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RESUMO 

 

 Doenças hormonais induzem alterações na glândula lacrimal (GL) e 

superfície ocular (SO). Hormônios tireoidianos (HT) induzem proliferação 

celular e metabolismo de lipídeos através da ativação dos receptores dos 

hormônios tireoidianos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a localização e 

comparar a expressão do receptor do hormônio tireoidiano ß-1 (Thrb1) em GL 

de ratos com hipotireoidismo e controles e o impacto desta doença na estrutura 

e função da GL e SO. O hipotireoidismo foi induzido em ratos Wistar machos 

com uso crônico de tiamazol. Após dez semanas, células da córnea foram 

colhidas para citologia de impressão (CI). Os ratos foram submetidos a 

eutanásia e tecidos avaliados por imunoperoxidase e western blot para Thrb1. 

A quantidade de malonaldeído (MDA) e acetilcolina (Ach) na GL foi 

determinada por espectrofotometria (n=5/grupo em todos experimentos). O 

peso corpóreo e peso da GL foram significativamente reduzidos em ratos 

hipotireoideos (P<0,05). O western blot indicou que a GL expressa Thrb1 e que 

o hipotireoidismo induz aumento na expressão deste receptor. A CI apresentou 

metaplasia significativa e Ach foi significativamente mais baixa em ratos 

hipotireoideos (P<0,05). A imunoistoquímica demonstrou a presença de Thrb1 

no núcleo de células acinares e ductos da GL dos grupos controle e 

hipotireoideo. Reduções crônicas nos níveis de HT induziram alterações 

bioquímicas e estruturais e modularam a expressão níveis de Thrb na GL. 

Esses achados confirmam que a GL é tecido-alvo para HT e podem ajudar a 

entender os mecanismos relacionados a olho seco observado no 

hipotireoidismo.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A glândula lacrimal (GL) e a superfície ocular (SO) são alvos da ação de 

diversos hormônios (Sullivan D, et al. 1998). Em estudos anteriores se 

observou que os hormônios sexuais e a insulina possuem ação local nesses 

tecidos por meio de receptores específicos e que existe uma correlação entre 

os níveis desses hormônios e aspectos morfológicos e funcionais da GL 

(Sullivan DA, 1998; Cunha DA, 2005). Por outro lado, apesar de evidências 

epidemiológicas e experimentais da influência dos hormônios tireoidianos na 

GL, pouco se sabe do seu papel na fisiopatologia do olho seco (lowryMiller & 

Panciera, 1994; Moss et al., 2000; Eckstein et al., 2004).  

 

1.1. Superfície ocular e glândula lacrimal  

 

A SO compreende anatomicamente a mucosa margeada pelas bordas 

palpebrais estendendo-se da conjuntiva tarsal à superfície anterior do globo 

ocular, composta pela conjuntiva bulbar, limbo e córnea  (Nelson, 1982). 

Histologicamente, a superfície ocular é composta por epitélio estratificado não 

queratinizado da conjuntiva e da córnea. Estas células encontram-se 

firmemente aderidas umas às outras, apresentam distribuição uniforme em 

camadas e características próprias e do tecido de sustentação subjacente que 

variam conforme cada região (Tseng & Tsubota, 1997) . 

As GLs atuam carreando além de água, nutrientes e eletrólitos utilizados 

para umidificar e manter o metabolismo da SO, o que é fundamental para que 

se obtenha uma ótima qualidade óptica da imagem e vitalidade da córnea 
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(Rieger, 1992; Goto et al., 2002; Huang et al., 2002). A lágrima também contém 

agentes envolvidos em vigilância imunológica tais como imunoglobulinas, 

lisozima e lactoferrina que protegem contra a adesão e invasão microbiana, e 

fatores de crescimento responsáveis por proporcionar estímulo de 

diferenciação e crescimento celular necessários no reparo de lesões ou na 

longevidade e renovação do epitélio ocular (Wilson et al., 1991; Rocha et al., 

2002) .  

A face superior da camada apical do epitélio que compõe a SO é 

caracterizada pela interação entre glicocálice das células epiteliais e os 

receptores celulares para mucina. Essa camada forma um gradiente em toda a 

extensão do filme lacrimal garantindo sua estabilidade. Assim, o filme lacrimal 

estável protege o epitélio da superfície ocular e este por sua vez participa na 

formação de alguns de seus constituintes (Nelson, 1982; Lemp, 1995; Tseng & 

Tsubota, 1997) . Diante de problemas na interação entre SO e filme lacrimal 

podem ser observadas alterações na forma das células epiteliais da córnea e 

da conjuntiva e diminuição na produção de mucina  (Tseng & Tsubota, 1997) . 

 No filme lacrimal, estão presentes ainda glicose, lactato, uréia, alguns 

hormônios como insulina, prolactina e hormônio tireoidiano, fatores de 

crescimento como EGF, TGF-beta e IGF-1, vitamina A, diversos eletrólitos 

como Na+, K+, Ca+, Mg+, Cl- e HCO3+ (Rocha et al., 2006 ; Sullivan et al., 

1998 ; Ubels et al., 1986 ; Sullivan & Hann, 1989).  

O filme lacrimal também é composto por lipídeos, produzidos pelas 

glândulas de meibomius. Os lipídeos compõem a barreira mais externa do filme 

lacrimal e são secretados por cerca de 30 a 40 glândulas de meibomius em 

cada pálpebra. São ésteres de colesterol, ésteres de ácidos graxos, 
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triacilgliceróis, colesterol, ácidos graxos, além de outros 25% lipídeos polares e 

não-polares ainda não identificados. As propriedades físico-químicas destas 

combinações de lipídeos e a temperatura dão a essa fração do filme lacrimal 

características de solidificação e fluidez que repercutem na sua função, desde 

a secreção, através dos ductos e formação da película sobre a camada muco- 

gelatinosa, até o contato entre as duas camadas (hidrofílica e hidrofóbica, 

respectivamente), aderência à pele palpebral, protegendo-a da contínua 

umidificação e redução da velocidade de evaporação do conteúdo aquoso do 

filme lacrimal (Driver & Lemp, 1996) . 

Em condições normais de concentração e distribuição de todos os 

componentes da lágrima, a formação do filme lacrimal estável recobrindo toda 

a SO é garantida pelo hidrodinâmico fechamento completo e periódico das 

pálpebras durante o piscar. O mecanismo de piscar garante a distribuição 

homogênea da lágrima pela SO e posterior drenagem para o sistema 

nasolacrimal propiciando a estabilidade do filme lacrimal e renovação de seus 

constituintes.  

A integração neuroanatômica localizada na SO, que leva à secreção e 

distribuição da lágrima é controlada por dois arcos reflexos mediados pelo 

nervo trigêmio. As vias aferentes de ambos os arcos reflexos estão localizadas 

nas terminações sensitivas do nervo trigêmio na superfície ocular e comandam 

respostas eferentes motoras para as pálpebras e secretórias para a GL através 

de raízes motoras e parassimpáticas do nervo facial, respectivamente (Tsubota 

& Nakamori, 1995). 

Diversas doenças podem acometer as GLs determinando diminuição da 

secreção, alterações de SO e manifestações de olho seco. Alterações auto-
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imunes como a Síndrome de Sjögren (Toda et al., 1999) , alterações de caráter 

indeterminado presentes em doenças crônicas como o diabetes (Ramos-

Remus et al., 1994) ;  (Seifart & Strempel, 1994) ; influências hormonais 

(Sullivan & Edwards, 1997)  e ainda processos fisiológicos relacionados ao 

envelhecimento (Bromberg & Welch, 1985); (Schein et al., 1997a)  figuram 

como principais mecanismos que acometem as GLs. 

 

1.2. Hormônios tireoidianos e seus receptores 

 

A glândula tireóide, localizada de cada lado anteriormente à traquéia e 

imediatamente abaixo da laringe, é uma das maiores glândulas endócrinas, 

normalmente pesando de 15 a 20 gramas no adulto. Secreta dois hormônios 

importantes, a tiroxina e a triiodotironina, chamados respectivamente de T4 e 

T3, que possuem um profundo efeito sobre a diferenciação, crescimento e 

metabolismo corporal  (Yen, 2001) . Os hormônios tireoidianos são os únicos 

compostos conhecidos com atividade biológica que contêm iodo e 

desempenham funções importantes  (Brent, 1994) .  

No adulto, os hormônios tireoidianos atuam para manter a homeostasia 

metabólica, afetando a função de praticamente todos os sistemas orgânicos. O 

metabolismo dos hormônios tireoidianos ocorre principalmente no fígado, 

embora possa também haver algum metabolismo local nos tecidos-alvo, tais 

como o cérebro. As concentrações séricas dos hormônios tireoidianos são 

reguladas com precisão pelo hormônio hipofisário, a tireotropina, em um 

sistema clássico de retroalimentação negativa. As ações predominantes do 

hormônio tireoidiano são mediadas pela sua ligação a receptores nucleares de 
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hormônios tireoidianos (RT) e pela modulação da transcrição de genes 

específicos  (Brent, 1994) . 

 A maior parte dos HTs circulantes está na forma do pró-hormônio 

tiroxina (T4), sendo que sua concentração é cerca de quarenta vezes maior 

que a do hormônio ativo 3,5,3’-triiodotironina (T3) (Yen, 2001). Para formar os 

hormônios tireoidianos (HT), as células da tireóide realizam o seqüestro de 

iodetos presentes no sangue, concentrando-os em até 30 vezes, sintetizam e 

secretam uma glicoproteína, com cerca de 660 kDa, chamada de 

tireoglobulina, cada uma contendo cerca de 70 aminoácidos tirosina que 

constituem os principais substratos que se combinam com o iodeto para formar 

T3 e T4. Embora T3 seja secretada pela tireóide, o metabolismo da T4 por 

monodesiodação seqüencial nos tecidos periféricos responde pela maior parte 

de T3 circulante. A remoção do iodo 5” ou do anel externo leva à formação de 

T3, constituindo a via metabólica ativadora. O principal local de conversão de 

T4 em T3  além da tireóide é o fígado. Por conseguinte, quando se administra 

T4 a pacientes hipotireoidianos, em doses que produzem concentrações 

plasmáticas normais de T4, a concentração plasmática de T3 também se 

normaliza (Braverman et al., 1970) . 

A maioria dos tecidos-alvo periféricos utiliza a T3 derivada do hormônio 

circulante. Em condições normais, cerca de 40% da T4 são convertidos em T3, 

38% são convertidos em T3 reversa e 21% são metabolizados por outras vias, 

tais como conjugação no fígado e excreção na bile. As razões para que T3 seja 

mais ativo que T4 são que os receptores celulares para hormônio tireoidiano 

têm cerca de 10 vezes mais afinidade por T3, e as proteínas sangüíneas ligam 

T4 mais fixamente que T3 (Baxter et al., 1979) . 
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A T3 regula a expressão gênica ao se ligar a receptores de HT de alta 

afinidade, sendo que o complexo hormônio-receptor se liga a elementos 

sinalizadores no núcleo das células de resposta específicos presentes nos 

promotores dos genes-alvo da T3, ativando ou reprimindo sua transcrição. Esta 

ação genômica possui um período de latência considerável, com resposta 

variando de horas até dias  (Bassett et al., 2003) .  

A maior parte do iodo orgânico está ligada a T4 (90 a 95%), enquanto a 

ligação a T3 representa uma fração relativamente mínima (cerca de 5%) 

(Bassett et al., 2003). 

O gene do Thrb gera, pelo uso de diferentes promotores, duas isoformas 

Thrb1, Thrb2 e Thrb3 que se diferenciam somente na porção N-terminal. Já o 

gene que codifica para o Thra gera duas isoformas através do splicing 

alternativo do pré-RNAm, Thra1 e Thra2 (Ribeiro et al., 1998). Thra1 e Thrb1 

são expressos em praticamente todos os tecidos que respondem aos 

hormônios tireoidianos, enquanto as outras isoformas exibem uma distribuição 

mais restrita. Thra1 é abundante nos músculos esqueléticos, gordura marron e 

no coração. Thrb1 é expresso em grande quantidade no fígado, rim e cérebro.  

O Thrb2 é expresso principalmente na glândula pituitária e em outras áreas do 

cérebro e Thrb3 em ratos é expresso no fígado, rim e pulmão (Williams,2000). 

A isoforma Thra2, devido à sua seqüência carboxiterminal alterada, não 

se liga ao HT e, portanto, não funciona como um receptor de HT constitui a 

isoforma mais abundante no cérebro (Strait et al., 1990) . A influência do Thrb 

já foi observada em anexos de pele como folículo piloso  (Billoni et al., 2000) .   

A deficiência de Thrb exibe um déficit permanente na função auditiva 

sendo este receptor um fator de transcrição essencial para o desenvolvimento 
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auditivo (Forrest et al., 1996). O camundongo Thrb knockout (ausência de 

expressão das isoformas b1 e b2) possui TSH elevado, níveis elevados de 

hormônios tireoidianos, bócio e surdez neurossensorial, portanto, com fenótipo 

idêntico ao observado em humanos com deleção do gene Thrb (Forrest et 

al.,1996). A síndrome de resistência ao hormônio tireoidiano (RHT) é 

caracterizada pela reduzida resposta dos tecidos-alvo ao hormônio tireoidiano 

(HT), apesar das elevadas concentrações séricas de T3 e T4 livres, associada 

a um TSH elevado. Existem características clínicas comumente encontradas na 

síndrome que são bócio, retardo do crescimento, níveis séricos elevados de T3 

e T4 livres, níveis normais ou discretamente elevados de TSH, o qual responde 

ao TRH e ausência dos sintomas comuns e das alterações metabólicas 

provocadas pelo excesso de HT. (Ribeiro et al.,1995). O bócio endêmico é a 

anormalidade mais comumente encontrada no exame físico, ocorrendo em 

85% dos casos da RHT e a taquicardia que ocorre em 90% dos indivíduos é 

causada pela ação do HT em níveis elevados no Thra (Refetoff, 1993). 

Algumas ações de T3 e T4 ocorrem rapidamente e não são afetadas por 

inibidores de transcrição ou da síntese protéica, sugerindo um mecanismo de 

ação não-genômico. Estas ações não-genômicas incluem regulação de canais 

iônicos, fosforilação oxidativa, transcrição de genes mitocondriais e envolvem a 

geração de mensageiros secundários, como AMP cíclico e cascatas de 

sinalização por proteínas-quinase  (Bassett et al., 2003) . 

 A síntese e secreção dos HTs são reguladas por um mecanismo de 

feedback negativo que envolve o eixo hipotálamo-hipófise-tireóide. O hormônio 

liberador da tireotropina (TRH) é um tripeptídeo, sintetizado no núcleo 

paraventricular do hipotálamo e transportado até a hipófise anterior, pelos 
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axônios presentes no sistema porta-hipotálamo-hipófise. O TRH se liga aos 

seus receptores nas células hipofisárias estimulando a síntese e a liberação de 

TSH pré-formado dos grânulos secretores e também estimula a síntese 

subseqüente das subunidades α e β do TSH. O hormônio estimulador da 

tireóide (TSH) é um hormônio glicoproteico com subunidades alfa e beta 

análogas às das gonadotropinas, produzido na hipófise anterior. A secreção de 

TSH é precisamente controlada pelo TRH, e pela concentração de hormônios 

tireoidianos livres na circulação.  

 O receptor de tireotropina (TSHR), presente nas células da tireóide, 

quando ligado ao TSH aumenta a secreção de T3 e T4, na medida em que 

estimula a transcrição e clivagem da molécula de tireoglobulina, aumenta a 

atividade da bomba de iodeto e também o tamanho, atividade e número das 

células tireóideas  (Davies, 2002) . 

  A tiroxina (T4) é útil no diagnóstico do hipertireoidismo e do 

hipotireoidismo. Nos casos de hipotireoidismo primário, ocorre a elevação do 

TSH e diminuição de T4, podendo T3 ainda permanecer em níveis normais. 

Apenas nos estados mais avançados da doença ocorrerá diminuição de T3 

(Liewendahl et al., 1987).  

A tiroxina livre (FT4) reflete o efeito metabólico do hormônio, sendo 

indicada para avaliação do hipertireoidismo e do hipotireoidismo, minimizando 

a influência das proteínas séricas. Torna-se, assim, mais valiosa do que a 

dosagem de T4 total, especialmente em grávidas ou em mulheres em uso de 

anticoncepcionais  (Liewendahl et al., 1987) . 

A concentração plasmática de T3 é a última a se alterar no 

hipotireoidismo, podendo ainda permanecer normal mesmo com TSH elevado 
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e T4 diminuído. Pode também estar diminuída nas doenças graves em geral, 

no uso de betabloqueadores ou corticóides  (Liewendahl et al., 1987) . 

A doença ocular mais comumente descrita ligada a disfunções da 

tireóide é uma desordem inflamatória e não infecciosa associada muitas vezes 

ao hipertireoidismo, chamada de oftalmopatia de Graves. Acomete seis vezes 

mais mulheres do que homens. O sinal clínico mais comum é a retração 

palpebral, podendo haver exoftalmo, além de compressão de nervos levando a 

diplopia, por acometimento dos nervos oculomotor, abducente e/ou troclear e 

perda de visão por acometimento do nervo óptico (Fatourechi et al., 1994) .  

Os HTs promovem proliferação celular, síntese protéica, produção de 

calor e metabolismo de lipídeos, entre outras ações. Isso se dá através da 

ligação com uma família de receptores tireoidianos (RT) localizados nos 

núcleos celulares que por sua vez se ligam ao DNA dos genes promotores da 

ação desses HTs  (Brent, 1994) .  

Estudos anteriores indicam que a deficiência prolongada de HT reduz o 

peso da GL, e que o tratamento com HT chega a modificar o dimorfismo sexual 

dessa glândula exócrina, aproximando aspectos histológicos de GL das fêmeas 

aos dos machos. Porém, não há informações se esses eventos ocorrem por 

ação direta dos HT, ou se há repercussão na secreção lacrimal ou superfície 

ocular (Hoffman et al., 1989). 

Além disso, esses eventos podem não estar limitados à GL, mas 

também afetar as glândulas de meibomius (GM) (produtoras de lípides para 

compor o filme lacrimal), uma vez que HTs atuam na regulação da secreção 

lipídica de anexos da pele (Goolamali et al., 1976; Campbell & Davis, 1990) . 

Apesar das ações dos hormônios tireoidianos (HT) sobre diferentes tecidos, 
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além das suas interações com outros hormônios, pouco se sabe sobre o seu 

papel na GL e na SO (Carriere, 1964  ; Boas & Bates, 1954) . 

 

1.3. Hipotireoidismo e estresse oxidativo 

 

 O hipotireoidismo é uma síndrome clínica relativamente comum que 

resulta em uma deficiência do hormônio tireoidiano e pode ser classificado em 

primário, secundário ou terciário. Primário quando há um defeito ou uma 

destruição da própria tireóide, como por exemplo, na atrofia tireoideana ou na 

tireoidite de Hashimoto, ambas de origem auto-imune. Secundário quando a 

causa é hipotalâmica ou hipofisária, ou seja, tem origem fora da glândula com 

repercussões nela (Woeber, 2000). Normalmente isso ocorre quando há 

diminuição da produção do Hormônio Estimulante da Tireóide (TSH), resultado 

de alterações na hipófise. Pode ainda, o hipotireoidismo, ser terciário, cuja 

origem é uma falha na secreção TRH no hipotálamo. 

Em caso de hipotireoidismo, a concentração plasmática de T4 total e/ou 

T4 livre estão diminuídas. A vantagem de fazer a dosagem de T4 livre é por se 

tratar de um método direto, rápido e preciso. O TSH, por sua vez, está alto, 

devido à falta do feedback (retrocontrole) dos hormônios produzidos pela 

glândula, já que eles estão baixos. Quando o defeito não está na hipófise, nem 

no hipotálamo (hipotireoidismo secundário), a estimulação da hipófise com o 

TRH tem uma pronta resposta na secreção de TSH, mas os hormônios 

tireoideanos não aumentam (hipotireoidismo primário).  

As causas do hipotireoidismo primário podem ser variadas, sendo que o 

seu tratamento consiste na reposição de T4. As principais etiologias para o 
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hipotireoidismo primário são: doença auto-imune de tireóide, também 

denominada de tireoidite de Hashimoto (caracterizada pela presença de auto-

anticorpos), deficiência de iodo, redução do tecido tireoidiano por iodo 

radioativo ou por cirurgia usada no tratamento de Doença de Graves ou do 

câncer de tireóide. Raramente a etiologia é devido à doença neoplásica ou 

infecciosa da tireóide  (Woeber, 2000) . 

No caso de níveis normais de T4 e aumento de TSH, sem sinais clínicos 

clássicos da doença, o diagnóstico de hipotireoidismo subclínico vem sendo 

empregado. A prevalência de hipotireoidismo subclínico varia com o estudo e 

com a população analisada, apresentando freqüência aumentada em mulheres, 

idosos e naqueles com ingesta de iodo muito elevada. Entre mecanismos 

sugeridos para o hipotireoidismo subclínico estão a resistência aos HTs, 

distúrbios de outros hormônios (adrenais, prolactina, etc.), interações 

medicamentosas e outras doenças  (Kek et al., 2003). 

 Como os HTs regulam o metabolismo oxidativo, a fisiopatologia das 

manifestações do hipotireoidismo pode envolver dano oxidativo nos tecidos-

alvo. Essa possibilidade é apontada em estudos que mostram aumento no 

estresse oxidativo em hipotireoideos  (Sarandol et al., 2005) . De uma forma 

paradoxal, em hipotireoidismo, uma diminuição na produção de radicais livres 

seria esperada por causa da supressão metabólica gerada pela diminuição nos 

níveis dos hormônios tireoidianos  (Paller, 1986) . 

Ainda que a confirmação laboratorial do hipotireoidismo e a distinção 

entre primário e secundário possam ser simples (i.e., observando níveis séricos 

de T4 e TSH e comparando aos valores normais), a avaliação do estresse 
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oxidativo nessas condições é feita idealmente em modelos animais, onde 

tecidos-alvo e status frente ao tratamento podem ser monitorados.   

Um radical livre é qualquer espéice que contém um ou mais elétrons não 

pareados, ou seja, elétrons livres ocupando um orbital atômico ou molecular 

(halliwell e whiteman 2004). Por serem os elétrons mais estáveis quando estão 

pareados nas orbitais, os radicais livres geralmente reagem com outras 

espécies (Halliwell,1989). 

Estresse oxidativo é convencionalmente definido como um desequilíbrio 

entre o estresse pró-oxidante e a defesa antioxidante. Contudo, recente 

evidência indica que o rompimento da sinalização redução-oxidação é um 

importante aspecto do estresse oxidativo, às vezes mais importante que o 

desequilíbrio (Halliwell,1989).  

As conseqüências do estresse oxidativo podem ser muito sutis ou muito 

sérias (incluindo dano oxidativo das biomoléculas, interrupção do sinal de 

transdução, mutação e morte celular) dependendo do balanço entre a geração 

de espécies reativas e a defesa antioxidante (halliwell,2004). 

O estresse oxidativo pode ser avaliado na medida de radicais livres, 

produtos de oxidação ou ainda da atividade de enzimas antioxidantes. Entre os 

marcadores biológicos mais comumente usados estão as dosagens de 

malonaldeído (MDA), glutationa reduzida (GSH) e peroxidase  (Halliwell, 2006).  

O MDA é um aldeído de cadeia curta, sendo um dos compostos 

medidos pela reação com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). A formação de 

malonaldeído ocorre pela decomposição dos hidroperóxidos lipídicos e sua 

concentração tem sido utilizada para estimar a intensidade de peroxidação 

lipídica em sistemas biológicos, células e tecidos (Bonnes & Guérin, 1992). 
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A peroxidação lipídica pode ser inibida por antioxidantes que 

interrompem a cadeia de peroxidação, interagindo com o oxigênio e fornecendo 

átomos de hidrogênio para o radical peroxila dos ácidos graxos, impedindo 

desta forma a reação em cadeia que se propaga nas membranas lipídicas 

(Tiidus & Houston, 1993) . 

Os efeitos gerais da peroxidação lipídica são a diminuição da fluidez da 

membrana, aumento da quebra de membrana e dano das proteínas de 

membrana, desse modo ocorre inativação de receptores, enzimas e canais de 

íon (Halliwell,2006). 

Como a maior parte de GSH reduzida compreende os grupos sulfidrila 

não protéicos, a quantificação de tióis solúveis em ácido é empregada na 

quantificação de níveis teciduais de GSH (Sedlak & Lindsay, 1968).   

 As peroxidases são oxiredutases, as quais usam H2O2como aceptor de 

elétrons para catalisar diferentes reações oxidativas. A sua medida atua como 

marcador biológico de estresse oxidativo  (Halliwell, 2006) . 

 Os antioxidantes provêm proteção contra o estresse oxidativo pela 

neutralização ou pela limpeza das espécies reativas ou ainda pela quebra das 

reações (Scandalios,2005). Os antioxidantes são divididos em enzimáticos e 

não enzimáticos; Os enzimáticos são:  

- superóxido dismutase (SOD): enzima responsável por dismutar o superóxido 

em peróxido de hidrogênio. Existem três tipos de SOD específicos: manganês 

SOD (MnSOD) encontrado na mitocôndria; extra-celular SOD (EC SOD) 

encontrado no extra-celular e o cobre-zinco SOD (CuSOD) encontrado no 

citosol celular. 
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- catalase e a glutationa peroxidase: responsáveis por degradar o peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio. 

 Os antioxidantes não-enzimáticos são a vitamina C e E, a glutationa 

(forma reduzida GSH) e o beta caroteno. A glutationa reduzida (GSH) é um 

antioxidante solúvel sintetizado endogenamente no fígado e é a primeira linha 

de defesa contra o estresse oxidativo pró-oxidante, combatendo os radicais 

livres e protegendo as células contra apoptose (Nicotera & Orrenius, 1986). 

Como a maior parte de GSH reduzida compreende os grupos sulfidrila 

não protéicos, a quantificação de tióis solúveis em ácido é empregada na 

quantificação de níveis teciduais de GSH (Sedlak & Lindsay, 1968).   

A transferrina, ceruloplasmina e a albumina também possuem papel 

antioxidante por seqüestrarem íons de metais de transição, como o ferro e o 

cobre, os quais reagem rapidamente com H2O2 para produzir o radical lilvre 

hidroxila altamente tóxico pela reação de Fenton (halliwell,1989). 

 Contudo, as espécies reativas nem sempre são prejudiciais. Elas 

ajudam os fagócitos a eliminarem microorganismos e a regularem eventos 

sinalizadores pela via redox (redução e oxidação) e dessa forma influenciar na 

fosforilação e desfosforilação de enzimas e fatores de transcrição 

(halliwell2006). 

O tratamento do hipotireoidismo consiste na reposição por via oral do 

hormônio tireoidiano deficitário. A terapia de reposição tende a eliminar os 

sintomas, sinais e anormalidades laboratoriais. A terapia com L-tiroxina 

sintética é a preferida e feita de forma contínua. Com sua meia-vida longa (6-7 

dias), resulta em concentrações plasmáticas de T4 estáveis, o que não atenua 

efeitos dos eventuais esquecimentos por parte do paciente. A adequação da 
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terapia é observada com avaliações clínicas e medidas da T4 livre e também 

do TSH  (Woeber, 2002) . 

Modelos animais para estudar o hipotireoidismo podem ser induzidos por 

manipulação genética, através da eliminação (knock-out) de receptores de HT, 

também de forma cirúrgica com a tireoidectomia ou com inibidores da captação 

de iodo (KClO4) ou medicamentos depressores da atividade hormonal 

tireoidiana (Hoffman et al., 1989; Miller & Panciera, 1994) .  

O tiamazol inibe a síntese dos hormônios tiroideanos, sendo assim 

eficaz no tratamento do hipertireoidismo e indução do hipotireoidismo em 

modelos animais. Essa droga não inativa T4 ou T3 que estão armazenadas na 

tireóide ou circulante no sangue nem interfere na eficácia de hormônios 

tireoidianos administrados por via oral ou parenteral (Andrade et al., 1992; 

Vargas et al., 1992).  

 

1.4. Olho seco 

 

O olho seco pode ser definido como uma síndrome onde ocorre 

alteração do filme lacrimal causada por deficiência na produção de lágrimas ou 

evaporação excessiva que causa dano à superfície ocular interpalpebral e se 

associa a sintomas de desconforto ocular  (Lemp, 1995) .  

Essa síndrome está associada a várias doenças bem distintas, porém os 

sinais clínicos não se correlacionam bem com os sintomas e os testes 

aplicados na prática clínica ainda apresentam limitações, principalmente em 

casos leves e moderados  (Lemp, 1995) . As alterações patológicas do olho 

seco são bastante variadas quanto à intensidade dos sinais e sintomas e das 
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suas relações com outras doenças e podem produzir danos à SO, aumento do 

risco de infecções e em alguns casos pode levar à importante redução da visão  

(Rocha et al., 2006) . 

Uma classificação estabelecida se refere ao mecanismo ser evaporativo, 

quando a causa predominante está relacionada à deficiência na produção da 

fração lipídica e/ou alterações palpebrais em contraponto à deficiência da 

fração aquosa, onde a característica dominante é a redução na produção da 

fração aquosa  (Lemp, 1995) . 

Estima-se que, nos EUA, entre 7 e 10 milhões de pessoas sofram de 

olho seco e que cerca de metade desses indivíduos teria mais de 65 anos 

(Schein et al., 1997b ; Sullivan & Sato, 1992) . Entre as doenças auto – imunes, 

a síndrome de Sjögren, que se associa ao olho seco – é a segunda mais 

comum afetando cerca de 1% da população geral, com um predomínio em 

mulheres de 9:1  (Sullivan & Sato, 1992) . Entre os indivíduos que procuram 

cuidados oculares no Canadá, mais de 20% queixam-se de olho seco e estima-

se que este quadro seja grave em 45 de cada 10 mil habitantes  (Caffery et al., 

1998) .  

A deficiência ou ausência do filme lacrimal pode afetar seriamente a SO, 

produzindo ressecamento epitelial, ulceração e perfuração corneana, 

predisposição a infecções e até cegueira  (Scherz & Dohlman, 1975)  (Sullivan 

et al., 1999) . Uma vez que não se conhecem, até o momento, tratamentos 

curativos para o olho seco, as estratégias se limitam à umidificação com 

lágrimas artificiais ou recursos para aumentar a retenção do filme lacrimal 

como oclusores do ponto de drenagem da lágrima ou óculos fechados para 

reduzir a evaporação. Em casos de olho seco grave, o uso de soro autólogo 
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vem sendo recomendado tanto para a síndrome de Sjögren como para a 

doença do enxerto versus hospedeiro (Tsubota et al., 2000); (Rocha et al., 

2000b). 

As causas de olho seco podem estar associadas a malformações 

genéticas, distúrbios nutricionais, disfunções do sistema endócrino, imune ou 

alterações neurológicas e podem ser potencializadas por agentes externos, 

como infecções e condições ambientais que reduzam a umidade do ar (Rocha 

et al., 2006).  

O papel de outros hormônios além dos tireoidianos na fisiopatologia das 

disfunções lacrimais e SO vêm sendo investigado  (Rocha et al., 1993) ; 

(Sullivan et al., 1998) ; (Toda et al., 1999; Rocha et al., 2000b), inclusive, com 

perspectivas de tratamento usando hormônios com andrógenos e estrógenos 

para promover a regularização de secreção lacrimal (Sullivan et al., 1999); 

(Akramian et al., 1998); (Esmaeli et al., 2000). 

Estudos epidemiológicos que podem orientar pesquisas experimentais e 

clínicas têm sido realizados na tentativa de delinear características 

populacionais e fatores de riscos associados aos sinais e sintomas de olho 

seco. A prevalência de olho seco é bastante variável dependendo do desenho 

do estudo e da população analisada (Schein et al., 1997a; Shimmura et al., 

1999; Lee et al., 2002). Alguns fatores de risco associam-se à maior ocorrência 

de sintomas de desconforto ocular relacionados ao olho seco como história de 

artrite reumatóide, tireiodopatia, diabetes, hábito de fumar, uso de lentes de 

contato e o uso de algumas medicações como antidepressivos, diuréticos, anti-

histamínicos  (Lemp, 1995 ; Schein et al., 1997b ; McCarty et al., 1998 ; Moss 

et al., 2000 ; Moss et al., 2004).   
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A deficiência lacrimal causa alteração epitelial da SO e cria um ambiente 

inflamatório onde células epiteliais e linfócitos são estimulados a produzir e 

secretar diversas citocinas. Níveis aumentados de citocinas no filme lacrimal, 

combinados à redução de promotores de crescimento como epidermal growth 

factor (EGF) e retinol, afetam a proliferação e diferenciação epitelial na SO e 

conseqüentemente induzem diminuição da atividade mitótica, expressão 

diminuída de moléculas de proteção como a mucina, diminuição de células 

caliciformes e aumento de células inflamatórias, com metaplasia e 

queratinização epitelial (Pflugfelder et al., 1997; Rocha et al., 1998; Pflugfelder 

et al., 1999 ;Solomon et al., 2001 ; Zoukhri & Kublin, 2001).  

A acetilcolina é o principal neurotransmissor estando presente em todas 

as terminações nervosas autonômicas pré-ganglionares (receptores 

nicotínicos), todas as terminações parassimpáticas e algumas terminações 

nervosas simpáticas pós ganglionares (receptores muscarínicos), junção 

neuromuscular (receptores nicotínicos) e em algumas sinapses do SNC. Sendo 

também o principal neurotransmissor responsável pelo estímulo da GL  (Dartt, 

2001) . Dessa forma, dosagens de acetilcolina nesse tecido têm ajudado a 

avaliar sua capacidade secretora (Rios et al., 2005)  . 

Do ponto de vista clínico, pacientes com alterações tireoidianas têm 

risco maior para desenvolver sinais e sintomas de olho seco, ainda que pelo 

menos em um estudo epidemiológico, em idosos não tenha observado essa 

relação (Williamson et al., 1967; Moss et al., 2000) . A associação entre 

disfunção lacrimal e doença tireoidiana sugere que a disfunção hormonal, 

relacionada ou não a um distúrbio imunológico, possa ser o desencadeante do 

olho seco. 
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 Assim, o olho seco secundário ao hipotireoidismo poderá estar 

relacionado com a diminuição da ação dos hormônios sobre a GL, a redução 

da ação de neurotransmissores sobre a GL, ao ambiente inflamatório das 

doenças auto-imunes relacionadas à tireoidopatias, ao aumento de espécies 

reativas de oxigênio nos tecidos ou à combinação de dois ou mais desses 

fatores (Clos et al., 1989; Coll et al., 1997; Eckstein et al., 2004; Sarandol et al., 

2005). 

A hipótese deste trabalho é de que os HTs atuem diretamente na GL, 

sua deficiência prolongada leva a alterações compatíveis ao olho seco e 

alterações da SO. Diante do exposto acima, é possível que os hormônios 

tireoidianos tenham efeitos diretos sobre os tecidos oculares, como, por 

exemplo, a conjuntiva e as glândulas de meibomius, como já foi observado 

para outros hormônios. Esses tecidos possuem receptores para o hormônio 

tireoidiano, portanto, aspectos histológicos e alterações bioquímicas indicam a 

possibilidade da ação direta do HT sobre esses tecidos-alvo através de 

receptor específico que poderia estar alterada no hipotireoidismo.   
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste estudo é avaliar as relações do hormônio 

tireoidiano e a sua deficiência sobre a glândula lacrimal e a superfície ocular. 

 

 Objetivos específicos 

 

2.1. Avaliar a presença do receptor para o HT (Thrb) em GL e tecidos oculares 

de ratos.  

2.2. Avaliar a expressão do Thrb em GL de ratos, em condições normais e de 

hipotireoidismo.  

2.3. Observar as alterações bioquímicas relacionadas ao estresse oxidativo 

e/ou de neurotransmissão da GL no hipotireoidismo. 

2.4. Analisar as alterações histológicas e do filme lacrimal com a supressão do 

hormônio tireoidiano. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais experimentais 

 

Ratos Wistar machos e fêmeas de 8 semanas foram obtidos da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto do Biotério Animal Central, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil. Os animais foram mantidos com dieta padrão e água ad 

libitum. Foi induzido o hipotireoidismo com tiamazol (Biolab Sanus, Taboão da 

Serra, São Paulo, Brasil) a 500 mg/l diluído na água do bebedouro durante 10 

semanas. Todos os procedimentos experimentais aderiram às orientações para 

pesquisas com animais da “Association of Research in Vision and 

Ophthalmology e foram aprovados pelo comitê de estudo com animais de 

experimentação da FMRP-USP. 

 Estudos comparativos entre os dois grupos foram avaliados após 10 

semanas com o uso diário de tiamazol, sob anestesia de éter etílico, após 

verificar se os reflexos corneanos e caudais tinham sido abolidos. 

 

Coleta de tecido 

 

O peso corpóreo foi medido no final do experimento, as glândulas 

lacrimais e tecidos oculares foram coletados, colocados em moldes submersos 

em gelo- seco diretamente fixado em OCT-tissue tek (Sakura Fine Tek Inc., 

Torrance, CA, USA) e congelados em nitrogênio líquido.  

As glândulas lacrimais exoftálmicas foram homogeneizadas em solução- 

tampão (50mM tris HCl  – pH: 7,5, 50mM NaCl, 0,1% triton e inibidor de 
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protease coquetel III (calbiochem), a sonicação foi feita com o uso do politron 

(Virsonic, Biopharma, Winchester, UK).  

As amostras foram congeladas a -80 ºC até a realização dos 

procedimentos experimentais. 

 

3.2. Teste de Schirmer e Citologia de Impressão 

 

A secreção lacrimal foi medida do olho direito dos ratos de ambos os 

grupos, sob anestesia com éter, usando um teste de Schirmer modificado 

(Ophthalmos, São Paulo, Brasil), a 1 mm de largura e 20 mm de comprimento 

do papel do teste de Schirmer no fundo de saco de olho por 5 minutos, 

verificando o volume lacrimal dos ratos de ambos os grupos. Esse é um teste 

quantitativo da secreção das glândulas lacrimais que avalia diretamente a 

deficiência da camada aquosa da lágrima  (Barabino & Dana, 2004) . 

As amostras de células do epitélio corneano foram obtidas através da 

citologia de impressão, teste laboratorial que permite a avaliação quantitativa 

do número de células caliciformes da conjuntiva e permite o estudo qualitativo 

da metaplasia epitelial. As amostras foram coletadas da mesma área 

(temporal) usando papel de filtro 0,45 µm (Millipore, Billerica, MA, USA), após 

anestesia e transferidas para cassetes onde foram fixadas com etanol 70%, 

ácido acético glacial e formaldeído por 10 minutos. Em seguida, as amostras 

foram reidratadas em etanol 70% por 2 minutos, imersas em ácido periódico a 

0,5% por 5 minutos e em água destilada por 2 minutos. Foi preparada uma 

solução de reagente de Schiff na proporção 1:3 com água destilada onde as 

amostras ficaram imersas por 5 minutos. As amostras ficaram em solução de 



 26 

metabissulfito de sódio a 0,5% por 2 minutos, lavadas em água de torneira e 

então coradas com hematoxilina de Harris durante 1 minuto. As amostras 

foram desidratadas em etanol e em seguida em xilol (processo de 

diafanização). Os papéis de filtro foram retirados dos cassetes e transferidos 

para lâminas que foram identificadas, montadas com Permount (Fisher) e 

cobertas com uma lamínula como proteção.  

O grau de metaplasia escamosa avalia o estado da superfície ocular 

correlacionando-o com a sua gravidade e/ou cronicidade da deficiência 

lacrimal. Entre seus achados citológicos estão: diminuição da densidade de 

células caliciformes, aumento no tamanho e volume das células epiteliais não 

secretoras, aumento na estratificação celular, alterações metacromáticas na 

coloração citoplasmática, separação intercelular, alterações morfológicas no 

núcleo, aumento da relação núcleo citoplasmático das células epiteliais e 

aparecimento de queratinização. Estágios do epitélio foram avaliados de 

acordo com a classificação das células epiteliais em 4 estágios: estágio 0 

(morfologia normal) a estágio 3 (metaplasia escamosa) (Barros et al., 2001). 

 

3.3. Análise de tiroxina 

 

 Tiroxina (T4) total e livre foram medidas através de imunoensaio em 

amostras sangüíneas dos animais de ambos os grupos e reveladas por 

quimioluminescência com o Immulite 2000, de acordo com o protocolo 

fornecido pelo fabricante (Diagnostic Product Corpoation, Los Angels, CA, 

EUA). 
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A dosagem de T4 livre corresponde a um imunoensaio competitivo, 

quimioluminescente em fase sólida com análogo de T4. Os ciclos de incubação 

são de 2 de 30 minutos. É um teste direto na medida em que os resultados não 

são calculados em função dos valores de T4 total, mas por interpolação na 

curva de calibração armazenada, executada a partir de padrões com 

concentração de T4 livre conhecida. Isso ocorre porque a afinidade do 

anticorpo utilizado para T4 é semelhante à afinidade da albumina por T4, 

evitando assim deslocamento de T4 das proteínas onde se encontra ligado, 

para se ligar a esse anticorpo. O ensaio ocorre em condições fisiológicas de 

temperatura, pH e força iônica. 

 As pérolas de T4 livre são revestidas com anticorpo monoclonal de 

rato anti-T4. Os reagentes de T4 livre são líquidos. O primeiro e segundo 

reagentes consistem em T4 análogo ligado a marcador em tampão, com 

conservante. O terceiro reagente é constituído por fosfatase alcalina (de 

intestino de vitela) conjugado a antiligante em tampão, com conservante. 

 A dosagem de T4 total é também um imunoensaio competitivo de fase 

sólida de enzimas quimioluminescentes. O ciclo de incubação é de 30 minutos. 

As pérolas de T4 total são revestidas com anticorpo monoclonal de rato anti-

T4. Os reagentes de T4 total são fosfatase alcalina (de intestino de vitela) 

conjugados com T4 e conservante.  

 Esse ensaio permitiu comparar as concentrações de T4 total e livre 

entre os dois grupos e assim confirmar a indução de hipotireoidismo com 

tiamazol.  
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3.4. Análises histológicas das glândulas de meibomius  

 

Lâminas de parafina a partir da 10º a 14º secções do globo ocular com 

pálpebras de ambos os grupos foram submetidas à coloração por hematoxilina 

e eosina (5 amostras por animal, n = 5/grupo). As lâminas foram lavadas em 

água corrente por 3 min e em água destilada, coradas em hematoxilina durante 

1 min, lavadas novamente durante 3 minutos, coradas com eosina por 2 min e 

eosina floxina por 1 min. As lâminas foram desidratadas em etanol, 

diafanizadas em xilol e a montagem foi feita com Permount em lâmina de 

microscopia.   

 

3.5. Ensaios de acetilcolina e peroxidase na GL 

 

  Acetilcolina (Ach) e peroxidase foram medidas usando o 

“acetylcholine assay kit” (Amplex Red; Molecular Probes) com o propósito de 

comparar quantidades de neurotransmissores-chave e enzimas relacionadas 

com estresse oxidativo na GL de ambos os grupos (n=5/grupo), como 

previamente descrito  (Zoukhri & Kublin, 2001) .  

Para medir a Ach, 200 µg de proteínas do homogeneizado de tecido 

foram preparados em duplicata em placas com 96 poços. Uma curva-padrão de 

Ach foi traçada em cada experimento utilizando 100 mM de solução estoque de 

Ach em solução-tampão 1x produzindo uma concentração variável de 0 a 

100uM.  Foi preparada como controle negativo uma solução-tampão 1% sem 

Ach. E como controle positivo foi utilizado H2O2 a 20mM em 10uM de solução- 

tampão.  Em cada poço foram adicionados 0,1ml de solução-tampão (50 mM 
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de Tris-HCl, pH 7.5) e 0,2M do reagente Amplex Red, 2 U/ml de peroxidase, 

0,2 U/ml de colina oxidase e 10 U/ml de  acetil colinesterase. A reação foi 

incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Após a 

incubação, a absorbância foi determinada em espectrofotômetro (Beckman, DU 

640, USA) usando um comprimento de onda de 590 nm. 

 Para o ensaio de peroxidase, comparando os dois grupos, foi 

preparada uma curva de calibração de 0,05mM, 0,1mM, 0,2mM e 0,4mM de 

peróxido de hidrogênio. O volume foi completado para 100 µl com tampão Tris-

HCl a 50mM e pH:8,0. 

Foi feita uma dosagem de proteínas do homogeneizado de glândula 

lacrimal, pelo método de Bradford, normalizando as concentrações das 

amostras com 40 µg de proteínas de cada amostra. 

Foi preparado o reagente Amplex com 200 µl do amplex Red, 200 µl de 

H2O2 diluído em tampão Tris-HCl a 50mM e pH: 8,0 sob proteção da luz. Em 

seguida, foram adicionados 100 µl do reagente Amplex em cada amostra, a 

leitura foi feita logo em seguida e após 30 min de incubação em 

espectrofotômetro a 530 nm (Molecular Devices 250). Foi preparado um 

controle positivo com H2O2, tampão e reagente Amplex e como controle 

negativo foi usado tampão e reagente Amplex, sem H2O2. 

 A atividade de peroxidase de cada amostra foi obtida, comparando a 

absorbância com o dado da curva-padrão com concentração conhecida no 

mesmo momento. As comparações foram feitas entre os grupos com 30 

minutos de incubação  (Stoppiglia et al., 2002) .     
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3.6. Peroxidação lipídica e níveis de GSH 

 

A peroxidação lipídica foi determinada por estimar a presença de 

malonaldeído usando o teste do ácido tiobarbitúrico. Após a normalização dos 

níveis de proteínas do homogeneizado de GL de ambos os grupos, as 

amostras foram desproteinizadas com 20% de ácido tricloroacético, agitadas 

por 30 min, centrifugadas a 3000 rpm. O sobrenadante foi exposto a 0,7% do 

ácido tiobarbitúrico e aquecido por 95º C por 45 min, e após esfriar a 

absorbância foi lida em 530 nm em espectrofotômetro Spectra Max 250  

(Esterbauer & Cheeseman, 1990) . 

Para o ensaio de GSH foi preparada uma curva de calibração de 25 

µmol, 50 µmol, 100 µmol de padrão GSH nos quais foram adicionados EDTA. 

Em seguida foram adicionados em cada tubo 2 ml de tampão Tris HCl a 0,4M e 

pH: 8,9 e 50uL de dodecil ditio 5-(ácido 2 nitrobenzóico). Após a incubação por 

5 minutos, a absorbância foi lida a 412 nm no espectrofotômetro (Beckman, DU 

640, EUA). 

 

3.7. Avaliação da expressão de Thrb1 na superfície ocular e na glândula 

lacrimal  

 

Foi realizado o western blot para avaliar a expressão de Thrb em lisados 

de células da GL obtidas de ratos de ambos os grupos.  
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

Géis de poliacrilamida foram preparados em duas fases. A fase de 

empilhamento foi disposta superiormente, contendo 4,2 ml de água 

desionizada, 1,25 ml de poliacrilamida a 40%, 25 µl de Temed, 270 µl de APS a 

10% e 5,6 ml de solução-tampão de empilhamento com pH de 6,7 composta de 

EDTA a 4mM, SDS a 10%, 50 mM de Trisma base, diluídos em água 

desionizada completando 1 litro. A fase de resolução, disposta inferiormente, 

composta de acrilamida nas concentrações de 10%, 1,9 ml de água 

desionisada, 1,8 ml de glicerol, 4,2 ml de acrilamida 40%, Temed e APS nos 

volumes descritos acima e 9 ml da solução-tampão de resolução com pH de 

8,9 composta de EDTA a 4mM, SDS a 2%, 750 mM de Trisma base e água 

desionizada para completar  2 litros. 

Alíquotas com concentrações protéicas semelhantes, quantificadas pelo 

teste de Bradford foram aplicadas nos géis SDS-PAGE em aparelho minigel 

(Miniprotean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA) em paralelo com 

marcadores de pesos moleculares conhecidos (BioRad, Hercules, CA, EUA) 

em tampão de corrida composto por 200mM de Trisma base, 1,52 mM de 

glicina, 7,18 mM de EDTA, SDS a 0,4%, diluídos em água desionizada. Foram 

adicionados ainda 50 µl de beta-mercapto-etanol (BioRad, Hercules, CA, EUA) 

para aumentar a permeabilidade das proteínas de alto peso molecular. A 

voltagem, inicialmente de 20 volts, foi sistematicamente ajustada para 100 volts 

à medida que as amostras passavam da fase de empilhamento para a fase de 

resolução, segundo o método já descrito  (Carvalho et al., 1996).  
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Transferência e immunoblotting 

 

Após a separação por eletroforese, as proteínas isoladas foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham 

Biosciences, Freiburg, Alemanha), realizada durante 120 minutos a 120 v em 

aparelho miniaturizado de transferência (BioRad  Laboratories, Richmond, CA, 

EUA) em solução de transferência composta por 25 mM de Trisma base, 192 

mM de glicina, metanol a 20%, SDS a 0,02% e água desionizada completando  

o volume de 2 litros, conforme descrito anteriormente (Carvalho et al., 1996) . 

As membranas foram então incubadas por duas horas em solução bloqueadora 

de soro-albumina bovina (BSA) 3%, para diminuir as ligações inespecíficas das 

proteínas contendo 0,3 g de BSA, 2 mg de azida sódica, Tris a 10mM, NaCl a 

150 mM e Tween 20 a 0,02% em 10 ml de água desionizada. Após o bloqueio, 

as membranas foram então incubadas overnight usando o anticorpo policlonal 

de coelho anti-Thrb1 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) numa 

concentração de 0,4 µg/µl em um tampão com 3% de soro de albumina bovina 

(BSA), e então lavadas três vezes como descrito acima. Os blots foram então 

incubados com fosfatase e revelados com DAB (Amersham, Buckinghamshire, 

UK). Membranas foram escaneadas, convertidas para imagens digitais e 

analisadas pelo Scion Image Análises Software (Scion Corp, Frederick, MD, 

USA).    
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3.8. Localização imunoistoquímica de Thrb1 na GL, conjuntiva e córnea 

de ratos 

 

A expressão de Thrb1 foi avaliada na GL, conjuntiva e córnea de ratos 

através da imunoistoquímica. As amostras de tecido congeladas (i.e., glândulas 

lacrimais e globo ocular de ratos) foram colocadas em formas e embebidas em 

OCT-tissue tek (Miles, Elkhart, IN), resfriadas a -20 ºC, seccionadas na 

espessura de 6µm (Microm HM 505 E, Carl Zess Inc., NY) e, em seguida, 

transferidas para lâminas de microscopia (Perfecta, São Paulo, SP, Brasil), 

previamente tratadas com polilisina – L (Sigma, St. Louis, MO).  

Essas secções foram fixadas em acetona por 5 min a -20 ºC, depois 

incubadas com H2O2 a 0,1% por 5 minutos, lavadas em solução-tampão 

fosfato, contendo 50mM de fosfato de sódio, 150mM de cloreto de sódio, com 

pH ajustado para 7,3. Em seguida foram processadas para imunoistoquímica 

como previamente descrito (Rocha et al., 2000b) . Em resumo, as secções 

foram então expostas a soro de ovelha a 2% por 20 minutos a 4ºC (Vector, 

Burlingame, CA, USA), a fim de bloquear ligações específicas. Em seguida, 

anticorpos policlonais de coelho anti-Thrb1 (Santa Cruz Biotechnologies) numa 

concentração de 4 µg/µl em solução-tampão de fosfato e albumina bovina a 1% 

(Gibco BRL, USA) foram colocados sobre as lâminas e mantidos em câmara 

úmida a 4 ºC por 4 horas. 

Após lavar com solução-tampão de fosfato, as secções foram incubadas 

com anticorpo biotinizado de ovelha anti-IgG de coelho (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) e depois de 35 minutos foram novamente lavadas com 

solução-tampão de fosfato.  O reagente complexo avidina-biotina (ABC) (Vector 
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Laboratories, Burlingame, CA) foi colocado e após 40 minutos de incubação, 

seguiu-se nova lavagem com solução-tampão de fosfato, e por fim, as secções 

foram expostas por 5 minutos a uma solução reveladora contendo 

diaminobenzidina (DAB) e H2O2 (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Depois 

disso, as secções foram contracoradas com hematoxilina de Harris (Sigma, St. 

Louis, MO), cobertas com Permount (Fisher) e em seguida com uma lamínula 

de vidro. A documentação fotográfica foi feita usando Nikon Eclipse E 800 

(Nikon USA, Melville, NY). 

 

3.9. Análise estatística 

 

Os resultados numéricos foram expressos com a média, seguida do 

erro-padrão médio (média ± E. P. M). Comparações foram feitas usando o teste 

“Mann-Whitney U” para dados contínuos (Statview software, Abacus, CA USA) 

e teste de Fisher para dados categóricos (Graphpad 3.0 software, Prisma, São 

Diego, CA, USA). Valores densitométricos foram expressos em porcentagem 

da média dos valores obtidos para o grupo controle, os quais foram definidos 

como 100% em cada ensaio experimental. O nível de significância usado foi 

P<0,05.  
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4. RESULTADOS 

 

O peso corpóreo, peso da glândula lacrimal, teste de schirmer e 

concentração plasmática de T4 (i.e, total e livre) foram mais baixos nos grupos 

hipotireoideos.   

 

 
 
Tabela 1. Comparação dos parâmetros estruturais e bioquímicos de GL entre ratos 

hipotireoideos e controles. Dados são relatados em média ± EPM. (* P<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 
 

Hipotireoideo P 

Peso Corpóreo (g) * 555±17,8 
 

284±8,9 < 0, 0001 

Peso da GL (mg)* 65±5,8 26±3,1 
 

< 0, 0001 

PGL/PC 123,9±14,1 
 

91,9±13,9 
 
 

0,1437 
 

T4 total (ng/dl)* 3,11±0,16 <1,00±0, 001 
 

0, 0003 

T4 livre (ng/dl)* 2,03±0,14 <0,31±0,01 
 

0, 0003 
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Animais controles e hipotireoideos apresentaram o conteúdo na GL, 

similares de MDA (P=0,7), contudo, GSH foi significativamente mais alto (P=0, 

008), Ach e peroxidase foram significativamente mais baixos no grupo 

hipotireoideo (P= 0,01 e 0, 008, respectivamente, “Mann-Whitney U”)  

 

 

       Figura 1. Análise de MDA (nmol/g) (A), atividade de peroxidase (%) (B), GSH (µM/g) (C), e      

Ach (D) em homogeneizado de GL de ratos controles e hipotireoideos (n=5-8/grupo). Análises 

espectrofotométricas foram feitas e comparadas a padrões. *P<0,05 (teste “Mann-Whitney U”).  

 

 

 

A. 

B. 

C. 

D. 
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A avaliação estrutural dos cortes das GMs corados pela hematoxilina/ 

eosina não revelou diferenças significativas na sua área ou estrutura.  

 

 
 
                                       

                                                
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
         

                                   
 
 
Figura 2. Foto representativa ilustrando a similaridade das glândulas de meibomius (GM) em 

ratos controles (A) e hipotireoideos (B). Lâminas foram excisadas, congeladas, fixadas e 

coradas com HE. Imagens digitais obtidas de cortes da região central das GMs que foram 

comparadas entre os grupos (100x).   

 
 
 

A 

 B 
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  Através da citologia de impressão do epitélio corneano observamos um 

alto nível de alteração epitelial celular, mas sem queratinização metaplásica no 

grupo hipotireoideo (P= 0,002, teste de Fisher).   

 

 

      
 
 
 
Figura 3. Representação microfotográfica de citologia de impressão de córnea de ratos 

controles (A) e hipotireoideos (B) (n=8/grupo). Estágios de 0 a 3 foram atribuídos para cada 

amostra de maneira mascarada, considerando o  formato de célula, tamanho do núcleo e 

presença de muco. Dados diferem significativamente entre ratos hipotireoideos e controles (P= 

0,002; Teste de Fisher). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A B 
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A expressão de relação entre o receptor Thrb e a proteína estrutural de 

célula, a tubulina, foi detectada em GL de ratos e o aumento da expressão de 

Thrb1 foi detectado em homogeneizados de GL de animais hipotireoideos 

comparados aos controles (n=5 por grupo) (P=0, 001). Esses resultados foram 

confirmados em três experimentos independentes. 

 

 
 

 

Figura 4. Efeito do hipotireoidismo na expressão de Thrb em GL. Após 10 semanas de 

tratamento com tiamazol, GLs foram extraídas, homogeneizadas (n=5 animais por grupo) e 

analisadas por western blot usando um anticorpo anti-Thrb1. Valores foram relatados como 

significativos ± EPM. Valores obtidos do grupo controle foram definidos com 100%, e valores 

obtidos de animais hipotireoideos foram expressos como uma porcentagem deste valor. 
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As imagens obtidas pela imunoistoquímica demonstraram a expressão 

de Thrb no núcleo de células acinares e ductos de GL. Houve uma maior 

expressão de Thrb1 nas GLs do grupo hipotireoideo. 

 

                                                                                                                                 

 
 
 

Figura 5. Representação imunoistoquímica de GL de ratos machos. (A) A coloração demonstra 

Thrb1 no núcleo de células acinares e ductos de GL de ratos controles, (B) de ratos 

hipotireoideos. (C) Controle negativo apenas a presença de background. As micrografias são 

representativas de três experimentos independentes com 5 animais cada.   
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  A expressão de Thrb também foi observada no epitélio da conjuntiva, 

com alta densidade nas camadas basais. 

  

                                                                                                                        

  

 

Figura 6. Representação imunoistoquímica demonstrando Thrb1 na conjuntiva de ratos 

controles (A), ratos hipotireoideos (B) e controle negativo (C). As micrografias são 

representativas de três experimentos independentes com 5 animais cada.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Como sugerido previamente, o nosso estudo confirma que o HT regula a 

estrutura e função da GL e a supressão de HT, como ocorre no hipotireoidismo 

pode predispor à síndrome do olho seco e a um desarranjo na SO. O presente 

estudo demonstra a presença de Thrb1, predominantemente no núcleo de 

células epiteliais acinares de GL, córnea e conjuntiva. A alta expressão de 

Thrb1 em GL de hipotireoideos indica que esta estrutura é tecido-alvo para o 

HT, como já observado para outros hormônios, previamente investigados 

(Rocha et al., 2000a; Rocha et al., 2000b) . 

Após 10 semanas, com a deficiência do HT, ocorre maior expressão de 

Thrb1 em GL. Em contrapartida, após 10-16 dias de castração ou 

hipofisectomia de ratos machos para reduzir a expressão do receptor 

andrógeno na GL, e após 4 semanas de diabetes mellitus há uma redução na 

ativação, sem aumento na expressão do receptor de insulina (RI) (Rocha et al., 

1993; Rocha et al., 2000a) . As diferenças relacionadas a receptores de 

diferentes hormônios na GL e a deficiência desses hormônios podem ser 

devido a vários fatores, incluindo período da doença e resposta específica do 

tecido para cada privação hormonal.  

 O nosso estudo revela que o hipotireoidismo tem impacto na secreção 

lacrimal e células epiteliais da córnea, confirmando estudos epidemiológicos, 

clínicos e experimentais no hipotireoidismo e síndrome do olho seco (Hoffman 

et al., 1989; Moss et al., 2000) .  

Em estudos clínicos, os danos auto-imunes da GL e da glândula tireóide 

estão associados, sugerindo que o processo inflamatório seja a causa da 
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disfunção lacrimal, contudo um efeito sinérgico combinando a disfunção do 

filme lacrimal devido à inflamação e baixa estimulação do HT para glândulas 

exócrinas e tecidos epiteliais da superfície ocular é também uma hipótese 

clínica considerável. Uma vez que tanto no trabalho atual como em estudos 

experimentais anteriores, a supressão do HT foi o modelo adotado, havendo 

alteração funcional, sem nenhuma infiltração de linfócitos na GL, superfície 

ocular ou GM (Hoffman et al., 1989; Coll et al., 1997; Moss et al., 2000) . 

O hipotireoidismo é uma doença que tem grande impacto sobre o 

metabolismo basal nos tecidos. Em estudos anteriores sugeriu-se que os 

hormônios tireoidianos estão associados com o estado oxidante e antioxidante 

do organismo e que o hipotireoidismo está acompanhado do aumento do 

estresse oxidativo (Sarandol,2005). 

Um mecanismo testado aqui para esclarecer a fisiopatologia das 

mudanças na GL foi de acúmulo de espécies reativas de oxigênio. Observamos 

altos níveis de GSH sugerindo que a GL está respondendo a um dano oxidativo 

podendo ter um papel no olho seco, relacionado ao hipotireoidismo como 

observado em outros órgãos (Sarandol et al., 2005) .  

O MDA apresentou maior expressão em GL de hipotireoideos, mas 

houve uma grande variação nos valores os quais não foram observados nem 

em outros tecidos nem em GLs de outros modelos animais. Embora esta 

tendência possa confirmar nossa hipótese, isto também sugere uma limitação 

deste método no modelo presente, como marcador de oxidação lipídica.  

Além disso, a redução nos níveis de Ach na GL do grupo hipotireoideo 

indica que o mecanismo de doença é complexo, multifatorial e pode envolver 

redução nos impulsos neurais, sugerindo danos neurotróficos que contribuem 
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para a redução da secreção lacrimal nesta condição. Uma hipótese similar foi 

confirmada para os mecanismos bioquímicos relacionados a esse mesmo 

neurotransmissor em sistema nervoso central de ratos  (Clos et al., 1989) . 

Estudos prévios indicaram que o hipotireoidismo reduziu o tamanho das 

glândulas de Harderian, responsáveis pela secreção lacrimal em roedores e 

que o HT pode mudar o dimorfismo sexual daquelas glândulas (Hoffman et al., 

1989), (Miller & Panciera, 1994) . Essa diminuição também ocorreu em nosso 

estudo com as GLs, mais especificamente as GLs extra-orbitárias, e esse 

evento pode ser por diminuição do estímulo neurotrófico, redução do estímulo 

hormonal direto sobre a GL, ou ainda a combinação desses com outros fatores.  

 As observações de dimorfismo sexual e sua alteração na GL, 

relacionados com supressão do HT não foram confirmadas comparando a 

estrutura de GL de ratos hipotireoideos do sexo feminino e masculino; ou a 

expressão de Thrb1 na GL de machos e fêmeas normais de mesma idade 

(Sullivan et al., 1998; Rocha et al., 2002) .  

Futuros estudos são necessários para determinar se os efeitos dos 

hormônios sexuais são alterados nos tecidos na vigência de outro distúrbio 

hormonal, como o hipotireoidismo ou o diabetes mellitus.  

Em resumo, nosso estudo aponta relações entre o hipotireoidismo e a 

expressão do Thrb1 em GL, mostra a expressão desse receptor hormonal em 

outros tecidos da superfície ocular e sugere que alterações bioquímicas e 

funcionais observadas no tratamento, em direção ao olho seco, podem ser 

direta e localmente causadas por essa hipofunção hormonal. O 

aprofundamento desse conhecimento pode permitir identificar mecanismos 

específicos de doença no olho seco e até potenciais medidas terapêuticas.  
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6. CONCLUSÕES 

 

6.1. O receptor Thrb1 está presente na GLs, córnea e conjuntiva de 

ratos.  

6.2. O receptor Thrb1 apresentou uma maior expressão nas GL do grupo 

de ratos hipotireoideos. 

6.3. O hipotireoidismo levou a diminuição significativa de marcadores de 

estresse oxidativo peroxidase e do neurotransmissor Ach em GL e aumento 

significativo de GSH.  

6.4. O hipotireoidismo reduziu o peso da GL, alterou o epitélio da SO e 

levou à diminuição da produção lacrimal.  

 

De forma geral, este estudo conclui que GL e SO são tecidos-alvo para o 

hormônio tireoidiano e que o hipotireoidismo induz alterações compatíveis com 

olho seco.  
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7. SUMMARY 
 

 

 Hormone diseases induce alterations in lacrimal gland (LG) and ocular 

surface (OS). Thyroid hormone (TH) induces cell proliferation and lipid 

metabolism through activation of thyroid hormone receptors. The aim of the 

present work was to evaluate the location and comparative expression of 

thyroid hormone receptor ß-1 (Thbr1) in LG of rats with hypothyroidism and 

controls and the impact of this disease in LG and OS structure and function.  

Hypothyroidism was induced in Wistar male rats with chronic use of tiamazole. 

Ten weeks later corneal cells were collected for impression cytology (IC). Rats 

were euthanized and tissues evaluated by immunoperoxidase and western blot 

for Thrb1. The content of malondialdehyde (MDA) and Acetylcholine (Ach) in 

LG were determined by spectrophotometry (n=5/group in all experiments).  

Body weight and LG weight was significantly lower in hypothyroid rats (P<0.05). 

Western blot indicated that LG express Thrb1 and that hypothyroidism induce 

higher expression of this receptor. The immunohistochemistry shows the 

presence of de Thrb1 in the nuclei  of acinar and ductal cells of control and 

hypothyroid GL. IC significantly difference and Ach was significantly lower in 

hypothyroid rats (P<0.05). Chronic reduced levels of TH lead to biochemical 

and structural alterations and modulate the levels of Thrb1 in LG. These events 

confirm that LG is a target organ for TH and may help to understand the 

mechanism related to dry eye in hypothyroidism.  
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