel pela maior parte dos
efeitos biologicos desencadeados pelos horménios tiredideos. A analise estrutural e
funcional do TR revela uma estrutura modular com dominios funcionais distintos. Os
dois principais dominios sdo: o de ligacdo ao DNA (DNA-binding domain- DBD) e o
de ligacdo ao ligante (ligand-binding domain- LBD). O DBD situa-se na por¢ao
central dos receptores e é organizado por dois segmentos estruturais conhecidos
como dedos de zinco. O dominio de ligacdo do horménio ou ligante € menos
conservado que o DBD, refletindo a variedade de ligantes que atuam nestes
receptores. Este dominio localiza-se na regido carboxi-terminal e possui varias
funcdes, como a homo e heterodimerizagcdo do receptor, localizagdo nuclear, e
interacdo com proteinas co-repressoras e co-ativadoras. Além dessas funcdes, o
LBD contém uma superficie que é fundamental para a ativacéo transcricional, que se

forma com a ligacéo do hormdnio (Yen, 2001).
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Figura 4 — Modelo simplificado de metabolizacdo e acdo dos horménios
tiredideos. TRE: elemento responsivo ao hormdnio tiredideo; RXR: receptor retindide tipo X,
TR: receptor para hormonio tiredide. (Adaptado de Friesema e cols., 2005).

Os hormonios tiredideos sdo transportados para dentro da célula-alvo,
sofrendo ou ndo metabolizacdo pelas iodotironina-desiodases presentes. O T3
transloca-se para o nucleo, ligando-se a por¢cao LDB do TR. O receptor, ativado pelo
horménio, liga-se aos elementos responsivos aos hormdonios tiredideos (TRES) para
alterar a taxa de transcricdo génica e consequentemente os niveis de mRNA.

Existem dois tipos de receptores para hormonios tiredideos, as isoformas o e
B. Ambas as isoformas estdo muitas vezes expressas nos mesmos tecidos e, em
figado de ratos, por exemplo, ligam horménios tiredideos com a mesma afinidade
(Hulbert, 2000). Existem 2 genes distintos que codificam TRa e (3, localizando-se em
humanos nos cromossomos 17 e 3, respectivamente. Estes genes codificam
algumas proteinas diferentes (al, a2, Aal, Aa2, 31, B2, B3 e A B3), como resultado
do processamento alternativo do mRNA ou da utilizacdo de promotores alternativos.
Somente as isoformas al, B1, B2 e B3 se ligam ao hormonio tiredideo. As isoformas
al e a2 diferem em sua regido carboxiterminal, dominio de ligacdo ao hormdnio, ao

passo que (31, B2, B3 diferem em sua regido aminoterminal. A isoforma TR a2, por



nao se ligar ao T3, pode inibir a transcricdo mediada por outras isoformas,
provavelmente por competir com a ligacdo aos TREs e com a formacédo de
heterodimeros com (RXR) (Yen, 2001; Barra e cols, 2004).

Em mamiferos, TRa-1 e TRB-1 tém homologia estrutural no tamanho da
molécula, e nos dominios LDB e DBD. Estas isoformas sdo amplamente expressas
em tecidos murinos. Entretanto, 0 mMRNA para TRo-1 tem maior expressao em
musculos, especialmente miocardio, e tecido adiposo marrom, enquanto o TR[-1 é
mais expresso em rim, figado e cérebro. O TRB-2 tem expresséao restrita em adeno-
hipéfise e algumas areas hipotalamicas. Acredita-se que as isoformas do TR[
estejam envolvidas com o mecanismo de feedback negativo pelos HT uma vez que
camundongos com delecéo dupla para TR (TRB1 e 2) e pacientes com resisténcia
aos HT por mutacdo em TR apresentam os niveis de TSH elevado (Weiss e cols.,
2002).

Os hormonios tiredideos regulam a expressdo de proteinas estruturais
importantes para diversos processos metabdlicos (ver Tabela 3). O estimulo dos
hormonios a expressdo da Na'/K* ATPase, da UCP-1 e de UCP-3 (UnCoupling
Protein), por exemplo, é fundamental para o turnover do ATP necessario para a
manutencdo do metabolismo basal e da termogénese (Kacsoh, 2000).

Os hormonios tiredideos também atuam na funcdo cardiovascular,

aumentando a contratilidade cardiaca e o consumo de oxigénio devido a expressao
preferencial da isoforma a da cadeia pesada da miosina (MHC) e de SERCA 1
(Ca™-ATPase) pelas células cardiacas. Além desses efeitos, ha, também, aumento
na expressao de receptores [3;- adrenérgicos e, consequentemente, de seu principal

mediador (proteina Gs) o que leva a um aumento na freqiiéncia e no ténus cardiacos

(Kacsoh, 2000).



Entretanto, nem todas as acfes de T3 e T4 nos processos de sintese protéica
sdo estimuladores. Os hormonios tiredideos diminuem a expressdo de TRH

(hormoénio liberador de tireotrofina) pelos nucleos paraventriculares hipotalamicos e

de TSH pelos tireotrofos (Utiger, 2001).

Tabela 3 - Genes regulados por hormoénios tiredideos

AUMENTO NA EXPRESSAO

DIMINUICAO NA EXPRESSAO

UCP-1 e UCP-3
Ca""-ATPase
a-MHC
Na'/K* ATPase
Proteina mielinica basica
Glicoproteina associada a mielina
Receptor para LDL

TRH
Subunidades a e 3 de TSH
Ga,, subunidade de proteinas G triméricas
B-MHC
Prolactina
EGF-R
D2

Receptores (3 adrenérgicos
GH
D1
D3

UCP-1 e UCP-3: uncoupling proteins; a-MHC: cadeia pesada a da miosina; 3-MHC: cadeia
pesada 3 da miosina; LDL: lipoproteina de baixa densidade (Adaptado de Yen, 2001).

Outros efeitos conhecidos dos hormoénios tiredideos sdo observados no
controle de funcdes metabdlicas, tais como: a regulacdo da producéo e atividade de
diversas enzimas, da producdo e metabolismo de outros hormonios e da utilizagao
de substratos, vitaminas e minerais. No metabolismo intermediario, por exemplo, 0s
horménios tiredideos promovem um balanco entre os processos anabdlicos e
catabdlicos. Assim, T3 e T4 promovem tanto a lipdlise quanto a lipogénese,
aumentando a atividade da lipase horménio-sensivel no tecido adiposo e no figado e
estimulando a atividade da enzima malica e da acido graxo sintase no figado;
também aumentam a gliconeogénese e a glicogendlise hepatica com maior
liberacdo de glicose. Estimulam a geracdo de ATP, ao mesmo tempo em que
aumentam a atividade ATP&sica. Em funcdo do conjunto de seus efeitos, os
horménios tiredideos tém importancia fundamental na termogénese e manutencao

do metabolismo, assim como no crescimento e na maturacao tecidual (Utiger, 2001).



1.5. Regulacéo da glandula tiredide

A biossintese dos hormdénios tiredideos e sua disponibilidade plasmatica e
tecidual estdo sob o controle do eixo hipotalamo-hipofisario. O TRH, secretado pelos
neurdnios dos nucleos paraventriculares hipotalamicos, € o principal estimulador da
producdo e secrecdo de TSH pelos tireotrofos adeno-hipofisarios. O TSH, por sua
vez, € o principal horménio modulador da funcéo tiredidea. O aumento nos niveis
séricos de T3 e T4 pelo estimulo de TSH inibe, em maior grau, a secrecao de TSH
pelos tireotrofos e, em menor grau, a liberacdo hipotalamica de TRH. Este
mecanismo de retroalimentacdo (ou feedback) negativo mantém a estabilidade da
atividade tiredidea e, consequentemente, contribui para a manutencdo da
homeostase do organismo (Hulbert, 2000).

O TSH, uma glicoproteina de 28kDa, sintetizada e secretada por células
tireotréficas localizadas na adeno-hipdfise, € o principal regulador da funcéo

tiredidea normal. O TSH é composto por duas subunidades peptidicas (o e )

ligadas ndo-covalentemente. A subunidade a do TSH é igual & do horménio
luteinizante (LH), hormdnio foliculo-estimulante (FSH) e gonadotrofina coriénica,
enquanto a subunidade (3 confere a especificidade ao TSH (Utiger, 2001).

Os niveis séricos de TSH refletem tanto as variagfes pulsateis quanto as
circadianas. A magnitude dos pulsos de TSH, caracterizados por flutuacdes de
intervalos de 1-2h, estdo diminuidos no jejum, em algumas doencas e no periodo
pos-cirdrgico. A variacdo circadiana é caracterizada por um pico noturno que nao
depende de varia¢des nos niveis dos hormonios tiredideos (Larsen e cols, 1998).

O principal estimulador da sintese e secrecado do TSH pela hipofise € o TRH,
tripeptideo produzido principalmente nos nucleos paraventriculares hipotalamicos.

Estes nucleos enviam seus axonios para regides proximas a eminéncia média, em



aposicao aos capilares do sistema porta hipotalamico-hipofisario. Em resposta a um
estimulo, esses neurdnios liberam o TRH que rapidamente atinge a adeno-hipofise
pelo sistema porta hipotalamico-hipofisario e age nos tireotrofos mediando a
liberacdo, assim como a sintese, de TSH (Nillni & Sevarino, 1999).

Os hormoénios tiredideos exercem controle negativo na secre¢cdo de TSH
diretamente nos tireotrofos adeno-hipofisarios, sendo a converséao intra-hipofisaria
de T4 a T3, pelas 5'-iodotironina-desiodases, muito importante para este efeito. Além
das acOes diretas na inibicdo da expresséo génica das subunidades do TSH, os
horménios tiredideos também diminuem a expresséo de receptores para TRH nos
tireotrofos. Em animais, o hipotireoidismo duplica a capacidade de ligacdo de TRH
aos seus receptores especificos; este efeito pode ser reduzido pela reposicado de
hormonios tiredideos, sem afetar os receptores para somatostatina (Scanlon, 2001).
Os hormonios tiredideos também reduzem a secrecdo do TRH, provavelmente por
diminuir o RNAm do pro-TRH e o préprio pro-TRH (precursor de TRH), reduzindo a
sintese de TRH hipotalamico (Utiger, 2001). Outras substancias, tais como: leptina e
noradrenalina, podem estimular direta ou indiretamente a secrecdo de TSH, ao
passo que neuropeptideo Y (NPY), GH, dopamina, glicocorticoides e opioides
podem inibi-la. (Scanlon, 2001; Ahima & Osei, 2001).

O TSH regula positivamente todas as etapas de biossintese dos hormdnios
tiredideos: o transporte de iodeto, a geracdo de H,0O,, a endocitose do coloide
contendo Tg, a atividade iodotirosina-desiodase e a secrecdo dos hormdnios
tiredideos, assim como a expressao de proteinas essenciais para essa hiossintese,
tais como NIS, TPO, NADPH-oxidase e Tg (Larsen e cols, 1998, Carvalho e cols,
1996).

O TSH estimula o crescimento, a diferenciagdo, funcdo e sobrevida das

células tiredideas via um receptor especifico (TSH-R), com sete dominios



transmembrana, por ativagdo de uma proteina Gs, que estimula a enzima adenilato-
ciclase e aumenta o conteudo intracelular de AMPc (ver figura 5). Este funciona
como um segundo mensageiro, ligando-se a subunidades regulatorias da proteina-
cinase dependente de AMPc (PKA) e liberando as sub-unidades cataliticas que
poderdo fosforilar diferentes proteinas-alvo entre as quais o CREB (AMPc
responsive element binding protein), um fator de transcricdo responsivo a AMPc

(Schlumberger & Pacini, 1999).
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Figura 5 - Vias sinalizadoras nas células foliculares tiredideas
(adaptado de Schlumberger & Pacini, 1999).



Apés a ligagdo do TSH ao seu receptor de membrana especifico, também
ocorre ativacdo de proteina Gq ativando a fosfolipase C (PLC), que hidrolisa o
fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato da membrana celular (PIP;) e gera fosfatidil-inositol 3-
fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O aumento no influxo de Ca™ gerado pelo IP; e a
ativacdo da proteina cinase C (PKC) pelo DAG parecem ser responsaveis pela
ativacdo da NADPH-oxidase e geracao de H,O, (Carvalho e cols., 1996) e Corvilain
e cols.,1994). Mais recentemente, um estudo ex-vivo em nodulos frios de tiredides
humanas, observou-se ativacdo de PLC e geracdo de IP; e outros fosfatos de
inositol, mesmo em presenca de pequenas concentracfes de TSH (Van Sande e
cols., 2006).

A via AMPc-PKA medeia a maior parte dos efeitos bioldgicos de TSH, sendo
fundamental para a proliferacédo e diferenciacdo das células foliculares. Entretanto,
para o efeito proliferativo pleno do TSH em células tiredideas FRTL-5, a atividade
Ras p2l1 é necessaria, indicando uma possivel ativacdo da via efetora Ras pela
cascata de sinalizagéo gerada por AMPc (Ciullo e cols, 2001).

A ativacdo da via Ras estimula a proliferacdo e inibe a diferenciacdo em
diferentes tipos celulares (Schlumberger & Pacini, 1999). A subfamilia de pequenas
GTPases Ras é constituida por proteinas de 20-25 kDa, incluindo H-, K- e N-Ras.
Uma célula de mamifero possui cerca de 50-100 diferentes proteinas ligadoras de
GTP, capazes de regular diversos processos biologicos, tais como: biossintese
protéica e processos de sinalizacdo transmembrana envolvidos na comunicagao
entre 0s meios intra- e extracelular (Wittinghofer & Nassar, 1996). A ativagdo das
proteinas Ras requer a transicdo de seu estado inativo, ligado a guanina difosfato
(GDP) para o estado ativo, ligado a guanina trifosfato (GTP). Este ciclo € controlado
por dois tipos principais de proteinas reguladoras: o fator trocador de guanina (GDP-

exchange factor, ou GEF) que catalisa a troca de GDP por GTP, ativando Ras, e a



proteina ativadora de GTP-ase (GTP-ase ativating protein ou GAP) que aumenta a

atividade GTP-ase intrinseca de Ras, inativando-a. (Crespo & Leon, 2000).

Estimulos extracelulares de diversos tipos, mediados por receptores de
membrana celular, ativadores de tirosina-quinase ou acoplados a proteina G (vide
figura 5) podem convergir na ativacdo de proteinas Ras. Estas se associam a
diversos tipos de efetores e geram uma cascata de sinalizacdo. O efetor mais
conhecido da via Ras é a proteina Raf-1, cuja ligacdo com Ras aumenta o0 seu
proprio recrutamento para a membrana celular. Uma vez ativada, Raf-1 fosforila a
MEK em serina (MAPK kinase). MEK ativada funciona como uma “dual-specificity
kinase” e fosforila residuos treonina e tirosina em seu principal grupo de substratos,
as proteinas ERK1 e ERK2 (MAPK extracellular signal-regulated kinases p42 e p44).
As proteinas ERK fosforilam residuos em tirosina e treonina e tém varios substratos
localizados no citoplasma, incluindo SOS e MEK, e no nucleo, como SMADs e Elk-1,
que sao fosforiladas apods translocacao de ERK fosforilada para o nucleo. A ativacao
da via Raf-ERK é suficiente para induzir transformacéo ou diferenciacado em diversos
tipos celulares (Crespo & Leon, 2000, Vandeput e cols, 2003).

Outra via efetora importante de Ras € a da PI3-K (fosfatidilinositol-3-fosfato
cinase). Esta enzima catalisa a fosforilacdo de fosfoinositideos, na posicao 3’ do
anel inositol, em resposta a ativacdo de Ras. A PI3-K € uma enzima composta de
uma subunidade regulatéria p85 e uma subunidade catalitica p110, ambas com
varias isoformas identificadas. A ativacdo de Akt, aitvada pela PI3-quinase, tem
efeito anti-apoptético e regula varias vias metabolicas (Crespo & Leon, 2000). Estas

vias estdo esquematizadas na Figura 6.
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Figura 6 - As principais vias efetoras ativadas por Ras. MEK: MAPK
kinase, PI3-K: fosfatidilinositol-3-fosfato cinase, Raf serina-treonina kinases: Raf-1, A-Raf e
B-Raf, Ral-GDS, RGL e RGL-2/RIf: fatores trocadores de GDP-GTP, RalBP1 ou
RLIP1/RIP1: proteina ativadora de GTPase, ERK: MAPK extracellular signal-regulated
kinases p42 e p44, EIk1: fator de transcricdo, Ptdins(4,5)P,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato,
Ptdins(3,4,5)Ps: fosfatidilinositol 3,4,5- trifosfato, Akt-PKB: proteina kinase B, PDL1:
fosfolipase D1, PC:fosfatidilcolina PA: phosfatidic acid, RhoA e Cdc42/rac: proteinas
pertencentes a familia Rho de GTPases, Bad: Bcl- x;: proteina anti-apoptética Casp 9:
caspase 9, AFX: fator de transcricdo pertencente a familia Forkhead IKK: kinase IkB Rac
GEF,: Rac, NF-kB: fator de transcricdo nuclear kB (Adaptado de Wittinghofer & Nassar

1996).
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O acumulo de iodeto pela glandula tiredide também é um fator regulatério
importante da funcdo tiredidea. Desta forma, o iodeto, principal substrato da
biossintese dos horménios tiredideos, pode diminuir a resposta do tireécito ao TSH,
inibindo agudamente sua prépria oxidacdo (efeito Wolff-Chaikoff) e reduzindo a
captacdo de iodeto logo depois (adaptacdo ao efeito Wolff-Chaikoff). Quando
presente em altas concentracdes nas celulas foliculares, o iodeto inibe a secrecao

dos horménios tiredideos (Dumont & Vassart, 2001).



Estes mecanismos autorregulatérios da glandula tiredide servem para
adequar a velocidade de sintese dos hormoénios tiredideos a disponibilidade do
substrato, mantendo a constancia do pool hormonal. Existe, portanto, uma relacao
inversa entre o nivel de iodeto organico na glandula tiredide e a velocidade de

formacéo de Tz e T4 (Larsen e cols, 1998).

Para explicar como o acumulo de iodeto na
célula folicular poderia levar aos efeitos
Inibitorios sobre a funcao tiredidea, foram
postulados a participacao de um ou mais
compostos iodados neste processo,
denominados genericamente por compostos
XIl, tendo sido sugeridos: a propria tiroxina,
eicosanoides iodados (iodolactona) e

lodohexadecanal (Dumont & Vassart, 2001).

1.6. ENVELHECIMENTO E FUNCAO TIREOIDEA

Algumas das principais teorias sobre envelhecimento baseiam-se nas
modificagcdes encontradas nos sistemas organicos para explicar a senescéncia. Na

teoria neuro-endocrina, por exemplo, sugere-se que um marcapasso central



desencadearia a faléncia enddcrina mudltipla, levando ao processo de
envelhecimento. Além disso, algumas mudancas préprias do envelhecimento
acabam se confundindo com sinais e sintomas de doencas enddcrinas. Por
exemplo, alteracbes bastante encontradas em pessoas idosas, tais como:
bradicardia, hipertensdo, hipercolesterolemia, ganho de peso, intolerancia ao frio,
constipacdo, cabelos e pele ressecadas, perda de massa muscular, letargia e
disfungéo cognitiva, assemelham-se a sintomas frequentes no hipotireoidismo
(Morley, 2001).

O processo de envelhecimento tem sido estudado do ponto de vista
molecular, celular e organico, com destaque para a identificacdo de genes
relacionados com a duragdo da vida de um organismo. NO microorganismo
Saccharomyces cerevisae, por exemplo, a longevidade ¢ aparentemente
determinada pelo acumulo celular de DNA circular extracromossémico (ERCs), uma
vez que o seu acumulo nas células-filhas aumenta gradativamente, ap0s sucessivas
divisGes celulares, gerando mudancas no fenotipo do organismo e cada copia celular
funciona como um marcador do numero de divisbes celulares da célula-méae
(Guarente e cols., 1998).

Os principais estudos acerca do envelhecimento e repercussdes na funcao
tire6idea em humanos mostram uma reducdo da atividade tire6idea em individuos
velhos, afetando o eixo hipotalamo-hipdéfise-tiredide. Em estudos que abordam a
frequéncia de doengas em uma dada populagéo, verificou-se que o hipotireoidismo
acomete mais pessoas na faixa etaria de 45-65 anos, sendo mais prevalente nas
mulheres (6- 10% do total) do que nos homens (2-3% do total) (Griffin, 1990).
Histologicamente, observa-se aumento substancial na quantidade de tecido conjuntivo
interfolicular, diminuicdo relativa da quantidade de células foliculares e,

eventualmente, de coldéide, aumento do numero de microndédulos e da



heterogeneidade intratecidual (Studer e Berger, 1995).

Ha controversias em relacéo aos niveis séricos de TSH e da resposta do TSH
ao TRH em idosos, levando-se em consideracdo a heterogeneidade das populacoes
estudadas e da prevaléncia de alguns anticorpos anti-tire6ideos (Van Coevorden e
cols, 1991; Morley, 2001, Mariotti e cols., 1995). A secre¢do de TSH em resposta ao
estimulo do TRH parece diminuir, indicando menor resposta dos tireotrofos a
estimulacdo do TRH nos idosos (Van Coevorden e cols, 1991; Monzani e cols, 1996).

Os niveis séricos de TSH variam pouco durante o envelhecimento humano,
seja nem relacdo as variacdes pulsateis ou as variacoes circadianas da secrecao de
TSH, apesar da amplitude dos pulsos ser menor nos velhos (Van Coevorden e cols,
1991; Lewis e cols, 1991). mas variagbes para mais (Sawin e cols, 1979; Tietz e cols,
1992) ou para menos em relagéo aos jovens (Mariotti e cols, 1993, Pinchera e cols.,
1995) sdo também referidas.

A producéo de T, em humanos velhos diminui para cerca de 60 pg/dia, o que é
contrabalangcado por uma diminuigdo na taxa de clearance de T4, assim n&do haveria
alteracdo na fracao livre de T4, em individuos velhos. Ja a fracéo livre de T3 diminui
com o envelhecimento, em consequéncia do decréscimo na producdo diéria, sem
alteracdo concomitante do clearence (Morley, 2001).

Individuos centenarios, estudados na Italia, modificaram alguns dos conceitos
anteriormente vigentes em relacdo as alteracfes na funcéo tiredidea em pessoas
idosas, uma vez que apresentam menor prevaléncia de anticorpos anti-tiredideos
que a populacédo na faixa etaria de 60-85 anos estudada em paralelo, o que indica
qgue nestes individuos muito idosos a prevaléncia de doenca autoimune tiredidea &
bem menor que na populacao geral. Tanto os niveis séricos de T3 quanto os de TSH
estdo diminuidos nos centenarios quando comparados ao de pessoas na faixa etaria

de 65-80 anos ou mais jovens (Mariotti e cols, 1993, Pinchera e cols., 1995).



Em ratos, ocorre progressiva reducdo do numero de foliculos, durante o
envelhecimento, associada a reducédo nos niveis séricos de T3 e T4 (Cizza e cols,
1992). Os niveis de TSH parecem estar inalterados nos ratos velhos (Klug &
Adelman, 1979; Donda e cols, 1987; Corréa da Costa e cols., 2001). Outros dados
indicam uma diminuicdo na resposta da glandula tiredide a estimulacdo por TSH,
possivelmente mediada por uma diminuicdo no namero de sitios ligantes do TSH-R,
0 que poderia causar a reducdo nos niveis séricos de T3 e T4 (Reymond e cols,
1992).

Tamura & Fujita (1981) observaram em camundongos, a partir de 10 meses,
um aumento da heterogeneidade da glandula tiredide, com cerca de 4,5% dos
foliculos ndo responsivos ao TSH, com baixa capacidade de concentracdo de
radiodo, aumento no tamanho e no conteudo coloidal. Estas alteracdes morfoldgicas
sdo associadas a modificagGes funcionais na glandula, que sao refletidas em niveis
séricos de hormonios tiredideos alterados no envelhecimento. J& Gerber e cols.
(1987), evidenciaram efeitos do envelhecimento na tiredide a partir dos 6 meses de
idade, com perda gradativa da capacidade de iodacéo e de remocéao dos estoque de
tireoglobulinas iodadas do coldide. Além disso, ocorre uma reducdo dos niveis
séricos de testosterona em funcdo do envelhecimento (Wang e cols, 2002; Wang &
Stocco, 2005) mas ndo ha descricdo na literatura para alteracdes em niveis séricos
de estradiol e progesterona, em ratos.

Diferencas entre os sexos na funcédo tiredidea também sdo descritas em
ratos. Enquanto as fémeas velhas parecem manter os niveis séricos de Tz dentro de
limites normais, provavelmente por apresentarem maior atividade da D1 hepatica, os
machos apresentam diminuicdo significativa nos niveis de T3 (Corréa da Costa e
cols., 2001). J&4 Marassi (2005) verificou um aumento da D1 em machos pré-

puberes. Corréa da Costa e cols. (2001) observaram, ainda, maior expressao de Tg



e TPO em machos jovens do que em ratos velhos e fémeas. Fukuda e cols. (1975)
nao observaram variacao entre os sexos de T3, T4 € TSH em ratos adultos.

O fator idade associado a diferenca entre os sexos pdde ser acompanhado
por estudos sequenciais realizados com ratos Wistar. Em ratos imaturos, as fémeas
apresentam niveis séricos mais elevados de TSH do que os machos, com valores
significativamente maiores por volta do 20°dia de vida. Entretanto, as concentracdes
de TSH-R em fragcdes de membrana do 1°ao 20° dia au mentam gradativamente,
sendo significativamente maiores em machos devido ao aumento em paralelo nos
niveis séricos de androgénios (Banu e cols; 2002). Durante o periodo pré-puberal
ocorre & maturacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-tiredide, com o inicio da producéo
de estrogénio e testosterona, por isso postula-se influéncia dos horménios desta
fase no crescimento e funcdo tiredidea. Corroborando esta hipotese, foi
demonstrada a presenca de receptores para estrogénio e androgénio na glandula
tiredide de ratos imaturos, sob condi¢cdes normais (Banu e cols., 2002). Ainda
durante o periodo pré-puberal, Banu e cols. (2002) relataram que ratos imaturos,
tratados com esterdides sexuais, apresentam correlacdo positiva do TSH com os
indices de proliferacao dos tiredcitos, em machos e fémeas. Banu & Aruldhas (2002)
avaliaram os niveis séricos de T3 e T4, totais e livres, de ratos machos e fémeas em
varios estagios de maturacdo sexual, ndo tendo encontrado diferencas entre os
Sexos nos animais pré-puberes. Durante a maturacdo sexual, ocorre uma reversao
do modelo observado para ratos pré-puberes, com TSH sérico mais elevado em
machos e TSH-R em fémeas (Banu & Aruldhas 2002).

Também esta descrito, em ratos velhos, a perda de responsividade dos
tireotrofos ao estimulo de TRH e uma reducéo no conteudo hipotalamico de pré-pré-

TRH (Cizza e cols, 1992). Entretanto, o contetudo hipofisario de TRH parece ser



maior nos velhos, com aumento na densidade de receptores para TRH nos
tireotrofos, sem aumento de sua afinidade (Donda e cols, 1989).

Como observado em humanos e ratos, a presenca de niveis inalterados de
TSH, associados a niveis reduzidos de T3 e T4, indica alteracdo do limiar de
supressdo da secrecdo de TSH pelos horménios tiredideos, durante o
envelhecimento. Esta alteracdo poderia ser resultado de uma conversao hipofisaria
aumentada de T4 para T3 (Donda e cols.,1987) ou, ainda, de aumento na captacao
de T, pelos tireotrofos (Lewis e cols, 1991; Scanlon, 2001). No entanto, resultados
prévios do nosso laboratorio mostram diminuicdo significativa das atividades T4-5'-
desiodase tipos | e I, pelo menos em ratas velhas (Corréa da Costa & Rosenthal,
1996). Por outro lado, ndo ha resposta adequada da tireéide ao estimulo do TSH,
cujos niveis séricos estdo em limites considerados normais, embora haja diminui¢ao
nos niveis séricos de T4.

Em funcdo das informacdes vistas acima, pode-se afirmar que, no
envelhecimento, existe tanto um comprometimento no eixo hipotalamo-hipofisario
como alteracao da funcéo tiredidea. O fato de a diminui¢cdo nos niveis circulantes de
horménios tireéideos ndo produzir o aumento do TSH sérico que seria de esperar
deixa a duvida: a adeno-hipéfise ndo responde por disfuncdo intrinseca dos
tireotrofos, ou porque o seu estimulo pelo TRH esta diminuido? Assim, resolvemos
avaliar a resposta hipofisaria de ratos velhos a uma acentuada reducédo nos niveis
séricos de hormonios tiredideos induzida pelo hipotireoidismo farmacoldgico.

Por outro lado, o fato do tamanho da glandula tiredide de ratos velhos manter-
se inalterado, quando tudo sugere que — funcionalmente - o estimulo pelo TSH
sérico € ineficiente, levanta uma duvida acerca dos mecanismos envolvidos neste
aparente paradoxo: funcdo diminuida e trofismo mantido. Sabendo do papel

fundamental da via RAS na proliferacdo e diferenciacdo tiredidea, resolvemos



verificar se a atividade desta via estaria modificada no envelhecimento, bem como
se ocorre alteracdo na via Ras do tireécito com o envelhecimento.

O TTF-1 é um dos fatores de transcricdo tiredideos fundamentais para o
funcionamento adequado da glandula, pois regula, além da morfogénese, a
expressado génica de proteinas fundamentais para a biossintese dos hormdnios
tiredideos, tais como Tg e TPO. Assim, interessou-nos investigar, também, se ha
modificacdo a expressdo de TTF-1 em tire6citos murinos em funcdo do

envelhecimento.



Il. OBJETIVOS

Geral

Analisar as repercussoes do envelhecimento nos horm onios
tiredideos e no TSH (sérico e hipofisario), em resp osta ao
hipotireoidismo farmacolégico, assim como avaliar o efeito do
envelhecimento em uma das vias de sinalizacdo intra  -tiredideas
(RAS, ERK).

Especificos

= Verificar se existe diferenca entre ratos adultos jovens e velhos
em relacdo a capacidade de secrecdo de TSH e/ou con teudo de
TSH hipofisario em resposta ao hipotireoidismo farm acoldgico.

= Avaliar se ocorrem modificacdes na expressao tired idea de Ras,

PERK, ERK total e TTF-1 com o envelhecimento



lIl. MATERIAL E METODOS

[11.1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Dutch-Miranda e Wistar, machos e
fémeas, criados e mantidos no biotério do Laboratério de Fisiologia Enddcrina,
IBCCF°, em condi¢des adequadas de temperatura (22-25°C) e ciclo claro-escuro
(12/12h), com livre acesso a agua e a ragdo comercial (Purina, contetdo de iodo = 2
mg/kg). O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Avaliacdo do Uso

de Animais em Pesquisa (CAUAP) do IBCCF°/UFRJ.

[11.2. Tratamento dos animais e coleta das amostras

- Hipotireoidismo

Para a avaliacdo da capacidade de producéo/secrecao de TSH pelos tireotrofos, em
resposta ao hipotireoidismo farmacolégico, grupos de ratos Wistar e Dutch-Miranda,
machos e fémeas, jovens e velhos, foram tornados hipotiredideos pela adicdo de

metimazole (MMI 0,03%) a agua de beber, por 21 dias.

- Grupos experimentais:

Macho Jovem Controle - animais com 3-5 meses de idade nao tratados

Fémea Jovem Controle - animais com 3-5 meses de idade nao tratados

Macho Velho Controle - animais com 12-15 meses de idade ndo tratados

Fémea Velha Controle - animais com 12-15 meses de idade nao tratados

Macho Jovem Hipotiredideo - animais com 3-5 meses de idade com o

hipotireoidismo induzido por adicdo de MMI 0,03% na agua de beber por 21

dias.



Fémea Jovem Hipotirebdidea - animais com 3-5 meses de idade com o

hipotireoidismo induzido por adicdo de MMI 0,03% na agua de beber por 21
dias.

Macho Velho Hipotiredideo - animais com 12-15 meses de idade com o

hipotireoidismo induzido por adicdo de MMI 0,03% na agua de beber por 21
dias.

Fémea Velha Hipotiredidea - animais com 12-15 meses de idade com o

hipotireoidismo induzido por adicdo de MMI 0,03% na agua de beber por 21

dias.

ApOs anestesia com éter, amostras de sangue foram coletadas no 3°, 7°, 14°
e 21° dias de tratamento. O soro foi obtido por centrifugacédo a 1200 x g e 4°C, por
15 min, em centrifuga refrigerada Incibras Spin VI, e os soros armazenados a -20°C
até posterior dosagem de T4, T3 € TSH séricos. Nos grupos de animais controle,
também foi realizada dosagem de estradiol e testosterona séricos.

Para a avaliacdo do conteudo hipofisario de TSH, as hipdfises foram
excisadas ao final do tratamento (21° dia) e homogeneizadas em tampao PBS
(0,01M de NaCl, pH 7,6). O homogeneizado foi centrifugado a 1200 x g e 4°C, por
15 min, em centrifuga refrigerada Incibras Spin VI. O sobrenadante foi armazenado
a -20°C até posterior dosagem de TSH. A concentracdo protéica do homogeneizado
foi determinada pelo método de Bradford (1976) e o TSH foi expresso em funcédo do
conteudo protéico glandular.

- Western blotting

Ratos machos e fémeas Dutch-Miranda com 4-5 e 11-21 meses de idade
foram sacrificados por decapitacdo, as tiredides rapidamente excisadas e 3-5
glandulas foram homogeneizadas em 750ul ou 1000ul de tampéo Tris-HCI 0,0625M,



pH 6,8, contendo 10% de glicerol, 3% de SDS e uma aliguota do homogeneizado foi
utiizada para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976).
Posteriormente, foram adicionadas 4s amostras 5% de [3-mercaptoetanol, e 0,01%
de azul de bromofenol para andlise de Ras, ERK total e ERK fosforilado por
immunoblotting.

l11.3. Quantificacdo dos niveis séricos de estradio |, testosterona, T 4,
T3, TSH e do conteudo de TSH hipofisario

Os niveis de T3 e T4 foram quantificados por radioimunoensaios comerciais
especificos (Total triiodothyronine RIA Kits - Immunotech e DSL-3200 ACTIVE®
Thyroxine Coated-Tube Radioimmunoassay Kit — Diagnostic Systems Laboratories),
usando soro de ratos livre de iodotironinas para a preparagao da curva padrao e
para a verificagdo do maximo de ligagdo entre o anticorpo fornecido pelo kit e o
horménio marcado com %I,

Os niveis séricos e hipofisarios de TSH foram medidos por radioimunoensaio
de duplo anticorpo, especifico para ratos, com reagentes fornecidos pelo Dr. A. F.
Parlow (National Hormone & Peptide Program, National Institute of Diabetes,
Digestive and Kidney Diseases, EUA). O TSH foi radiomarcado, em nosso
laboratorio, pelo método da cloramina T. As amostras, conhecidas (curva padrao-
0.625-25ng/ml) e desconhecidas (do soro obtido de ratos dos grupos experimentais
descritos), foram incubadas em tampao PBS 0.01M contendo 1% de albumina
bovina sérica, pH 7.6, com um anti-lgG de rato por 2 horas (diluicdo de 1:1500), com
posterior adicdo de I'*>-TSH (10.000 cpm por tubo). Apds incubacdo com o I'*-TSH
por 21-24 horas, foi adicionado o 2° anticorpo (Sigma), anti-lgG de coelho, em cabra,

na diluicdo de 1:15. Outra incubacao foi realizada por 3 horas em temperatura

ambiente, com posterior centrifugacdo a 1200 x g e 4°C, por 30 min, em centrifuga



refrigerada Incibras Spin VI. Ap6s decantacdo da fragdo sobrenadante, os tubos
foram levados a um contador gama de radioatividade (Compugamma).

Os niveis de estradiol e testosterona foram quantificados por Kits de
radioimunoensaios comerciais especificos (DSL-4400 Estradiol e DSL-4100
Testosterone Radioimmunoassay Kits- Diagnostic Systems Laboratories), seguindo

as normas do fabricante.

l11.4. Avaliacao da expressao de Ras por Immunoblotting

Para a realizagdo dos western blots, 50ug de proteina total do
homogeneizado das tiredides foram submetidas a eletroforese (100 V por cerca de 2
horas) em gel 12% poliacrilamida contendo SDS a 3% (SDS-PAGE) e transferidas
para membrana PVDF (Millipore). Apos o bloqueio de ligacbes inespecificas com
tampao TBS-Tween 20 (NaCl 200mM, Tris 20mM, pH 7,6) contendo 0,1 % de Tween
20 e leite desnatado a 5%, por 1 h, as membranas foram hibridizadas com
anticorpos especificos. Para a avaliacdo da expressdo de Ras, foi utilizado um 1°
anticorpo monoclonal de rato que reconhece determinantes antigénicos comuns as
isoformas H-, K-, e N-Ras p21 (H-Ras (259) cat # sc-35, Santa Cruz Biotechnology,
INC), na concentracao de 2 pug/ml por 90 min de incubacao, sob agitacdo. A seguir,
foram realizadas 3 lavagens, por 10 minutos, com tampao TBS-Tween 20. Como 2°
anticorpo, foi utilizado um anti-lgG de rato, em cabra, associado a peroxidase de raiz
forte (HRP, Amersham) na concentracdo diluicdo de 1:1000. A membrana foi
incubada com o 2° anticorpo por 60 minutos, com 3 lavagens posteriores por 10
minutos em tampao TBS-Tween. Os immunoblots foram revelados pelo método do
ECL (Amersham). A analise densitométrica foi realizada usando o programa NIH-

Image 1.6 (USA).



l11.5. Avaliacdo da expressao do contetudo de ERK fo  sforilado e ERK
total por Immunoblotting

Para a realizacdo dos western blots, 100ug de proteina total do
homogeneizado das tireéides foram submetidos a eletroforese (100 V por cerca de 2
horas) em gel 9,0% poliacrilamida contendo SDS a 3% (SDS-PAGE) e transferidas
para membrana PVDF (Millipore). Apos o bloqueio de ligagBes inespecificas com
leite desnatado a 5%, em tampao TBS-Tween 20 por 1 h, as membranas foram
hibridizadas com anticorpos especificos. Para a avaliagdo da expressao de pERK,
foi utilizado um 1° anticorpo monoclonal de camundongo (# sc-7383, Santa Cruz
Biotechnology, INC), na concentracdo de 2 pg/ml e 90 min de incubagé&o. A seguir,
foram realizadas 3 lavagens, por 10 minutos, com tamp&o TBS-Tween. Como 2°
anticorpo, foi utilizado um anti-IgG de camundongo associado a HRP (Amersham),
incubado com a membrana por 60min, seguindo-se de 3 lavagens por 10 minutos
em tampdo PBS-Tween. Os immunoblots foram revelados pelo método do ECL
(sistema de revelacdo por quimioluminescéncia, Amersham). A andlise

densitométrica foi realizada usando o programa NIH-Image 1.6 (USA).

Para a avaliacdo da expressdo da ERK total, as membranas PVDF foram
submetidas a incubacdo das membranas em tampéo Tris-HCI 62.5mM, 100mM de
3-mercaptoetanol, 2% de SDS, pH 6.8 a 50T por 30min. A seguir, foram realizadas
2 lavagens por 10 minutos, com tampao TBS-Tween. O bloqueio para ligacbes
inespecificas e as lavagens das membranas apdés as hibridizagbes com os
anticorpos especificos, foram realizadas de forma semelhante a descrita acima.

Como 1° anticorpo, foi utilizado um anti-ERK policlonal de coelho (# sc-93, Santa

Cruz Biotechnology, INC) na concentracdo de 2ug/ml e como 2° anticorpo, na



diluicdo de 1:2000, um anti-IgG de coelho associado a HRP (Amersham). Os
processos de revelacdo e analise densitométrica dos immunoblots foram realizados

da mesma forma descrita anteriormente.

[11.6. Imunoprecipitacdo e avaliagdo da expressdao d e TTF-1 por
Immunoblotting

Para a quantificagdo do TTF-1 em tiredides murinas, ratas Wistar com 3-5
(jovens) e 12-18 (velhas) meses de idade foram sacrificadas por decapitacdo, as
tiredides rapidamente excisadas e 5 glandulas por grupo experimental (jovens e
velhas) foram homogeneizadas em tampéao 50mM Hepes, pH 7.4, contendo triton X-
100 1%, glicerol 10%, pirofosfato de sddio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, EDTA
10mM, e PMSF 2mM. A seguir, as amostras foram incubadas, sob agitacdo, por 16
horas, a 4C com 0.8 pg de anticorpo anti TTF-1 murino. A imunoprecipitagéo foi
realizada apds incubacdo com proteina A-sepharose (Sigma) por 2.5 horas a 4°C.
Os precipitados, contendo os imunocomplexos, e a fracdo sobrenadante, foram
armazenados a —80°C até posterior realizacdo de western blots.

Para a realizacado dos Western blots, os precipitados foram ressuspensos em
tampao Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8, contendo glicerol 10%, [3-mercaptoetanol 5%,
SDS 3% e azul de bromofenol 0,01%, aquecidos a 100°C por 2 min e centrifugados
a 6000 x g por 5 min. e aliquotas do sobrenadante foram diluidas no mesmo tampao.
Aliguotas de 20ul de cada amostra e respectivo sobrenadante foram submetidas a
eletroforese de proteinas em gel 9,0 % de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidos
para membrana PVDF (Millipore). Os processos de hibridizagdo com anticorpos
especificos, revelacdo e andlise densitométrica foram realizados conforme descrito

anteriormente.



[11.7. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrdo da média. A andlise
dos resultados de T4, T3, TSH, estradiol e testosterona foi feita por analise de
variancia bivariada, complementada por testes de comparacdo e contrastes
multiplos (Zar, 1996) com o uso do programa SuperANOVA (Abacus Concept
Berkeley, C. A.) para Macintosh. A avaliacdo dos valores de TSH foi realizada apos
transformacéao logaritmica dos valores.

Os resultados obtidos apos analise densitométrica das bandas obtidas pelos
western blots foram analisadas pelo programa SuperANOVA, utilizando-se anélise de
variancia univariada complementada por testes de comparacdo. Os valores obtidos
pela analise densitométrica foram normalizados pela proteina da membrana utilizada
para a hibridizacdo com os anticorpos, posteriormente corada por rouge ponceau,
considerando-se o grupo de jovens controle como 1. A normalizac&o néo foi realizada
para o TTF-1, uma vez que as amostras foram imunoprecipitadas antes da realizacao

do immunoblotting.



V. RESULTADOS

IV.1. Peso corporal, peso relativo tiredideo e hipo fisario dos

animais controles e hipotiredideos.

O peso corporal dos animais velhos de ambas as linhagens foi maior do

gue os valores observados para animais jovens, como esperado (tabela 4).

Tabela 4 — Peso corporal (g) de ratos machos e fémeas, jovens e velhos

DUTCH-MIRANDA WISTAR
Fémeas Machos Fémeas Machos
Jovens 180,0 + 22,45 299,2+12,48 233,3 48,81 5,738 9,10
Velhos 232,2+10,11* 385,0+5,00* 285,7+8,05* 453,5+ 15,25*

Média + SEM, n=8-10. * p < 0,05 no minimo, em réla@o respectivo grupo controle.

O peso hipofisario relativo das fémeas Dutch-Miranda e Wistar foi
aproximadamente o dobro do valor observado em machos (p<0,0001). Nao houve
modificacdo do mesmo com o envelhecimento, exceto nas fémeas Wistar velhas,
nas quais o peso hipofisério relativo foi maior do que nas ratas controle de sua
linhagem (p<0,03, Tabela 5). O peso tiredideo relativo ndo foi alterado pelo
envelhecimento, apesar de haver diferencgas significativas entre os sexos, observada
para as duas linhagens (p<0,0004 para os Dutch-Miranda e p<0,0062 para os

Wistar, tabela 6).



Tabela 5 — Peso hipofisario relativo (mg/100g de peso corporal) em ratos

machos e fémeas, jovens e velhos.

DUTCH-MIRANDA WISTAR
Fémeas Machos Fémeas Machos
Jovens 6,13 + 1,08 2,53+ 0,09 4,60+0,39 3,037
Velhos 5,90 £ 0,56 2,47 £ 0,15 5,81 +0,52* 2,28 £0,24

Média + SEM, n= 8-10. * p < 0,05 no minimo, em ¢&la ao respectivo grupo controle.

Tabela 6 — Peso tiredideo relativo (mg/100g de pmsporal) em ratos machos e

fémeas, jovens e velhos.

DUTCH-MIRANDA WISTAR
Fémeas Machos Fémeas Machos
Jovens 9,24 +1,15 6,35+ 0,35 6,55 +0,40 3%0,48
Velhos 8,80 +£ 0,25 5,38 +0,70 6,09 £ 0,54 4,38 + 0,54

Média + SEM, n= 8-10.

O tratamento com MMI nédo afetou o peso corporal nas fémeas jovens Wistar
mas observamos reducgao significativa nas fémeas velhas com a indugdo do
hipotireoidismo. Nos ratos Wistar machos, o hipotireoidismo ndo afetou o peso
corporal em jovens e velhos, apesar da reducdo observada para os velhos
hipotiredideos em relagcéo aos velhos controle.

O peso absoluto e relativo hipofisario ndo variou nos animais hipotiredideos
Wistar, quando comparados aos valores dos animais controle que n&o foram
tratados com a droga anti-tiredidea. Entretanto, houve diferenca significativa entre os
sexos em relacdo ao peso relativo hipofisario, com as fémeas apresentando

aproximadamente o dobro dos valores observados para os machos (p<0,0001).



Tabela 7- Peso corporal (g), peso hipofisario relativo (mg/100g de peso
corporal) e peso tiredideo relativo (mg/100g de peso corporal) em ratos Wistar

fémeas, jovens e velhas

Joven Jovem Velhe Velhe
hipotiredidea hipotiredidea
Peso corpore 233,318,8. 213,848,4 285,7+8,0! 259,0+8,19
Peso 5,27+0,26 4,3810,28 5,72+0,54 5,49+0,49
hipofisario
relativo
6,55+0,40 19,02+2,21 6,09+0,54 17,52+0,74

Peso tiredideo
relativo

Média £ SEM, n= 8-10. * p < 0,05 no minimo, em relag&o ao respectivo grupo nao tratado.

Em contrapartida, houve aumento do peso absoluto e relativo da tiredide em
animais jovens e velhos hipotiredideos em relacdo aos respectivos animais controle.
Além disso, houve diferenca significativa entre os sexos (p<0,008) e entre as idades

estudadas (p<0,04).

Tabela 8- Peso corporal (g), peso hipofisario relativo (mg/100g de peso
corporal) e peso tiredideo relativo (mg/100g de peso corporal) em ratos Wistar

machos, jovens e velhos

Joven Jovem Velhc Velho
hipotiredideo hipotiredideo
Peso corpore 335,7+9,0! 345,0+10,2 453,5+15,2 435,0+£15,97
Peso 2,52+0,71 3,05+0,26 2,28+0,24 2,16+£0,16
hipofisério
relativo
5,13+0,48 16,37+2,58 4,38+0,54 11,17+0,89

Peso tiredideo
relativo

Média £ SEM, n= 8-10. * p < 0,05 no minimo, em relag&o ao respectivo grupo nao tratado.
IV.2. Quantificacdo dos niveis séricos de estradiol , testosterona, T 4,
T;e TSH em animais controle



Verificamos que ratos Dutch-Miranda velhos tém diminuicdo acentuada de T,
sérico, sem que ocorra aumento do nivel sérico de TSH, enquanto o T3 Sérico
diminui significativamente apenas nos machos velhos.

Em ratos Wistar, os niveis séricos de T3 . T4 nos animais velhos foram
significativamente menores do que nos jovens, tanto em machos quanto em fémeas.
Os niveis séricos de TSH permanecem inalterados em ratos machos e fémeas com
o envelhecimento, de forma semelhante a observada anteriormente em animais
Dutch-Miranda.

Em ratas de ambas as linhagens, ndo houve alteracdo nos niveis seéricos de
estradiol com o envelhecimento, como podemos observar nas tabelas 9 e 10. Em
contraste, os niveis séricos de testosterona de ratos velhos Dutch-Miranda e Wistar
diminuiram 36% e 76% relativamente aos valores dos jovens, embora a diferenca sé
seja estatisticamente significativa nos machos velhos Wistar.

Em resumo, os animais velhos de ambas as linhagens apresentaram niveis
reduzidos de T3 e T4 em relacdo aos animais controle, ao passo que os niveis de TSH
permaneceram inalterados com o envelhecimento. Diferencas especificas
relacionadas ao sexo foram observadas somente nas dosagens dos esterdides
sexuais: enquanto nas fémeas velhas ndo houve alteracdo dos niveis séricos de

estradiol, em machos velhos encontramos reducao dos niveis sericos de testosterona.

Tabela 9 — Efeitos do envelhecimento nos niveis séricos de TSH, T4, T3, estradiol
e testosterona de ratos Dutch-Miranda, machos e fémeas.
MACHOS FEMEAS
3-5 meses 10-15 meses 3-5 meses 10-15 meses




Média
[Média + SEM]

TSH (ng/ml ) * 2,01 1,86 1,42 1,71
[1,72-2,34] [1,76—1,97] [1,20—1,68] [1,54 —1,90]

Média + SEM
T3 (ng/dl) 319+44 182+39* 41,2+42 3334
T4 (pg/dl) 3,84+0,16 2,86 +0,2Z 3,53+0,21 2,90 £ 0,17
Estradiol (pg/ml) - - 37,8+4,7 35,8+35

Testosterona (ng/ml) 1,60+0,13 1,02+0,18 - -

Os valores de TSH sérico foram analisados apdsftnanacao logaritmica, limites da
média do TSH definidos por MédiaSEM, n=10-12.

* significativamente diferente das médias de ansn@miens p<0.05 ou menos

Tabela 10 — Efeitos do envelhecimento nos niveis séricos de TSH, T4, T3,
estradiol e testosterona de ratos Wistar, machos e fémeas.

MACHOS FEMEAS
3-5 meses 10-15 meses 3-5 meses 10-15 meses
Média

[Média + SEM]

TSH (ng/ml) * 2,30 2,11 2,03 2,11
[2,056-2,58] [1,88-2,37] [1,76-2,34] [1,83-2,44]

Média =+ SEM
Tz (ng/dl) 22,2+1,7 172+1,7* 414+42  293,1*
T4 (pg/dl) 3,84 +0,54 1,96 +0,13 3,21+0,33 2,04 + 0,27
Estradiol (pg/ml) - - 416 +5,5 41,0+5,8

Testosterona (ng/ml) 3,67 = 0,55 0,88 £ 0,15* - -

Os valores de TSH sérico foram analisados apdsftnanacao logaritmica, limites da
média do TSH definidos por MédiaSEM, n=10-12.
* significativamente diferente das médias derais jovens p<0.05 ou menos

IV.3. Quantificacdo dos niveis séricos de T 4, Tz, TSH em animais
hipotiredideos

O tratamento com MMI diminuiu significativamente os niveis sericos de Tz e T4

(p< 0,01) em ratos jovens e velhos, Dutch-Miranda e Wistar, machos e fémeas, como



esperado. Como se pode observar na figura 7, os valores de T3 durante as 2
primeiras semanas de tratamento, sdo mais elevados em fémeas do que em machos.

Este fato correlaciona-se aos niveis séricos de T3 de animais sem tratamento, mais

elevados nas fémeas do que nos machos (tabelas 9 e 10).
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Figura 7 — Variagdo de T3 e T, séricos durante indugdo de hipotireoidismo por
tratamento com MMI (0.03%, v.0.) em ratos jovens (simbolos vazios) e velhos
(simbolos cheios), machos (quadrados) e fémeas (circulos), Dutch-Miranda e
Wistar. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média,

n=10-12.
O hipotireoidismo induzido elevou significativamente os niveis séricos de TSH em
animais de ambos os sexos (figura 8). Entretanto, os animais velhos apresentaram
menor secrecdo de TSH do que os ratos controles durante o periodo de
hipotireoidismo medicamentoso (p<0,01), embora nas fémeas Dutch-Miranda velhas,

o valor de TSH sérico atinja valor semelhante ao das ratas controle ao final do



tratamento. A menor capacidade de resposta dos tireotrofos a marcada diminuigdo
dos horménios tiredideos séricos, induzida pela droga anti-tiredidea, que encontramos
nos animais mais velhos, reflete o0 mesmo tipo de deficiéncia ja sugerida

anteriormente por resultados do nosso laboratério (Corréa da Costa e cols., 2001).
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Figura 8 — Variacdo de TSH sérico antes e durante indugdo de hipotireoidismo

por tratamento com MMI (0.03%, v.0.) em ratos jovens (simbolos preenchidos) e

velhos (simbolos vazios), machos e fémeas, Dutch-Miranda (grafico superior) e

Wistar (grafico inferior). Os resultados foram apresentados como média + erro

padrao da média, n= 10-12.

No grupo dos animais sem tratamento, o conteudo hipofisario de TSH nos ratos
Wistar foi sistematicamente maior do que os valores observados para animais Dutch-
Miranda, em ambos os sexos. Apesar de ocorrer uma reducao nos niveis hipofisarios
de TSH em fémeas Wistar velhas, esta diferenca ndo chega a ser estatisticamente
significativa. Ja& em ratos Dutch-Miranda velhos houve uma reducao significativa do

TSH hipofisario tanto em machos quanto em fémeas. Estas diferencas mostram que,

em relagdo ao conteudo hipofisario de TSH, h& diferencas entre as linhagens, mas



nao entre os sexos (figura 10).
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Figura 9— Niveis hipofisarios de TSH em ratos controle e hipotireéideos (0,03%
MMl/dia, v.o., 21 dias) em ratos Dutch-Miranda (A) e Wistar (B). Ratos jovens
(colunas vazias) e velhos (colunas cheias). Os resultados foram apresentados
como média + erro padrdo da média, h= 10-12. Letras diferentes indicam médias
estatisticamente diferentes.

Como pode ser visto na Figura 9, em ratos Dutch-Miranda, a inducéo do
hipotireoidismo, reduziu o TSH hipofisario a menos da metade dos valores
encontrados no grupo controle (p<0,05), em ambos os sexos, jovens e velhos,
embora a reducdo fosse mais acentuada nos animais velhos do que nos jovens. Em
fémeas Wistar velhas, o tratamento com MMI reduziu significativamente os niveis
hipofisarios de TSH em relacdo as ratas jovens e as velhas nao tratadas. Nos
machos, ndo houve diferencga significativa no contetdo intra-hipofisario de TSH entre

jovens e velhos, hipotiredideos ou nao. Assim, o fenbmeno observado em ratos



Dutch-Miranda so6 se reproduziu em fémeas velhas Wistar, ndo sendo verificado nas
ratas jovens ou em machos mostrando que além da diferenca entre linhagens ha
também uma resposta diferenciada do TSH hipofisario ao hipotireoidismo induzido por

MMI, entre os dois sexos.

IV.4. Avaliacdo da expressdo de Ras, do conteddo de ERK
fosforilado, ERK total e TTF-1 por Immunoblotting

A expressédo da proteina Ras em tiredides de ratos Dutch-Miranda velhos esta
significativamente aumentada (p< 0,01) nos animais velhos de ambos os sexos, como
exemplificado na Figura 10. O numero de experimentos realizados foi de 5 e a analise

densitométrica pode ser observada na figura 11.
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Figura 10— Expressao protéica (A) e analise densitométrica (B) de proteina Ras de
tiredides de ratos Dutch-Miranda, machos e fémeas, com 5, 11 e 17 meses de
idade.
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Figura 11— Analise densitométrica de proteina Ras de tiredides de ratos e ratas
Dutch-Miranda, jovens (coluna vazia) e velhos (coluna cheia). Os resultados foram
apresentados como média + erro padréo da média, n=5. Letras diferentes indicam
médias estatisticamente diferentes, p <0.01.

O conteudo protéico de ERK total ndo variou com o envelhecimento em ratos
Dutch-Miranda, como observamos na figura 12. Os machos tém expressdo de ERK
total um pouco menor do que as fémeas, mas esta diferenca ndo chega a ser
significativa. Os valores da analise densitométrica de Ras, observados na figura 10,
ERK total e pERK, vistos na figura 12, foram corrigidos por proteina, nha membrana
utilizada para a hibridizagdo com os anticorpos, posteriormente corada por rouge

ponceau.
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Figura 12— Expresséao protéica (A) de pERK, ERK total e proteina de normalizacao,
e analise densitométrica (B) de pERK e ERK total de tiredides de ratos Dutch-
Miranda, jovens e velhos, machos e fémeas. N=3
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Figura 13 — Razéo da analise densitométrica de pERK por ERK total de tiredides de
ratos e ratos Dutch-Miranda, jovens (coluna vazia) e velhos (coluna cheia). Os
resultados séo apresentados como média * erro padréo da média, n =3.
A fosforilagdo da proteina ERK (pERK) de animais jovens e velhos foi diferente
entre os sexos (p< 0,03). Em fémeas, ndo houve diferenca na pERK entre jovens e
velhas. J& em machos, houve redugcdo — embora néo significativa - no conteido de
pPpERK em animais velhos, comparativamente aos valores dos jovens (figuras 12 e 13).
As fémeas velhas apresentaram maior grau de fosforilagdo de ERK que os machos
velhos.
A analise do conteudo protéico de TTF-1 em fémeas Wistar, apos
imunoprecipitacdo com anticorpo contra TTF-1, ndo revelou alteracdes significativas
com o envelhecimento (vide figuras 14 e 15). Na figura 15, observamos a andlise

densitométrica do TTF-1 nos grupos experimentais (n=4).
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Figura 14— Expressdo protéica (A) e analise densitométrica (B) de proteina
TTF-1 de tiredides de ratas Wistar, com 4 e 12 meses de idade.
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Figura 15 — Analise densitométrica de proteina de TTF-1 de tiredides de ratas
Wistar, jovens (coluna vazia) e velhas (coluna cheia). Os resultados sé&o
apresentados como média + erro padrdo da média, n=4. Nao ha diferenca
significativa entre os grupos estudados.



V DISCUSSAO

O envelhecimento afetou de forma importante o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide murino. O peso dos ratos Dutch-Miranda e Wistar
aumentou em funcdo do envelhecimento, como o esperado. Entretanto, os ratos
Wistar apresentaram valores maiores do que os Dutch-Miranda. Nao houve variagéo
no peso absoluto e relativo hipofisario com o envelhecimento em ambas as
linhagens, exceto um aumento significativo observado em ratas velhas Wistar.
Lembrando que Console e cols (1995) observaram hipertrofia dos tireotrofos em
ratos velhos Sprague-Dawley, com aumento no peso absoluto hipofisario

Banu e cols. (2001) avaliaram a influéncia de estradiol e testosterona no
crescimento da tiredide em ratos Wistar. Neste trabalho, a gonadectomia reduziu o
peso tiredideo absoluto e relativo em machos do 21° ao 160°dia de vida, sendo este
efeito revertido por reposicdo com testosterona. Ja em fémeas, o peso relativo so
diminuiu apdés com 45 dias de vida e a suplementacdo com estradiol foi eficiente
para em reverter os efeitos causados pela gonadectomia. Em nosso estudo,
observamos que peso relativo tiredideo nédo variou em funcdo do envelhecimento,
entretanto, os valores observados para as fémeas foi maior do que os valores para
0os machos, que apresentaram reducao de testosterona seérica. Em ratos, o tamanho
da glandula tiredide se relaciona com o peso corporal mais do que com o
envelhecimento (Habra e Sarlis, 2005).

Os niveis séricos de T3 e T, estavam reduzidos em ratos velhos Dutch-
Miranda e Wistar, machos e fémeas, ao passo que os niveis de TSH permanceram
inalterados, corroborando os achados de Cizza e cols, 1992; Klug & Adelman, 1979,
e Corréa da Costa e cols., 2001. Existem diferencas entre linhagens de ratos quanto

aos parametros avaliados para a influéncia do envelhecimento em hipdfise e



tiredide. Em ratos 344/N Fischer, a histologia tiredidea revelou perda folicular
progressiva nos ratos velhos, associada a reducdo significativa nos niveis
plasmaticos de T3 e T4 mas ndo de TSH, que permaneceu inalterado (Cizza e cols.,
1992). Entretanto, em estudo realizado previamente em nosso laboratério,
observamos que as fémeas Dutch-Miranda mantiveram o0s niveis séricos de T3
dentro de limites normais em funcdo do envelhecimento, provavelmente por
apresentarem maior atividade da 5’ iodotironina-desiodase tipo 1 hepatica, (Corréa
da Costa e cols., 2001). Donda e cols. (1987) observaram reducgéo significativa de
horménios tiredideos com o envelhecimento em animais Wistar, machos e fémeas,
em acordo com 0s nossos resultados. Todavia, o TSH estava reduzido nos machos
velhos e aumentado em fémeas velhas, fato que ndo observamos em ambas as
cepas. Além disso, Donda e Lemarchand-Béraud (1989) observaram uma maior
geracado de T3 a partir de T4 na hipofise em machos velhos.

O hipotireoidismo induzido por MMI elevou significativamente o0s niveis
séricos de TSH em ambos os sexos. Entretanto, os animais velhos apresentaram
menor secrecdo de TSH durante o periodo de hipotireoidismo medicamentoso que
os controles (p<0,01), embora nas fémeas velhas Dutch-Miranda, o valor de TSH
sérico atinja valor semelhante ao das ratas controle ao final do tratamento. A menor
capacidade dos tireotrofos em animais mais velhos de responderem a marcada
diminuicdo dos horménios tiredideos séricos, induzida pela droga anti-tiredidea,
reflete 0 mesmo tipo de deficiéncia ja observada anteriormente nos animais velhos.
Em um estudo realizado previamente em nosso laboratério, observamos uma
reducdo nos niveis seéricos de hormoénios tiredideos com o envelhecimento em ratos
Dutch-Miranda, ao passo que o TSH sérico permaneceu inalterado (Corréa da Costa

e cols., 2001).



Em ratos Wistar, ocorre uma reducéo da mitose celular hipofisaria para cerca
de 1/10 do valor observado para ratos jovens a partir de 1 ano de idade, com
diminuicdo importante do turnover hipofisario (Levy, 2002). Em tireotrofos de ratos
Sprague-Dawley, observou-se reducdo do numero de tireotrofos imuno-reativos,
aumento do tamanho celular, com alguns se tornando hiperativos em funcédo da
reducdo de T3 e T4 com o envelhecimento (Console e cols, 1995). Além disso,
existe uma perda da responsividade dos tireotrofos ao estimulo de TRH e uma
reducdo no conteudo hipotalamico de pré-pro-TRH (Cizza e cols, 1992), o que
poderia ser acentuado pelo hipotireoidismo induzido. Isto, apesar de ser referido
aumento na densidade de receptores para TRH nos tireotrofos de animais velhos,
sem aumento de sua afinidade (Donda e cols, 1989).

Woodmansee e cols. (2006) evidenciaram um efeito anti-proliferativo dos
horménios tiredideos nos tireotrofos de camundongos. Assim, os hormoénios
tiredideos controlam a proliferacdo celular dos tireotrofos por mudancas reversiveis
na expressao de reguladores-chave que afetam a progressao do ciclo celular. Além
disso, os hormoénios tirebideos podem ativar a via somatostatinérgica, ativando a
cascata de sinalizagdo MAPK e ocasionando mudancas na transicao das fases G1/S
e G2/M do ciclo celular (Woodmansee e cols., 2006). JA Nolan e cols. (2004)
descreveram que, em condi¢cdes normais, 0s niveis de hormonios tiredideos limitam
a proliferacdo dos tireotrofos em ratos machos adultos. Weiss e cols. (2002)
observaram que a presenca de TRa e TR, mesmo na auséncia dos hormonios
tiredideos, influencia a secrecdo de TSH pelos tireotrofos. Estes autores destacam
ainda que TRP é o principal responsavel pela diminuicdo da secrecdo de TSH
mediada pelos hormdnios tiredideos (Weiss e cols., 2002). Além disso, a observacao

de que, diferentemente de humanos, camundongos hipotiredideos ndo respondem



acentuadamente ao estimulo por TRH pode correlacionar-se com a redugcdo nos
niveis de TSH hipofisario (Weiss e cols., 2002).

Ao final do periodo de tratamento com MMI, o conteudo hipofisario de TSH
dos ratos velhos Dutch-Miranda, reduziu-se a cerca da metade dos valores
encontrados no grupo controle (p<0,05), sugerindo fortemente haver diminuicao
expressiva da reserva de TSH nas adeno-hipofises destes ratos durante o
envelhecimento, em ambos 0s sexos, 0 que ja havia sido visto anteriormente nos
machos desta cepa por Borges e cols (1998).

O padrao é diferente na cepa de ratos Wistar. Embora nas ratas velhas tenha
havido uma tendéncia a redugdo no TSH hipofisario com o envelhecimento, a
mesma sO se tornou significativa quando ao envelhecimento acrescentou-se 0
hipotireoidismo. Ja nos machos Wistar velhos, a variacdo no conteudo hipofisario de
TSH, ap6s a inducdo do hipotireoidismo ndo chega a ser significativa (Figura 9).
Donda e cols. (1987) referiram ndo haver alteragdo da resposta do TSH ao estimulo
por TRH, em ratos Wistar velhos de ambos os sexos, embora tenham constatado ter
havido diminuicdo do TSH hipofisario nos mesmos. Nossos resultados discordam
dos citados acima, j& que apesar de nao ter havido diminuicdo do conteudo de TSH
hipofisarios nos ratos Wistar velhos, sua capacidade de resposta ao estimulo do
hipotireoidismo farmacologico estava proporcionalmente tdo diminuido quanto nos
ratos Dutch-Miranda velhos.

A possibilidade de que a diminuicdo da atividade gonadal durante o
envelhecimento tenha algo a ver com as modificacbes que ocorrem no eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide deve ser levada em consideracdo. Varias das alteracdes
observadas durante o envelhecimento, também podem ser encontradas apés a
castracdo, pelo menos em ratos. Em nossos resultados, isto so foi verdade para os

machos.



Christianson e cols. (1981) verificaram que, apo0s castracdo, h& diminuicdo
significativa do TSH sérico em ratos adultos, e que a reposi¢cdo de testosterona
restaura 0s niveis séricos de TSH, em machos, ao passo que em fémeas, a
reposicdo com estrogénio ndo reverte a reducdo no TSH sérico que ocorre apos a
ooforectomia. J4 Borges e cols. (1998), assim como Marassi (2005), nao
encontraram alteracdo significativa nos niveis séricos de TSH apd0s orquiectomia.
Borges e cols. (1998) avaliaram a influéncia dos androgénios na secrecdo de TSH
durante o envelhecimento em ratos Dutch-Miranda. Em animais jovens castrados, o
conteudo hipofisario de TSH era cerca da metade dos valores de animais controle, e
a reposicdo com propionato de testosterona o restaurou parcialmente. Nos ratos
velhos havia uma reducéo de aproximadamente 30% no TSH hipofisario, sem haver
variacdo apoés castracdo ou tratamento com testosterona. No entanto, ndo houve
variacdo do TSH sérico com o envelhecimento. Curiosamente, a castracao dos ratos
velhos elevou os niveis séricos de TSH, sugerindo que os testiculos de ratos velhos
poderiam secretar um fator testicular inibidor da secrecdo de TSH. Este estudo ainda
espera comprovagao.

Em nosso estudo, observamos reducdo nos niveis séricos de testosterona
com o envelhecimento, com valores estatisticamente significativos somente
observados nos ratos Wistar. Além disso, o TSH destes animais ndo variou com o
envelhecimento, exceto quando houve a inducdo do hipotireoidismo. Outro fato
importante a ser destacado foi a redugdo significativa de TSH hipofisario em ratos
velhos Dutch-Miranda, com indugéo de hipotireoidismo ou ndo, Em ratos Wistar, s6
houve reducédo de TSH hipofisario em fémeas velhas hipotiredideas. Apesar destas
diferencas entre as linhagens estudadas, a resposta do TSH sérico ao

hipotireoidismo tem o0 mesmo padrdo em ambas.



Malgrado a relativa diminuicdo da resposta funcional tiredidea ao estimulo
tireotrdfico, a tiredide de animais ou humanos mais idosos tende a ser maior que a
de jovens e a apresentar aumento da heterogeneidade morfofuncional, com
predominio de células achatadas, acumulo de Tg no coldide e reducdo da
endocitose, contrastando com foliculos tiredideos pequenos, ativos, muito
provavelmente os responsaveis pela sintese e secrecdo dos hormoénios tiredideos
circulantes nestas glandulas (Studer e cols, 1995, Mariotti e cols., 1995), sugerindo
uma dissociagdo entre o controle da funcdo secretora e o trofismo da glandula
durante o envelhecimento. .

A via AMPc PKA, sabidamente, medeia a maior parte dos efeitos bioldgicos
de TSH, sendo fundamental para a proliferacdo e diferenciacdo das células
foliculares. Os estudos de Reymond e cols. (1992) mostram que, em membranas
tiredideas de ratos velhos, o incremento de AMPc induzido por TSH é menor que em
jovens, embora nao haja diferenga na producédo de AMPc em resposta a GTP ou
forscolina, o que torna pouco provavel haver alteracdo na adenilato-ciclase. Os
autores postularam que a diminuicdo da resposta da glandula tiredide a estimulacao
por TSH possivelmente seria mediada por diminuicdo no nimero de receptores da
tireotrofina, o que poderia explicar a redugdo nos niveis séricos de T3 e T4
encontrada nos animais velhos.

Deve, também, ser lembrado que o TSH circulante pode apresentar-se sob
multiplas formas e isoformas moleculares, em funcdo de alteracbes em sua
composicao oligossacaridea que podem alterar sua atividade. Oliveira e cols. (2001
e 2007) encontraram uma correlacao positiva entre niveis de horménios tiredideos e
bioatividade do TSH, mas ndo entre os hormoénios tiredideos e o TSH imunoreativo,
em pacientes que sofreram uma necrose macica adeno-hipofisaria (sindrome de

Sheehan), que resultou em hipotireoidismo mas com niveis inadequadamente



“normais” de TSH sérico. O mesmo comprometimento da bioatividade do TSH foi
verificado em pacientes com hipotireoidismo central e adenomas hipofisarios
(Persani e cols, 2000). A reducdo na bioatividade do TSH no envelhecimento
poderia explicar a manutencdo de reduzidos niveis de hormdnios tiredideos em
presenca de niveis aparentemente inalterados de TSH sérico.

E possivel que, no envelhecimento, uma via de sinalizacdo diversa da
estimulada por AMPc-PKA esteja mantendo o trofismo dos tiredcitos em presenca
de menor estimulo por TSH. Esta possibilidade parece ser confirmada pelo aumento
da proteina Ras nas tiredides dos animais idosos em ambos o0s sexos. Uma das vias
comumente ativadas por Ras, embora ndo a Unica, em diferentes tipos celulares é a

Raf-MAPK-ERK.

A ativacdo da via AMPc-PKA por hormdnios em algtipes celulares, tais como adipdcitos,
células endoteliais, fibroblastos e hepatdcitosrates, pode inibir a ativacdo de ERK
dependente da estimulacéo por fatores de cres@ment outras células, ocorre ativacéo de
ERK por estimulo de AMPc-PKA (Stork & Schmitt, 200d4 em linhagens de células
tiredideas murinas FRTL-5, ocorre estimulacdo deK Ei®r estimulo de TSH e AMPc,
embora ndo mediado por PKA (lacovelli e cols, 20Q&al e cols (2007) demonstraram que
o hipotireoidismo farmacolégico é um regulador peside Ras em tiredide de ratos machos
Wistar. Este achado pode explicar, em parte, o atonem Ras observado com o
envelhecimento em nosso estudo, sendo o TSH univpbsandidato a ativador da via Ras
nestes ratos velhos. Além disso, esse trabalhoceefo teoria de que outros efetores da via
Ras podem ser influenciados pelo envelhecimem@ wez que também se observou uma

reducao da fosforilagdo de ERK com a induc¢é&o dotingoidismo (Leal e cols., 2007).
Existem evidéncias de que o efeito proliferativo pleno induzido pelo TSH em

células FRTL-5 depende da ativagdo da via Ras, indicando uma possivel ativacao
desta via efetora pela cascata de sinalizacao gerada por AMPc (Ciullo e cols, 2001).
Assim, uma via de sinalizacao diferente da PKA-CREB, que ndo seja importante na
regulacdo da proliferacédo tiredidea em jovens, como a via Ras, poderia tornar-se

mais relevante na tiredide do idoso.



A reducéo da fosforilagdo de ERK observada somente em machos velhos
Dutch-Miranda, pode correlacionar-se com a reducdo nos niveis séricos de
testosterona nestes animais em funcéo do envelhecimento; ao contrario das fémeas
velhas, que ndo apresentam reducdo no estradiol sérico. Lee e cols. (2005)
mostraram que apoés tratamento de uma linhagem de células de carcinoma papilifero
de tiredide humana com estradiol, houve estimulo a proliferacdo celular, ao passo
gue nas células tratadas com testosterona, ou néo tratadas, ndo houve aumento nas
taxas de proliferagcdo celular. Achado coerente com o fato deste tipo de carcinoma
ser mais prevalente em mulheres em idade reprodutiva do que em homens.

Aparentemente, o aumento de Ras observado em ratos velhos néo se
correlaciona com ativacdo da via Raf-MEK-ERK, ja que ndo houve aumento da
fosforilacdo de ERK em funcdo do envelhecimento. Cass & Meinkoth (2000)
demonstraram que a ativacdo de PI3-K por Ras potencializou a proliferacdo e
diferenciacdo estimulada pelo TSH, em células WRT transfectadas com genes Ras
mutantes que ativavam seletivamente PI13-K ou Raf-ERK, o que ndo ocorria quando
a sinalizacao por Raf-ERK era ativada. Corroborando estes achados, Ciullo e cols,
(2001) evidenciaram que durante a progressao da fase GO para G1 de células
FRTL-5, induzida por TSH, PKA ou AMPc, havia aumento na formacao do complexo
Ras-PI3-K mas ndo do complexo Ras-Raf-1. Vale ressaltar que estes autores
postulam ser o estimulo por Ras necessario para que haja a progressao da fase G1
do ciclo celular nas células FRTL-5. No entanto, Van Keymeulen, e cols. (2000) nao
observaram ativacdo de mitogénese via Ras por estimulo de TSH ou AMPc em
tiredcitos caninos.

Kimura e cols. (2001) destacam ser fundamental a acdo do TSH, via AMPc, e
de véarios fatores de crescimento, em cooperacao com insulina ou IGF-1, para que

haja a progressao do ciclo celular e proliferacdo em varios tipos de células tiredideas



em cultura, incluindo linhagens celulares de tiredides murinas (FRTL-5, WRT e
PCC13) e culturas primarias de tiredide humana, de ratos e de cdes. Na maior parte
dos estudos realizados com células FRTL-5, o TSH age - via AMPc - como um fator
amplificador da ativagdo de PI3-K e MAPK e da sintese de DNA induzida por
insulina/IGF-1. J4 em células WRT, TSH e insulina/IGF-1 pode ativar,
independentemente, Ras, PI3-K e a sintese de DNA (Kimura e cols., 2001). Em
cultura priméria de tireécitos caninos, o TSH nédo ativa Ras e PI3-K, e o efeito
proliferativo parece ser mediado por AMPc (Van Keymeulen, e cols.,2000). O TGF-f,
transforming growth factor beta ou fator de cresicmento tumoral beta, participa
aparentemente da dessensibilizacdo da resposta proliferativa ao TSH em cultura de
células FRTL-5, sendo produzido pelo proprio tireécito (Kimura e cols., 2001).

Além de TSH, insulina, IGF-1 e fatores de crescimento, outros hormoénios
também parecem ser importantes na proliferacéo tiredidea em ratos, especialmente
os esterdides gonadais. Furlanetto e cols. (1999) avaliaram os efeitos do tratamento
com estradiol em células FRTL-5, com estimulo da proliferacdo celular e regulacao
negativa do gene para NIS. Assim, 0 estrogénio pode ter um papel importante no
trofismo da tiredide das ratas velhas, j& que ndo houve variacdo nos niveis séricos
de estrogénio com o envelhecimento.

Além disso, acredita-se que 0 sexo seja um dos principais fatores
influenciadores do crescimento tiredideo. A maturacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide no rato ocorre durante as primeiras trés semanas ap0s 0 nhascimento,
seguida pela fase final de maturacdo da tiredide. Sabe-se que durante a fase preé-
puberal hd o aparecimento de estrogénio e testosterona, por isso postula-se
influéncia dos horménios desta fase no crescimento e funcéo tiredidea (Banu e cols.,
2002). Corroborando esta hipotese, foi demonstrada a presenca de receptores para

estrogénio e androgénio na glandula tiredide de ratos



imaturos, sob condi¢cdes normais (Banu e cols., 2002). Estes autores também
mostraram uma correlacdo positiva dos esterdides sexuais com o TSH sérico, nao
havendo diferencas entre os sexos. Banu e cols. (2001) relataram, em ratos de
imaturos a adultos, influéncia dos esterdides sexuais no crescimento da tireoide, via
regulacéo positiva da secrecao de TSH e do nimero de seus receptores na tireoide,
além de modularem a concentracdo de DNA tiredidea. Enquanto a testosterona tem
acdo independente do sexo e idade, o estrogénio, apos gonadectomia, sé elevou o
TSH sérico e estimulou o crescimento tiredideo apenas nas fémeas (Banu e cols.,
2001). Logo, a reducado na testosterona seérica observada nos ratos velhos pode ter
contribuido para a disfungéo hipofisaria e tiredidea observada nestes animais, o que
nao pode ser afirmado para as fémeas.

A expressdo de Ras oncogénico em ceélulas tiredideas resulta em perda da
expressdo de alguns genes especificos da tiredide e na inativacdo de TTF-1, um
fator de transcricdo requerido para o desenvolvimento normal da tiredide (Missero e
cols., 2000). Como o TTF-1 tem papel fundamental ndo s6é na organogénese
tiredidea, mas também para a expressdo adequada de proteinas especificas da
tiredide, tais como Tg e TPO, a sua diminuicdo em funcdo de um aumento do Ras
nas tiredide de animais velhos poderia ser co-responsavel pela diminuicdo da
sintese hormonal nestas glandulas. No entanto, esta hipotese pode ser descartada
ja que evidenciamos ndo haver alteragdo do conteudo protéico de TTF-1 em ratas
Wistar velhas. Resta ver se nos machos velhos, nos quais — ao contrario das fémeas
— ha diminuicdo da ativacdo de ERK e alteragGes funcionais mais acentuadas, se
ocorre ou ndo alteracao do conteudo tiredideo de TTF-1. Esta sera a proxima etapa
de nosso estudo.

Este estudo reforca o papel do envelhecimento no eixo hipotalamo-hipdfise-

tiredide, destacando-se a disfuncdo hipofisaria em responder a reducdo importante



nos niveis séricos de T3 e T4. Em contrapartida, existe comprometimento do tiredcito
em responder a estimulacdo por TSH, aparentemente em concentracdo normal,
embora haja a possibilidade da bioatividade do TSH estar comprometida. Assim, o
aumento no contetdo protéico de Ras sugere existir algum outro estimulo tréfico ao
tiredcito, mas ainda falta determinar quais efetores citoplasmaticos podem estar

sendo ativados.



VI. CONCLUSAO

A fim de analisar as repercussées do envelhecimento no eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide, avaliamos diferencas entre ratos adultos jovens e velhos com
relacdo a capacidade de secrecdo de TSH e/ou conteudo de TSH hipofisario em
resposta ao hipotireoidismo farmacologico. Por outro lado, avaliamos a expresséo de

Ras, pERK, ERK total e TTF-1 com o envelhecimento.

A luz dos nossos resultados pode-se afirmar que:

— O envelhecimento induz mudancas na funcdo e regulacao da tire6ide murina.

N A capacidade dos tireotrofos hipofisarios de aumentar sua secrecdo de TSH
em resposta a reducdo nos niveis séricos de T3 e T4 esta diminuida nos ratos
velhos, mesmo quando os niveis de hormoénios tiredideos foram drasticamente

reduzidos.

- A reducdo no conteudo hipofisario de TSH de ratos velhos hipotiredideos
Dutch-Miranda, em ambos 0s sexos, sugere comprometimento da biossintese do

TSH hipofisario nos animais velhos.

- Ao contrario dos ratos Dutch-Miranda, nos ratos Wistar sé houve reducao
significativa do TSH hipofisario nas fémeas velhas hipotiredideas, confirmando as

diferencas entre diversas linhagens, sugeridas por estudos anteriores.

- As alteracdes do eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide de ratos velhos podem ser

influenciadas pelas alteracdes decorrentes da reducdo da testosterona sérica



observada em machos; no entanto, houve modificagdes também em fémeas velhas

nas quais nao houve variacéao do estradiol sérico.

- Apesar do aumento do conteddo de proteina Ras, na tiredide dos ratos
velhos, ndo houve ativagdo de ERK na tiredide de machos e fémeas, nem de TTF-1
nas de fémeas, sugerindo haver ativacdo de outros efetores da via Ras, seja

estimulados por TSH ou por fatores de crescimento.
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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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