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RESUMO

Doencas hormonais induzem alteragdes na glandula lacrimal (GL) e
superficie ocular (SO). Hormébnios tireoidianos (HT) induzem proliferacao
celular e metabolismo de lipideos através da ativacdo dos receptores dos
hormonios tireoidianos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a localizacao e
comparar a expressao do receptor do hormdnio tireoidiano B-1 (Thrb1) em GL
de ratos com hipotireoidismo e controles e o impacto desta doenca na estrutura
e funcdo da GL e SO. O hipotireoidismo foi induzido em ratos Wistar machos
com uso crbnico de tiamazol. Ap6s dez semanas, células da cérnea foram
colhidas para citologia de impressdo (Cl). Os ratos foram submetidos a
eutanasia e tecidos avaliados por imunoperoxidase e western blot para Thrb1.
A quantidade de malonaldeido (MDA) e acetilcolina (Ach) na GL foi
determinada por espectrofotometria (n=5/grupo em todos experimentos). O
peso corporeo 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 expressao deste receptor. A Cl apresentou
metaplasia significativa e Ach foi significativamente mais baixa em ratos
hipotireoideos (P<0,05). A imunoistoquimica demonstrou a presenca de Thrb1
no nucleo de células acinares e ductos da GL dos grupos controle e
hipotireoideo. Redugdes crénicas nos niveis de HT induziram alteragdes
bioquimicas e estruturais e modularam a expressao niveis de Thrb na GL.
Esses achados confirmam que a GL é tecido-alvo para HT e podem ajudar a
entender 0s mecanismos relacionados a olho seco observado no

hipotireoidismo.
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1. INTRODUCAO

A glandula lacrimal (GL) e a superficie ocular (SO) sao alvos da acao de
diversos horménios (Sullivan D, et al. 1998). Em estudos anteriores se
observou que os horménios sexuais e a insulina possuem acao local nesses
tecidos por meio de receptores especificos e que existe uma correlagéo entre
os niveis desses hormbnios e aspectos morfoldégicos e funcionais da GL
(Sullivan DA, 1998; Cunha DA, 2005). Por outro lado, apesar de evidéncias
epidemioldgicas e experimentais da influéncia dos horménios 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. Superficie ocular e glandula lacrimal

A SO compreende anatomicamente a mucosa margeada pelas bordas
palpebrais estendendo-se da conjuntiva tarsal a superficie anterior do globo
ocular, composta pela conjuntiva bulbar, limbo e cérnea (Nelson, 1982).
Histologicamente, a superficie ocular € composta por epitélio estratificado nao
queratinizado da conjuntiva e da cérnea. Estas células encontram-se
firmemente aderidas umas as outras, apresentam distribuicdo uniforme em
camadas e caracteristicas proprias e do tecido de sustentacao subjacente que
variam conforme cada regiao (Tseng & Tsubota, 1997) .

As GLs atuam carreando além de agua, nutrientes e eletrdlitos utilizados
para umidificar e manter o metabolismo da SO, o que é fundamental para que

se obtenha uma 6tima qualidade éptica da imagem e vitalidade da cérnea



(Rieger, 1992; Goto et al., 2002; Huang et al., 2002). A lagrima também contém
agentes envolvidos em vigilancia imunolégica tais como imunoglobulinas,
lisozima e lactoferrina que protegem contra a adesao e invasdao microbiana, e
fatores de crescimento responsaveis por proporcionar estimulo de
diferenciagcdo e crescimento celular necesséarios no reparo de lesdées ou na
longevidade e renovacao do epitélio ocular (Wilson et al., 1991; Rocha et al.,
2002) .

A face superior da camada apical do epitélio que compde a SO é
caracterizada pela interacdo entre glicocalice das células epiteliais e o0s
receptores celulares para mucina. Essa camada forma um gradiente em toda a
extensdo do filme lacrimal garantindo sua estabilidade. Assim, o filme lacrimal
estavel protege o epitélio da superficie ocular e este por sua vez participa na
formacao de alguns de seus constituintes (Nelson, 1982; Lemp, 1995; Tseng &
Tsubota, 1997) . Diante de problemas na interacdo entre SO e filme lacrimal
podem ser observadas alteracdes na forma das células epiteliais da cornea e
da conjuntiva e diminuicdo na producao de mucina (Tseng & Tsubota, 1997) .

No filme lacrimal, estdo presentes ainda glicose, lactato, uréia, alguns
horménios como insulina, prolactina e horménio tireoidiano, fatores de
crescimento como EGF, TGF-beta e IGF-1, vitamina A, diversos eletrdlitos
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 lipideos, produzidos pelas
glandulas de meibomius. Os lipideos compdem a barreira mais externa do filme
lacrimal e sao secretados por cerca de 30 a 40 glandulas de meibomius em

cada palpebra. Sao ésteres de colesterol, ésteres de acidos graxos,



triacilglicerdis, colesterol, acidos graxos, além de outros 25% lipideos polares e
nao-polares ainda nao identificados. As propriedades fisico-quimicas destas
combinacoes de lipideos e a temperatura dao a essa fracao do filme lacrimal
caracteristicas de solidificacao e fluidez que repercutem na sua funcao, desde
a secrecao, através dos ductos e formacao da pelicula sobre a camada muco-
gelatinosa, até o contato entre as duas camadas (hidrofilica e hidrofébica,
respectivamente), aderéncia a pele palpebral, protegendo-a da continua
umidificacdo e reducao da velocidade de evaporag¢do do conteudo aquoso do
filme lacrimal (Driver & Lemp, 1996) .

Em condicbes normais de concentracdo e distribuicdo de todos os
componentes da lagrima, a formagao do filme lacrimal estavel recobrindo toda
a SO é garantida pelo hidrodinamico fechamento completo e periédico das
palpebras durante o piscar. O mecanismo de piscar garante a distribuicao
homogénea da lagrima pela SO e posterior drenagem para o sistema
nasolacrimal propiciando a estabilidade do filme lacrimal e renovagao de seus
constituintes.

A integracdo neuroanatémica localizada na SO, que leva a secrecao e
distribuicdo da lagrima é controlada por dois arcos reflexos mediados pelo
nervo trigémio. As vias aferentes de ambos os arcos reflexos estao localizadas
nas terminacdes sensitivas do nervo trigémio na superficie ocular e comandam
respostas eferentes motoras para as palpebras e secretérias para a GL através
de raizes motoras e parassimpaticas do nervo facial, respectivamente (Tsubota
& Nakamori, 1995).

Diversas doencas podem acometer as GLs determinando diminuicao da

secrecao, alteragdes de SO e manifestagcdes de olho seco. Alteracées auto-



imunes como a Sindrome de Sjégren (Toda et al., 1999) , alteracbes de carater
indeterminado presentes em doengas crénicas como o diabetes (Ramos-
Remus et al, 1994) ; (Seifart & Strempel, 1994) ; influéncias hormonais
(Sullivan & Edwards, 1997) e ainda processos fisiolégicos relacionados ao
envelhecimento (Bromberg & Welch, 1985); (Schein et al., 1997a) figuram

como principais mecanismos que acometem as GLs.

1.2. Hormonios tireoidianos e seus receptores

A glandula tireoide, localizada de cada lado anteriormente a traquéia e
imediatamente abaixo da laringe, € uma das maiores glandulas enddcrinas,
normalmente pesando de 15 a 20 gramas no adulto. Secreta dois horménios
importantes, a tiroxina e a triiodotironina, chamados respectivamente de T4 e
T3, que possuem um profundo efeito sobre a diferenciacdo, crescimento e
metabolismo corporal (Yen, 2001) . Os horménios tireoidianos s&o os Unicos
compostos conhecidos com atividade biolégica que contém iodo e
desempenham funcdes importantes (Brent, 1994) .

No adulto, os hormdnios tireoidianos atuam para manter a homeostasia
metabdlica, afetando a funcao de praticamente todos os sistemas orgéanicos. O
metabolismo dos hormoénios tireoidianos ocorre principalmente no figado,
embora possa também haver algum metabolismo local nos tecidos-alvo, tais
como o cérebro. As concentracdes séricas dos horménios tireoidianos sao
reguladas com precisdao pelo horménio hipofisario, a tireotropina, em um
sistema classico de retroalimentacdo negativa. As acdes predominantes do

hormonio tireoidiano sdo mediadas pela sua ligacao a receptores nucleares de



hormoénios tireoidianos (RT) e pela modulacdo da transcricdo de genes
especificos (Brent, 1994) .

A maior parte dos HTs circulantes estad na forma do pr6-horménio
tiroxina (T4), sendo que sua concentracdo € cerca de quarenta vezes maior
que a do hormbnio ativo 3,5,3'-triiodotironina (T3) (Yen, 2001). Para formar os
hormonios tireoidianos (HT), as células da tiredide realizam o seqlestro de
iodetos presentes no sangue, concentrando-os em até 30 vezes, sintetizam e
secretam uma glicoproteina, com cerca de 660 kDa, chamada de
tireoglobulina, cada uma contendo cerca de 70 aminoacidos tirosina que
constituem os principais substratos que se combinam com o iodeto para formar
T3 e T4. Embora T3 seja secretada pela tireéide, o metabolismo da T4 por
monodesiodacao seqlencial nos tecidos periféricos responde pela maior parte
de T3 circulante. A remog¢ao do iodo 5” ou do anel externo leva a formacéao de
T3, constituindo a via metabdlica ativadora. O principal local de conversao de
T4 em T3 além da tiredide é o figado. Por conseguinte, quando se administra
T4 a pacientes hipotireoidianos, em doses que produzem concentracdes
plasmaticas normais de T4, a concentracdo plasmatica de T3 também se
normaliza (Braverman et al., 1970) .

A maioria dos tecidos-alvo periféricos utiliza a T3 derivada do horménio
circulante. Em condi¢cdes normais, cerca de 40% da T4 sao convertidos em T3,
38% sao convertidos em T3 reversa e 21% sdo metabolizados por outras vias,
tais como conjugacéao no figado e excre¢ao na bile. As razdes para que T3 seja
mais ativo que T4 sdo que os receptores celulares para hormonio tireoidiano
tém cerca de 10 vezes mais afinidade por T3, e as proteinas sanguineas ligam

T4 mais fixamente que T3 (Baxter et al., 1979) .



A T3 regula a expressao génica ao se ligar a receptores de HT de alta
afinidade, sendo que o complexo hormdnio-receptor se liga a elementos
sinalizadores no nucleo das células de resposta especificos presentes nos
promotores dos genes-alvo da T3, ativando ou reprimindo sua transcricao. Esta
acao gendmica possui um periodo de laténcia consideravel, com resposta
variando de horas até dias (Bassett et al., 2003) .

A maior parte do iodo organico esta ligada a T4 (90 a 95%), enquanto a
ligacdo a T3 representa uma fragdo relativamente minima (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 por¢do N-terminal. Ja o
gene que codifica para o Thra gera duas isoformas através do splicing
alternativo do pré-RNAm, Thrail e Thra2 (Ribeiro et al., 1998). Thrail e Thrb1
sdo expressos em praticamente todos os tecidos que respondem aos
hormonios tireoidianos, enquanto as outras isoformas exibem uma distribuicao
mais restrita. Thra1l é abundante nos musculos esqueléticos, gordura marron e
no coracao. Thrb1 é expresso em grande quantidade no figado, rim e cérebro.
O Thrb2 é expresso principalmente na glandula pituitaria e em outras areas do
cérebro e Thrb3 em ratos é expresso no figado, rim e pulmao (Williams,2000).

A isoforma Thra2, devido a sua sequiéncia carboxiterminal alterada, nao
se liga ao HT e, portanto, ndo funciona como um receptor de HT constitui a
isoforma mais abundante no cérebro (Strait et al., 1990) . A influéncia do Thrb
ja foi observada em anexos de pele como foliculo piloso (Billoni et al., 2000) .

A deficiéncia de Thrb exibe um déficit permanente na funcédo auditiva

sendo este receptor um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento



auditivo (Forrest et al., 1996). O camundongo Thrb knockout (auséncia de
expressao das isoformas b1 e b2) possui TSH elevado, niveis elevados de
hormonios tireoidianos, bécio e surdez neurossensorial, portanto, com fenétipo
idéntico ao observado em humanos com delecao do gene Thrb (Forrest et
al,1996). A sindrome de resisténcia ao hormoénio tireoidiano (RHT) é
caracterizada pela reduzida resposta dos tecidos-alvo ao horménio tireoidiano
(HT), apesar das elevadas concentragdes séricas de T3 e T4 livres, associada
a um TSH elevado. Existem caracteristicas clinicas comumente encontradas na
sindrome que sao bdcio, retardo do crescimento, niveis séricos elevados de T3
e T4 livres, niveis normais ou discretamente elevados de TSH, o qual responde
ao TRH e auséncia dos sintomas comuns e das alteracbes metabdlicas
provocadas pelo excesso de HT. (Ribeiro et al.,1995). O bécio endémico é a
anormalidade mais comumente encontrada no exame fisico, ocorrendo em
85% dos casos da RHT e a taquicardia que ocorre em 90% dos individuos é
causada pela agao do HT em niveis elevados no Thra (Refetoff, 1993).

Algumas agbes de T3 e T4 ocorrem rapidamente e nao séao afetadas por
inibidores de transcricado ou da sintese protéica, sugerindo um mecanismo de
acao nao-gendmico. Estas acdes nao-gendmicas incluem regulacado de canais
idnicos, fosforilacao oxidativa, transcricao de genes mitocondriais e envolvem a
geracdo de mensageiros secundarios, como AMP ciclico e cascatas de
sinalizacao por proteinas-quinase (Bassett et al., 2003) .

A sintese e secrecdo dos HTs sdo reguladas por um mecanismo de
feedback negativo que envolve o eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide. O hormdnio
liberador da tireotropina (TRH) € um tripeptideo, sintetizado no ndcleo

paraventricular do hipotalamo e transportado até a hipéfise anterior, pelos



axonios presentes no sistema porta-hipotalamo-hipéfise. O TRH se liga aos
seus receptores nas células hipofisarias estimulando a sintese e a liberacao de
TSH pré-formado dos granulos secretores e também estimula a sintese
subsequiiente das subunidades a e B do TSH. O horménio estimulador da
tiredide (TSH) é um hormdnio glicoproteico com subunidades alfa e beta
analogas as das gonadotropinas, produzido na hipofise anterior. A secrecéao de
TSH é precisamente controlada pelo TRH, e pela concentracdo de horménios
tireoidianos livres na circulacao.

O receptor de tireotropina (TSHR), presente nas células da tiredide,
quando ligado ao TSH aumenta a secrecao de T3 e T4, na medida em que
estimula a transcricdo e clivagem da molécula de tireoglobulina, aumenta a
atividade da bomba de iodeto e também o tamanho, atividade e namero das
células tireéideas (Davies, 2002) .

A tiroxina (T4) é util no diagndstico do hipertireoidismo e do
hipotireoidismo. Nos casos de hipotireoidismo primario, ocorre a elevacao do
TSH e diminuicdo de T4, podendo T3 ainda permanecer em niveis normais.
Apenas nos estados mais avancados da doenca ocorrera diminuicado de T3
(Liewendahl et al., 1987).

A tiroxina livre (FT4) reflete o efeito metabdlico do hormdnio, sendo
indicada para avaliagdo do hipertireoidismo e do hipotireoidismo, minimizando
a influéncia das proteinas séricas. Torna-se, assim, mais valiosa do que a
dosagem de T4 total, especialmente em gravidas ou em mulheres em uso de
anticoncepcionais (Liewendahl et al., 1987) .

A concentracdo plasmatica de T3 € a Ultima a se alterar no

hipotireoidismo, podendo ainda permanecer normal mesmo com TSH elevado



e T4 diminuido. Pode também estar diminuida nas doengas graves em geral,
no uso de betabloqueadores ou corticoides (Liewendahl et al., 1987) .

A doenca ocular mais comumente descrita ligada a disfungdes da
tiredide é uma desordem inflamatdria e ndo infecciosa associada muitas vezes
ao hipertireoidismo, chamada de oftalmopatia de Graves. Acomete seis vezes
mais mulheres do que homens. O sinal clinico mais comum é a retracao
palpebral, podendo haver exoftalmo, além de compressao de nervos levando a
diplopia, por acometimento dos nervos oculomotor, abducente e/ou troclear e
perda de visdo por acometimento do nervo éptico (Fatourechi et al., 1994) .

Os HTs promovem proliferacdo celular, sintese protéica, producado de
calor e metabolismo de lipideos, entre outras acdes. Isso se da através da
ligacdo com uma familia de receptores tireoidianos (RT) localizados nos
nucleos celulares que por sua vez se ligam ao DNA dos genes promotores da
acao desses HTs (Brent, 1994) .

Estudos anteriores indicam que a deficiéncia prolongada de HT reduz o
peso da GL, e que o tratamento com HT chega a modificar o dimorfismo sexual
dessa glandula exécrina, aproximando aspectos histologicos de GL das fémeas
aos dos machos. Porém, ndo ha informagdes se esses eventos ocorrem por
acao direta dos HT, ou se ha repercussao na secrecao lacrimal ou superficie
ocular (Hoffman et al., 1989).

Além disso, esses eventos podem ndo estar limitados a GL, mas
também afetar as glandulas de meibomius (GM) (produtoras de lipides para
compor o filme lacrimal), uma vez que HTs atuam na regulagdo da secrecao
lipidica de anexos da pele (Goolamali et al., 1976; Campbell & Davis, 1990) .

Apesar das agbdes dos horménios tireoidianos (HT) sobre diferentes tecidos,
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além das suas interagdes com outros hormdnios, pouco se sabe sobre o seu

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

1.3. Hipotireoidismo e estresse oxidativo

O hipotireocidismo é uma sindrome clinica relativamente comum que
resulta em uma deficiéncia do hormdnio tireoidiano e pode ser classificado em
primario, secundario ou terciario. Primario quando ha um defeito ou uma
destruicdo da propria tiredide, como por exemplo, na atrofia tireoideana ou na
tireoidite de Hashimoto, ambas de origem auto-imune. Secundario quando a
causa € hipotalamica ou hipofisaria, ou seja, tem origem fora da glandula com
repercussdes nela (Woeber, 2000). Normalmente isso ocorre quando ha
diminuicao da producao do Hormoénio Estimulante da Tiredide (TSH), resultado
de alteragdes na hipéfise. Pode ainda, o hipotireoidismo, ser terciario, cuja
origem é uma falha na secrecao TRH no hipotalamo.

Em caso de hipotireoidismo, a concentracao plasmatica de T4 total e/ou
T4 livre estao diminuidas. A vantagem de fazer a dosagem de T4 livre é por se
tratar de um método direto, rapido e preciso. O TSH, por sua vez, esta alto,
devido a falta do feedback (retrocontrole) dos horménios produzidos pela
glandula, ja que eles estao baixos. Quando o defeito ndo esta na hipofise, nem
no hipotalamo (hipotireoidismo secundario), a estimulagdo da hipo6fise com o
TRH tem uma pronta resposta na secrecdo de TSH, mas os horménios
tireoideanos n&do aumentam (hipotireoidismo primario).

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

seu tratamento consiste na reposigcdo de T4. As principais etiologias para o
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hipotireoidismo primario sdo: doenca auto-imune de tiredide, também
denominada de tireoidite de Hashimoto (caracterizada pela presenca de auto-
anticorpos), deficiéncia de iodo, reducdo do tecido tireoidiano por iodo
radioativo ou por cirurgia usada no tratamento de Doenca de Graves ou do
cancer de tireéide. Raramente a etiologia é devido a doenca neoplasica ou
infecciosa da tire6ide (Woeber, 2000) .

No caso de niveis normais de T4 e aumento de TSH, sem sinais clinicos
classicos da doenca, o diagnostico de hipotireoidismo subclinico vem sendo
empregado. A prevaléncia de hipotireoidismo subclinico varia com o estudo e
com a populagao analisada, apresentando freqiiéncia aumentada em mulheres,
idosos e naqueles com ingesta de iodo muito elevada. Entre mecanismos
sugeridos para o hipotireoidismo subclinico estdo a resisténcia aos HTs,
disturbios de outros hormbnios (adrenais, prolactina, etc.), interagdes
medicamentosas e outras doencas (Kek et al., 2003).

Como os HTs regulam o metabolismo oxidativo, a fisiopatologia das
manifestagbes 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 diminuicdo na producao de radicais livres
seria esperada por causa da supressao metabdlica gerada pela diminuicdo nos
niveis dos hormoénios tireoidianos (Paller, 1986) .

Ainda que a confirmacao laboratorial do hipotireoidismo e a distingao
entre primario e secundario possam ser simples (i.e., observando niveis séricos

de T4 e TSH e comparando aos valores normais), a avaliacdo do estresse
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oxidativo nessas condicoes 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 nao
pareados, ou seja, elétrons livres ocupando um orbital atbmico ou molecular
(halliwell e whiteman 2004). Por serem os elétrons mais estaveis quando estao
pareados nas orbitais, os radicais livres geralmente reagem com outras
espécies (Halliwell,1989).

Estresse oxidativo € convencionalmente definido como um desequilibrio
entre o estresse pro-oxidante e a defesa antioxidante. Contudo, recente
evidéncia indica que o rompimento da sinalizacdo reducio-oxidagcao € um
importante aspecto do estresse oxidativo, as vezes mais importante que o
desequilibrio (Halliwell,1989).

As consequéncias do estresse oxidativo podem ser muito sutis ou muito
sérias (incluindo dano oxidativo das biomoléculas, interrupcdo do sinal de
transducdo, mutagdo e morte celular) dependendo do balanco entre a geragao
de espécies reativas e a defesa antioxidante (halliwell,2004).

O estresse oxidativo pode ser avaliado na medida de radicais livres,
produtos de oxidacédo ou ainda da atividade de enzimas antioxidantes. Entre os
marcadores biolégicos mais comumente usados estdo as dosagens de
malonaldeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e peroxidase (Halliwell, 2006).

O MDA é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARS). A formacao de
malonaldeido ocorre pela decomposicao dos hidroperoxidos lipidicos e sua
concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade de peroxidacao

lipidica em sistemas bioldgicos, células e tecidos (Bonnes & Guérin, 1992).
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A peroxidagdo lipidica pode ser inibida por antioxidantes que
interrompem a cadeia de peroxidagao, interagindo com o oxigénio e fornecendo
atomos de hidrogénio para o radical peroxila dos acidos graxos, impedindo
desta forma a reacdo em cadeia que se propaga nas membranas lipidicas
(Tiidus & Houston, 1993) .

Os efeitos gerais da peroxidacéao lipidica sdo a diminuicdo da fluidez da
membrana, aumento da quebra de membrana e dano das proteinas de
membrana, desse modo ocorre inativacdo de receptores, enzimas e canais de
ion (Halliwell,20086).

Como a maior parte de GSH reduzida compreende os grupos sulfidrila
nao protéicos, a quantificacdo de tidis sollveis em acido é empregada na
quantificacao de niveis teciduais de GSH (Sedlak & Lindsay, 1968).

As peroxidases sdo oxiredutases, as quais usam H>O.como aceptor de
elétrons para catalisar diferentes reagdes oxidativas. A sua medida atua como
marcador biolégico de estresse oxidativo (Halliwell, 2006) .

Os antioxidantes provém protecao contra o estresse oxidativo pela
neutralizacao ou pela limpeza das espécies reativas ou ainda pela quebra das
reacdes (Scandalios,2005). Os antioxidantes sdo divididos em enzimaticos e
nao enzimaticos; Os enzimaticos sdo:

- superoxido dismutase (SOD): enzima responsavel por dismutar o superdxido
em peréxido de hidrogénio. Existem trés tipos de SOD especificos: manganés
SOD (MnSOD) encontrado na mitocondria; 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: responsaveis por degradar o peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio.

Os antioxidantes nao-enzimaticos sdo a vitamina C e E, a glutationa
(forma reduzida GSH) e o beta caroteno. A glutationa reduzida (GSH) é um
antioxidante soluvel sintetizado endogenamente no figado e é a primeira linha
de defesa contra o estresse oxidativo pré-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
nao protéicos, a quantificacdo de tidis sollveis em acido é empregada na
quantificacao de niveis teciduais de GSH (Sedlak & Lindsay, 1968).

A transferrina, ceruloplasmina e a albumina também possuem papel
antioxidante por sequestrarem ions de metais de transicdo, como o ferro e o
cobre, os quais reagem rapidamente com H202 para produzir o radical lilvre
hidroxila altamente téxico pela reagéo de Fenton (halliwell,1989).

Contudo, as espécies reativas nem sempre sao prejudiciais. Elas
ajudam os fagocitos a eliminarem microorganismos e a regularem eventos
sinalizadores pela via redox (reducao e oxidacao) e dessa forma influenciar na
fosforilacdo e desfosforilacdo de enzimas e fatores de transcricdo
(halliwell2006).

O tratamento do hipotireoidismo consiste na reposigao por via oral do
hormonio tireoidiano deficitario. A terapia de reposicao tende a eliminar os
sintomas, sinais e anormalidades laboratoriais. A terapia com L-tiroxina
sintética € a preferida e feita de forma continua. Com sua meia-vida longa (6-7
dias), resulta em concentragcbes plasmaticas de T4 estaveis, 0 que nao atenua

efeitos dos eventuais esquecimentos por parte do paciente. A adequacéo da
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terapia é observada com avaliacdes clinicas e medidas da T4 livre e também
do TSH (Woeber, 2002) .

Modelos animais para estudar o hipotireoidismo podem ser induzidos por
manipulagédo genética, através da eliminacao (knock-out) de receptores de HT,
também de forma cirurgica com a tireoidectomia ou com inibidores da captagao
de iodo (KCIO4) ou medicamentos depressores da atividade hormonal
tireoidiana (Hoffman et al., 1989; Miller & Panciera, 1994) .

O tiamazol inibe a sintese dos horménios tiroideanos, sendo assim
eficaz no tratamento do hipertireoidismo e inducdo do hipotirecidismo em
modelos animais. Essa droga nao inativa T4 ou T3 que estdo armazenadas na
tiredide ou circulante no sangue nem interfere na eficacia de horménios
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 sindrome onde ocorre
alteracao do filme lacrimal causada por deficiéncia na producao de lagrimas ou
evaporacao excessiva que causa dano a superficie ocular interpalpebral e se
associa a sintomas de desconforto ocular (Lemp, 1995) .

Essa sindrome esta associada a varias doencas bem distintas, porém os
sinais clinicos ndo se correlacionam bem com os sintomas e os testes
aplicados na pratica clinica ainda apresentam limitagcées, principalmente em
casos leves e moderados (Lemp, 1995) . As alteracbes patolégicas do olho

seco sao bastante variadas quanto a intensidade dos sinais e sintomas e das
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suas relacées com outras doencas e podem produzir danos a SO, aumento do
risco de infeccoes e em alguns casos pode levar a importante reducao da visao
(Rocha et al., 2006) .

Uma classificacdo estabelecida se refere ao mecanismo ser evaporativo,
quando a causa predominante esta relacionada a deficiéncia na produgao da
fracao lipidica e/ou alteracbes palpebrais em contraponto a deficiéncia da
fracdo aquosa, onde a caracteristica dominante é a reducdo na producao da
fracdo aquosa (Lemp, 1995) .

Estima-se que, nos EUA, entre 7 e 10 milhGes de pessoas sofram de
olho seco e que cerca de metade desses individuos teria mais de 65 anos
(Schein et al., 1997b ; Sullivan & Sato, 1992) . Entre as doencas auto — imunes,
a sindrome de Sjogren, que se associa ao olho seco — é a segunda mais
comum afetando cerca de 1% da populacdo geral, com um predominio em
mulheres de 9:1 (Sullivan & Sato, 1992) . Entre os individuos que procuram
cuidados oculares no Canada, 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 deficiéncia ou auséncia do filme lacrimal pode afetar seriamente a SO,
produzindo ressecamento epitelial, ulceragdo e perfuracdo corneana,
predisposicao a infec¢des e até cegueira (Scherz & Dohlman, 1975) (Sullivan
et al.,, 1999) . Uma vez que nao se conhecem, até o momento, tratamentos
curativos para o olho seco, as estratégias se limitam a umidificacdo com
lagrimas artificiais ou recursos para aumentar a retencdo do filme lacrimal
como oclusores do ponto de drenagem da lagrima ou 6culos fechados para

reduzir a evaporacdo. Em casos de olho seco grave, o uso de soro autélogo
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vem sendo recomendado tanto para a sindrome de Sjégren como para a
doenca do enxerto versus hospedeiro (Tsubota et al., 2000); (Rocha et al.,
2000b).

As causas de olho seco podem estar associadas a malformacoes
genéticas, disturbios nutricionais, disfungdées do sistema enddcrino, imune ou
alteracoes neurolégicas e podem ser potencializadas por agentes externos,
como infeccdes e condicbes ambientais que reduzam a umidade do ar (Rocha
et al., 2006).

O papel de outros horménios além dos tireoidianos na fisiopatologia das
disfuncdes lacrimais e SO vém sendo investigado (Rocha et al., 1993) ;
(Sullivan et al., 1998) ; (Toda et al., 1999; Rocha et al., 2000b), inclusive, com
perspectivas de tratamento usando horménios com andrégenos e estrégenos
para promover a regularizacdo de secrecao lacrimal (Sullivan et al., 1999);
(Akramian et al., 1998); (Esmaeli et al., 2000).

Estudos epidemiolégicos que podem orientar pesquisas experimentais e
clinicas tém sido realizados na tentativa de delinear caracteristicas
populacionais e fatores de riscos associados aos sinais e sintomas de olho
seco. A prevaléncia de olho seco é bastante variavel dependendo do desenho
do estudo e da populacao analisada (Schein et al., 1997a; Shimmura et al.,
1999; Lee et al., 2002). Alguns fatores de risco associam-se a maior ocorréncia
de sintomas de desconforto ocular relacionados ao olho seco como histéria de
artrite reumatdide, tireiodopatia, diabetes, habito de fumar, uso de lentes de
contato e o uso de algumas medicacbes como antidepressivos, diuréticos, anti-
histaminicos (Lemp, 1995 ; Schein et al., 1997b ; McCarty et al., 1998 ; Moss

et al., 2000 ; Moss et al., 2004).
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A deficiéncia lacrimal causa alteracao epitelial da SO e cria um ambiente
inflamatério onde células epiteliais e linfocitos sdo estimulados a produzir e
secretar diversas citocinas. Niveis aumentados de citocinas no filme lacrimal,
combinados a reducdo de promotores de crescimento como epidermal growth
factor (EGF) e retinol, afetam a proliferacao e diferenciacéo epitelial na SO e
consequentemente induzem diminuicdo da atividade mitdtica, expressao
diminuida de moléculas de protecdo como a mucina, diminuicdo de células
caliciformes e aumento de células inflamatérias, com metaplasia e
queratinizacao 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 terminagbes nervosas autonbmicas pré-ganglionares (receptores
nicotinicos), todas as terminacbes parassimpaticas e algumas terminacdes
nervosas simpaticas pds ganglionares (receptores muscarinicos), juncao
neuromuscular (receptores nicotinicos) e em algumas sinapses do SNC. Sendo
também o principal neurotransmissor responsavel pelo estimulo da GL (Dartt,
2001) . Dessa forma, dosagens de acetilcolina nesse tecido tém ajudado a
avaliar sua capacidade secretora (Rios et al., 2005) .

Do ponto de vista clinico, pacientes com alteracdes tireoidianas tém
risco maior para desenvolver sinais e sintomas de olho seco, ainda que pelo
menos em um estudo epidemiolégico, em idosos nao tenha observado essa
relagdo (Williamson et al, 1967; Moss et al., 2000) . A associagdo entre
disfuncao lacrimal e doenca tireoidiana sugere que a disfuncao hormonal,
relacionada ou ndao a um distarbio imunolégico, possa ser o desencadeante do

olho seco.
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Assim, o olho seco secundario ao hipotireoidismo podera estar
relacionado com a diminuicdo da acdo dos horménios sobre a GL, a reducao
da acdo de neurotransmissores sobre a GL, ao ambiente inflamatério das
doencas auto-imunes relacionadas a tireoidopatias, ao aumento de espécies
reativas de oxigénio nos tecidos ou a combinacdo de dois ou mais desses
fatores (Clos et al., 1989; Coll et al., 1997; Eckstein ef al., 2004; Sarandol et al.,
2005).

A hipétese deste trabalho é de que os HTs atuem diretamente na GL,
sua deficiéncia prolongada leva a alteracbes compativeis ao olho seco e
alteracées da SO. Diante do exposto acima, € possivel que os hormdnios
tireoidianos tenham efeitos diretos sobre os tecidos oculares, como, por
exemplo, a conjuntiva e as glandulas de meibomius, como ja foi observado
para outros hormdnios. Esses tecidos possuem receptores para o horménio
tireoidiano, portanto, aspectos histolégicos e alteracées bioquimicas indicam a
possibilidade da acdo direta do HT sobre esses tecidos-alvo através de

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

O objetivo geral deste estudo é avaliar as relacoes do horménio

tireoidiano e a sua deficiéncia sobre a glandula lacrimal e a superficie ocular.

Objetivos especificos

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

2.2. Avaliar a expressao do Thrb em GL de ratos, em condi¢ées normais e de
hipotireoidismo.

2.3. Observar as alteracées bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo
e/ou de neurotransmissao da GL no hipotireoidismo.

2.4. Analisar as alteracdes histolégicas e do filme lacrimal com a supressao do

hormonio tireoidiano.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Ratos Wistar machos e fémeas de 8 semanas foram obtidos da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto do Biotério Animal Central, Ribeirao
Preto, SP, Brasil. Os animais foram mantidos com dieta padrdo e agua ad
libitum. Foi induzido o hipotireoidismo com tiamazol (Biolab Sanus, Tabo&o da
Serra, Sao Paulo, Brasil) a 500 mg/I diluido na agua do bebedouro durante 10
semanas. Todos os procedimentos experimentais aderiram as orientagdes para
pesquisas com animais da “Association of Research in Vision and
Ophthalmology e foram aprovados pelo comité de estudo com animais de
experimentacao da FMRP-USP.

Estudos comparativos entre os dois grupos foram avaliados ap6s 10
semanas com o uso diario de tiamazol, sob anestesia de éter etilico, apds

verificar se os reflexos corneanos e caudais tinham sido abolidos.

Coleta de tecido

O peso corpéreo foi medido no final do experimento, as glandulas
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 nitrogénio liquido.

As glandulas lacrimais exoftalmicas foram homogeneizadas em solucéo-

tampao (50mM tris HCI — pH: 7,5, 50mM NaCl, 0,1% triton e inibidor de
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protease coquetel Il (calbiochem), a sonicacéo foi feita com o uso do politron
(Virsonic, Biopharma, Winchester, UK).
As amostras foram congeladas a -80 °C até a realizacdo dos

procedimentos experimentais.

3.2. Teste de Schirmer e Citologia de Impressao

A secrecgao lacrimal foi medida do olho direito dos ratos de ambos os
grupos, sob anestesia com éter, usando um teste de Schirmer modificado
(Ophthalmos, Sao 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 € um teste
quantitativo da secre¢dao das glandulas lacrimais que avalia diretamente a
deficiéncia da camada aquosa da lagrima (Barabino & Dana, 2004) .

As amostras de células do epitélio corneano foram obtidas através da
citologia de impresséao, teste laboratorial que permite a avaliacdo quantitativa
do numero de células caliciformes da conjuntiva e permite o estudo qualitativo
da metaplasia epitelial. As amostras foram coletadas da mesma area
(temporal) usando papel de filtro 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA), apds
anestesia e transferidas para cassetes onde foram fixadas com etanol 70%,
acido acético glacial e formaldeido por 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram reidratadas em etanol 70% por 2 minutos, imersas em acido periddico a
0,5% por 5 minutos e em agua destilada por 2 minutos. Foi preparada uma
solucao de reagente de Schiff na proporcdo 1:3 com agua destilada onde as

amostras ficaram imersas por 5 minutos. As amostras ficaram em solucao de
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metabissulfito de sddio a 0,5% por 2 minutos, lavadas em agua de torneira e
entdo coradas com hematoxilina de Harris durante 1 minuto. As amostras
foram desidratadas em etanol e em seguida em xilol (processo de
diafanizagcao). Os papéis de filtro foram retirados dos cassetes e transferidos
para laminas que foram identificadas, montadas com Permount (Fisher) e
cobertas com uma laminula como protecao.

O grau de metaplasia escamosa avalia o estado da superficie ocular
correlacionando-o com a sua gravidade e/ou cronicidade da deficiéncia
lacrimal. Entre seus achados citolégicos estdo: diminuicdo da densidade de
células caliciformes, aumento no tamanho e volume das células epiteliais nao
secretoras, aumento na estratificacao celular, alteracbes metacromaticas na
coloragao citoplasmatica, separacao intercelular, alteracbes morfolégicas no
ndcleo, aumento da relacdo nucleo citoplasmatico das células epiteliais e
aparecimento de queratinizacdo. Estagios do epitélio foram avaliados de
acordo com a classificacdo das células epiteliais em 4 estagios: estagio 0

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

3.3. Analise de tiroxina

Tiroxina (T4) total e livre foram medidas através de imunoensaio em
amostras sanglineas dos animais de ambos 0s grupos e reveladas por
quimioluminescéncia 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 sélida com analogo de T4. Os ciclos de incubacao
sd0 de 2 de 30 minutos. E um teste direto na medida em que os resultados ndo
sdo calculados em funcdo dos valores de T4 total, mas por interpolacdo na
curva de calibracdo armazenada, executada a partir de padrées com
concentracdo de T4 livre conhecida. Isso ocorre porque a afinidade do
anticorpo utilizado para T4 é semelhante a afinidade da albumina por T4,
evitando assim deslocamento de T4 das proteinas onde se encontra ligado,
para se ligar a esse anticorpo. O ensaio ocorre em condicdes fisioldgicas de
temperatura, pH e forga idnica.

As pérolas de T4 livre sao revestidas com anticorpo monoclonal de
rato anti-T4. Os reagentes de T4 livre sdo liquidos. O primeiro e segundo
reagentes consistem em T4 analogo ligado a marcador em tampao, com
conservante. O terceiro reagente € constituido por fosfatase alcalina (de
intestino de vitela) conjugado a antiligante em tamp&o, com conservante.

A dosagem de T4 total € também um imunoensaio competitivo de fase
sélida de enzimas quimioluminescentes. O ciclo de incubacao é de 30 minutos.
As pérolas de T4 total sao revestidas com anticorpo monoclonal de rato anti-
T4. Os reagentes de T4 total sdo fosfatase alcalina (de intestino de vitela)
conjugados com T4 e conservante.

Esse ensaio permitiu comparar as concentracdes de T4 total e livre
entre os dois grupos e assim confirmar a inducdo de hipotireoidismo com

tiamazol.
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3.4. Analises histologicas das glandulas de meibomius

Laminas de parafina a partir da 102 a 14° seccdes do globo ocular com
palpebras de ambos os grupos foram submetidas a coloracado por hematoxilina
e eosina (5 amostras por animal, n = 5/grupo). As laminas foram lavadas em
agua corrente por 3 min e em agua 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 laminas foram desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e a montagem foi feita com Permount em |amina 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 propdésito 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 ug de proteinas do homogeneizado de tecido
foram preparados em duplicata em placas com 96 pocos. Uma curva-padréo de
Ach foi tracada em cada experimento utilizando 100 mM de solucéo estoque de
Ach em solucao-tampao 1x produzindo uma concentracao variavel de 0 a
100uM. Foi preparada como controle negativo uma solugdo-tampéao 1% sem
Ach. E como controle positivo foi utilizado H,O, a 20mM em 10uM de solugao-

tampdo. Em cada poco foram adicionados 0,1ml de solucdo-tampéao (50 mM
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de Tris-HCI, 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 reacao foi
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Apés a
incubacgéao, a absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro (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 calibracdo de 0,05mM, 0,1mM, 0,2mM e 0,4mM de
peréxido de hidrogénio. O volume foi completado para 100 yl com tampao Tris-
HCl a 50mM e pH:8,0.

Foi feita uma dosagem de proteinas do homogeneizado de glandula
lacrimal, pelo método de Bradford, normalizando as concentragbes das
amostras com 40 ug de proteinas de cada amostra.

Foi preparado o reagente Amplex com 200 ul do amplex Red, 200 ul de
H-O. diluido em tampao Tris-HCIl a 50mM e pH: 8,0 sob protecdo da luz. Em
seguida, foram adicionados 100 ul do reagente Amplex em cada amostra, a
leitura foi feita logo em seguida e apdés 30 min de incubacdo em
espectrofotometro a 530 nm (Molecular Devices 250). Foi preparado um
controle positivo com H»O,, tampao e reagente Amplex e como controle
negativo foi usado tampao e reagente Amplex, sem H,Oo.

A atividade de peroxidase de cada amostra foi obtida, comparando a
absorbancia com o dado da curva-padrdo com concentragdo conhecida no
mesmo momento. As comparag¢des foram feitas entre os grupos com 30

minutos de incubacao (Stoppiglia et al., 2002) .
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3.6. Peroxidacao lipidica e niveis de GSH

A peroxidacdo lipidica foi determinada por estimar a presenca de
malonaldeido usando o teste do acido tiobarbiturico. Apdés a normalizacao dos
niveis de proteinas do homogeneizado de GL de ambos o0s grupos, as
amostras foram desproteinizadas com 20% de acido tricloroacético, agitadas
por 30 min, centrifugadas a 3000 rpm. O sobrenadante foi exposto a 0,7% do
acido tiobarbiturico e aquecido por 95° C por 45 min, e ap6s esfriar a
absorbancia foi lida em 530 nm em espectrofotdometro Spectra Max 250
(Esterbauer & Cheeseman, 1990) .

Para o ensaio de GSH foi preparada uma curva de calibracdo de 25
umol, 50 umol, 100 umol de padrdao GSH nos quais foram adicionados EDTA.
Em seguida foram adicionados em cada tubo 2 ml de tampé&o Tris HCl a 0,4M e
pH: 8,9 e 50uL de dodecil ditio 5-(acido 2 nitrobenzbico). Apds a incubagao por
5 minutos, a absorbancia foi lida a 412 nm no espectrofotdmetro (Beckman, DU

640, EUA).

3.7. Avaliacao da expressao de Thrb1 na superficie ocular e na glandula

lacrimal

Foi realizado o western blot para avaliar a expressao 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 agua
desionizada, 1,25 ml de poliacrilamida a 40%, 25 pl de Temed, 270 pl de APS a
10% e 5,6 ml de solucdo-tampao de empilhamento com pH de 6,7 composta de
EDTA a 4mM, SDS a 10%, 50 mM de Trisma base, diluidos em agua
desionizada completando 1 litro. A fase de resolucao, disposta inferiormente,
composta de acrilamida nas concentragcdes de 10%, 1,9 ml de agua
desionisada, 1,8 ml de glicerol, 4,2 ml de acrilamida 40%, Temed e APS nos
volumes descritos acima e 9 ml da solucdo-tampéo de resolugdo com pH de
8,9 composta de EDTA a 4mM, SDS a 2%, 750 mM de Trisma base e agua
desionizada para completar 2 litros.

Aliguotas com concentracdes 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 tampao de corrida composto por 200mM de Trisma base, 1,52 mM de
glicina, 7,18 mM de EDTA, SDS a 0,4%, diluidos em agua desionizada. Foram
adicionados ainda 50 pl de beta-mercapto-etanol (BioRad, Hercules, CA, EUA)
para aumentar a permeabilidade das proteinas de alto peso molecular. A
voltagem, inicialmente de 20 volts, foi sistematicamente ajustada para 100 volts
a medida que as amostras passavam da fase de empilhamento para a fase de

resolucao, segundo o método ja descrito (Carvalho et al., 1996).
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Transferéncia e immunoblotting

Apbés a separacdo por eletroforese, as proteinas isoladas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham
Biosciences, Freiburg, Alemanha), realizada durante 120 minutos a 120 v em
aparelho miniaturizado de transferéncia (BioRad Laboratories, Richmond, CA,
EUA) em solucao de transferéncia composta por 25 mM de Trisma base, 192
mM de glicina, metanol a 20%, SDS a 0,02% e agua desionizada completando
o volume de 2 litros, conforme descrito anteriormente (Carvalho et al., 1996) .
As membranas foram entdo incubadas por duas horas em solug¢édo bloqueadora
de soro-albumina bovina (BSA) 3%, para diminuir as ligacdes inespecificas das
proteinas contendo 0,3 g de BSA, 2 mg de azida sddica, Tris a 10mM, NaCl a
150 mM e Tween 20 a 0,02% em 10 ml de agua desionizada. Apds o bloqueio,
as membranas foram entdo incubadas overnight usando o anticorpo policlonal
de coelho anti-Thrb1 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) numa
concentragéao de 0,4 ug/ul em um tampao com 3% de soro de albumina bovina
(BSA), e entdo lavadas trés vezes como descrito acima. Os blots foram entdo
incubados com fosfatase e revelados com DAB (Amersham, Buckinghamshire,
UK). Membranas foram escaneadas, convertidas para imagens digitais e
analisadas pelo Scion Image Analises Software (Scion Corp, Frederick, MD,

USA).
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3.8. Localizacao imunoistoquimica de Thrb1 na GL, conjuntiva e cérnea

de ratos

A expressao de Thrb1 foi avaliada na GL, conjuntiva e cérnea de ratos
através da imunoistoquimica. As amostras de tecido congeladas (i.e., glandulas
lacrimais e globo ocular de ratos) foram colocadas em formas e embebidas em
OCT-tissue tek (Miles, Elkhart, IN), resfriadas a -20 °C, seccionadas na
espessura de 6um (Microm HM 505 E, Carl Zess Inc., NY) e, em seguida,
transferidas para laminas de microscopia (Perfecta, Sao Paulo, SP, Brasil),
previamente tratadas com polilisina — L (Sigma, St. Louis, MO).

Essas seccdes foram fixadas em acetona por 5 min a -20 °C, depois
incubadas com H)O, a 0,1% por 5 minutos, lavadas em solucao-tampao
fosfato, contendo 50mM de fosfato de sédio, 150mM de cloreto de sédio, com
pH ajustado para 7,3. Em seguida foram processadas para imunoistoquimica
como previamente descrito (Rocha et al., 2000b) . Em resumo, as seccoes
foram entdo expostas a soro de ovelha a 2% por 20 minutos a 4°C (Vector,
Burlingame, CA, USA), a fim de bloquear ligacoes especificas. Em seguida,
anticorpos policlonais de coelho anti-Thrb1 (Santa Cruz Biotechnologies) numa
concentragao de 4 pg/ul em solucao-tampéo de fosfato e albumina bovina a 1%
(Gibco BRL, USA) foram colocados sobre as laminas e mantidos em camara
umida a 4 °C por 4 horas.

Apés lavar com solucao-tampéao de fosfato, as sec¢des foram incubadas
com anticorpo biotinizado de ovelha anti-lgG de coelho (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) e depois de 35 minutos foram novamente lavadas com

solucdo-tampao de fosfato. O reagente complexo avidina-biotina (ABC) (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA) foi colocado e ap6s 40 minutos de incubagéo,
seguiu-se nova lavagem com solucao-tampao de fosfato, e por fim, as seccdes
foram expostas por 5 minutos a uma solucdo reveladora contendo
diaminobenzidina (DAB) e H-O, (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Depois
disso, as secgdes foram contracoradas com hematoxilina de Harris (Sigma, St.
Louis, MO), cobertas com Permount (Fisher) e em seguida com uma laminula
de vidro. A documentacao fotografica foi feita usando Nikon Eclipse E 800

(Nikon USA, Melville, NY).

3.9. Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos com a média, seguida do
erro-padrao médio (média = E. P. M). Comparacdes foram feitas usando o teste
“Mann-Whitney U” para dados continuos (Statview software, Abacus, CA USA)
e teste de Fisher para dados categoéricos (Graphpad 3.0 software, Prisma, Sao
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 nivel de significancia usado foi

P<0,05.
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4. RESULTADOS

O peso corpéreo, peso da glandula lacrimal, teste de schirmer e

concentracao plasmatica de T4 (i.e, total e livre) foram mais baixos nos grupos

hipotireoideos.

Controle Hipotireoideo P
Peso Corpoéreo (g) * 555+17,8 28418,9 < 0, 0001
Peso da GL (mg)* 6515,8 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 <0,3110,01 0, 0003

Tabela 1. Comparagdo dos parémetros estruturais e bioquimicos de GL entre ratos

hipotireoideos e controles. Dados sao relatados em média = EPM. (* P<0,05).
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Animais controles e hipotireoideos apresentaram o contetdo 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”)
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Figura 1. Analise de MDA (nmol/g) (A), atividade de peroxidase (%) (B), GSH (uM/g) (C), e
Ach (D) em homogeneizado de GL de ratos controles e hipotireoideos (n=5-8/grupo). Analises

espectrofotométricas foram feitas e comparadas a padrdes. *P<0,05 (teste “Mann-Whitney U”).
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A avaliacdo estrutural dos cortes das GMs corados pela hematoxilina/

eosina nao revelou diferengas significativas na sua area ou estrutura.

Figura 2. Foto representativa ilustrando a similaridade das glandulas de meibomius (GM) em
ratos controles (A) e hipotireoideos (B). LAminas foram excisadas, congeladas, fixadas e
coradas com HE. Imagens digitais obtidas de cortes da regido central das GMs que foram

comparadas entre os grupos (100x).
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Através da citologia de impressao do epitélio corneano observamos um
alto nivel de alteracao epitelial celular, mas sem queratinizacao metaplasica no

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

Figura 3. Representacdo microfotografica de citologia de impressdo de cérnea de ratos
controles (A) e hipotireoideos (B) (n=8/grupo). Estagios de 0 a 3 foram atribuidos para cada
amostra de maneira mascarada, considerando o formato de célula, tamanho do ndcleo e
presenga de muco. Dados diferem significativamente entre ratos hipotireoideos e controles (P=

0,002; Teste de Fisher).
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A expressao de relacao entre o receptor Thrb e a proteina estrutural de
célula, a tubulina, foi detectada em GL de ratos e o aumento da expressao 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 trés experimentos independentes.
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Figura 4. Efeito do hipotireoidismo na expressdo de Thrb em GL. Ap6és 10 semanas de
tratamento com tiamazol, GLs foram extraidas, 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 imunoistoquimica demonstraram a expressao

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

expressao de Thrb1 nas GLs do grupo hipotireoideo.

Figura 5. Representagao imunoistoquimica de GL de ratos machos. (A) A coloragdo demonstra
Thrb1 no nucleo de células acinares e ductos de GL de ratos controles, (B) de ratos
hipotireoideos. (C) Controle negativo apenas a presenca de background. As micrografias sao

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

com alta densidade nas camadas basais.

Figura 6. Representagcdo imunoistoquimica demonstrando Thrb1 na conjuntiva de ratos
controles (A), ratos hipotireoideos (B) e controle negativo (C). As micrografias séo

representativas de trés experimentos independentes com 5 animais cada.
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5. DISCUSSAO

Como sugerido previamente, o nosso estudo confirma que o HT regula a
estrutura e funcao da GL e a supressao de HT, como ocorre no hipotireoidismo
pode predispor a sindrome do olho seco e a um desarranjo na SO. O presente
estudo demonstra a presenca de Thrb1, predominantemente no nucleo de
células epiteliais acinares de GL, cornea e conjuntiva. A alta expressao de
Thrb1 em GL de hipotireoideos indica que esta estrutura é tecido-alvo para o
HT, como ja observado para outros horménios, previamente investigados
(Rocha et al., 2000a; Rocha et al., 2000b) .

Apo6s 10 semanas, com a deficiéncia do HT, ocorre maior expressao de
Thrb1 em GL. Em contrapartida, apdés 10-16 dias de castracdo ou
hipofisectomia de ratos machos para reduzir a expressdao do receptor
andrégeno na GL, e ap6s 4 semanas de diabetes mellitus ha uma reducao na
ativacdo, sem aumento na expressao do receptor de insulina (Rl) (Rocha et al.,
1993; Rocha et al., 2000a) . As diferencas relacionadas a receptores de
diferentes horménios na GL e a deficiéncia desses hormbnios podem ser
devido a varios fatores, incluindo periodo da doenca e resposta especifica do
tecido para cada privacao hormonal.

O nosso estudo revela que o hipotireoidismo tem impacto na secrecao
lacrimal e células epiteliais da cérnea, confirmando estudos epidemiolégicos,
clinicos e experimentais no hipotireoidismo e sindrome do olho seco (Hoffman
et al., 1989; Moss et al., 2000) .

Em estudos clinicos, os danos auto-imunes da GL e da glandula tire6ide

estdo associados, sugerindo que o processo inflamatério seja a causa da
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disfuncao lacrimal, contudo um efeito sinérgico combinando a disfuncéo do
filme lacrimal devido a inflamacao e baixa estimulacdo do HT para glandulas
exécrinas e tecidos epiteliais da superficie ocular € também uma hipbtese
clinica consideravel. Uma vez que tanto no trabalho atual como em estudos
experimentais anteriores, a supressao do HT foi o modelo adotado, havendo
alteracao funcional, sem nenhuma infiltracdo de linfécitos na GL, superficie
ocular ou GM (Hoffman et al., 1989; Coll et al., 1997; Moss et al., 2000) .

O hipotireoidismo é uma doenca que tem grande impacto sobre o
metabolismo basal nos tecidos. Em estudos anteriores sugeriu-se que 0s
hormonios tireoidianos estdo associados com o estado oxidante e antioxidante
do organismo e que o hipotireoidismo estd acompanhado do aumento do
estresse oxidativo (Sarandol,2005).

Um mecanismo testado aqui para esclarecer a fisiopatologia das
mudancas na GL foi de acumulo de espécies reativas de oxigénio. Observamos
altos niveis de GSH sugerindo que a GL esta respondendo a um dano oxidativo
podendo ter um papel no olho seco, relacionado ao hipotireoidismo como
observado em outros érgaos (Sarandol et al., 2005) .

O MDA apresentou maior expressdao em GL de hipotireoideos, mas
houve uma grande variacdo nos valores os quais nao foram observados nem
em outros tecidos nem em GLs de outros modelos animais. Embora esta
tendéncia possa confirmar nossa hipotese, isto também sugere uma limitacao
deste método no modelo presente, como marcador de oxidacao lipidica.

Além disso, a reducédo nos niveis de Ach na GL do grupo hipotireoideo
indica que o mecanismo de doenca é complexo, multifatorial e pode envolver

reducdo nos impulsos neurais, sugerindo danos neurotréficos que contribuem
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para a reducao da secrecao lacrimal nesta condicdo. Uma hip6tese similar foi
confirmada para os mecanismos bioquimicos 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
glandulas de Harderian, responsaveis pela secrecao lacrimal em roedores e
que o HT pode mudar o dimorfismo sexual daquelas glandulas (Hoffman et al.,
1989), (Miller & Panciera, 1994) . Essa diminuicdo também ocorreu em nosso
estudo com as GLs, mais especificamente as GLs extra-orbitarias, e esse
evento pode ser por diminuicdo do estimulo neurotréfico, reducdo do estimulo
hormonal direto sobre a GL, ou ainda a combinacao desses com outros fatores.

As observagcbes de dimorfismo sexual e sua alteracdo na GL,
relacionados com supressdo do HT ndo foram confirmadas comparando a
estrutura de GL de ratos hipotireoideos do sexo feminino e masculino; ou a
expressao de Thrb1 na GL de machos e fémeas normais de mesma idade
(Sullivan et al., 1998; Rocha et al., 2002) .

Futuros estudos sdo necessarios para determinar se os efeitos dos
hormonios sexuais sao alterados nos tecidos na vigéncia de outro disturbio
hormonal, como o hipotireoidismo ou o diabetes mellitus.

Em resumo, nosso estudo aponta relagdes entre o hipotireoidismo e a
expressao do Thrb1 em GL, mostra a expressao desse receptor hormonal em
outros tecidos da superficie ocular e sugere que alteragdes bioquimicas e
funcionais observadas no tratamento, em direcdo ao olho seco, podem ser
direta e localmente causadas por essa hipofuncdo hormonal. O
aprofundamento desse conhecimento pode permitir identificar mecanismos

especificos de doencga no olho seco e até potenciais medidas terapéuticas.
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6. CONCLUSOES

6.1. O receptor Thrb1 esta presente na GLs, cérnea e conjuntiva de
ratos.

6.2. O receptor Thrb1 apresentou uma maior expressao nas GL do grupo
de ratos hipotireoideos.

6.3. O hipotireoidismo levou a diminuicédo 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 a diminuicao da produgéao lacrimal.

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

hormonio tireoidiano e que o hipotireoidismo induz alteragdes compativeis 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 B-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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Influence of Thyroid Hormone on Thyroid Hormone
Receptor 3-1 Expression and Lacrimal Gland and

Ocular Surface Morphology

Ana Carolina Dias,' Carolina Maria Mddulo," Angélica Gobbi Jorge,"
Alexandre Martins Braz," Alcen A. Jorddo, Jr,* Rubens Bertazolli Filha,"
Jayter Silva de Pawla," and Eduardo Melani Rocha'

PURPOSE. Hormone diseases induce changes in the lactimal
gland (LG) and ocular surface (08), Thyroid hormone (TH)
induces cell proliferation and lipid metabolism through the
activation of TH teceptors. The aim of the present study was to
evaluate the location and compartative expression of TH tecep-
tor B-1 (Thrb) in LG of rats with hypothyroidism and in con-
trols and to evaluate the impact of this discase on LG and OS5
structure and function.

MreTHODS. Hypothyroidism was induced in Wistar male rats by the
longterm use of tiamazole. Ten weeks later comeal cells wepe
collected for impression cytology (IC). Rais wete humanely killed,
and tissues were evaluated by immunoperoxidase staining and
Western blot for Thrb. The content of malondialdehyde (MDAY
and acetylcholine (ACH) in LG was determined by spectropho-
tometry (8 = 5/group in all experiments).

RESULTS. LG weight was significantly lower in hypothyroid rats
(P = 0.05). Western blot analysis indicated that LGs express
Thrb and that hypothytroidism induces a higher expression of
this roceptor. IC was significantly different and ACh was sig-
nificantly lower in hypothyroid rats (P < 0.05).

Concuusions. Chronically reduced levels of TH lead to bio-
chemical and stiuctural changes and modulate the levels of
Thrb in LG. These events confirm that LG is a target organ for
TH and may facilitatc understanding of the mechanism related
to diy eye in hypothytoidism. (fneest opitibaimod Vis Sci.
2007;48:3038 -304 2) DOT: 10,1167 fiovs.06-1309

ltered levels of thytoid hotmone (TH) are associated with

dry eye syndrome; however, the mechanisms that link TH
to the lacrimal gland (LG) and to the ocular surface (OS) are
unknown.'* TH induces protein synthesis, cell proliferation,
and lipid production, which occur through their nuclear e
ceptors 4 and d (Thra and Thib), whereas Thrb is the recepror
most abundantly expressed in adult epithelial lineage cells.>7
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In addition, TH regulates oxidative metabolism, and hypothy-
roidism increases oxidative stress. -

Previous smdies have indicated that hypothyroidism re-
duces the size of harderian glands, responsible for tear secre
tioh ih rodents, and that TH may chahge the sexual dimot
phism of these glands.®'® TH also influences lipid secretion
and hair follicle homeostasis directly through Thrb, -1

Therefore, the objectives of the present study were to
imvestigate whether LG and OS express Thtb, to evaluate hy
pothyroidism-induced oxidative sitess by measuring reduced
glutathicne (GSH), malondialdehyde (MDA), and peroxidase,
and to determine neuratrophic changes by measuring acetyl-
choline (ACh) inh LG. Moteover, we compared the expetimen-
tal and control groups regarding the secretory and stractural
changes in LG and OS related to TH suppression.

MareriaLs anp METHODS

Animal Model and Tissue Extraction

Eight-week-old male Wistar rats (Rattas worvegicuns) were obtained
from the Animal Breeding Center of the Faculty of Medicine of Ribeirao
Preto (Ribeirdo Preto, Sio Paulo, Brazil). Animals had free access to
standard rodent chow and water. Hypothyroidism was induced with
500 mg/L thiamazole (Biolab Sanus, Tabodo da Serra, Sao Paulo, Brazily
diluted in drinking water. Controls received regular water. All experi-
mental procedures adhe red to the Principles of Laboratory Animal Cane
(MIH publication no. 85 to 23) and the ARYO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research and were approved by the
university's committec on animal experimentation.

After 10 weeks of daily use of thiamazole and after ensuring that
comeal and candal reflexes were abolished, comparative studies of the
experimental and control groups were performed under ethyl ether an-
esthesia.

Schirmer Test and Impression Cytology

Tear secretionwas measured inthe rght eve of each rat in both groups
with the use of modified Schirmer test (Ophthalmos, 550 Paulo, Bra-
zil), " by which a |-mm wide, 20-mm long strip of Schirmer test paper
was placed in the culdesac of the eye for 5 minutes.

Comeal samples were obtained from the ocular surface 0.45-pm
filker paper (Millipore. Billerica, MA) afier anesthesia, Samples wene
collected from the same area (temporal). transfermed to gelatin-coated
slides, fimed with 70 ethancl, glacial acetic acid, and formalin, and
stained with perodic acid-Schiff (PAS) and hematoxylin. Epithelinm
staging of squamous metaplasia was evaluated in a masked fashion,
according to a fourstage classification scheme ranging from stage 0
(normal morphology) to stage 3 (squamous metaplasia). ™

Tissue Collection

MNext, body weight was measured. tissues were collected under ethyl
ether anesthesia, and rats were humanely killed with excess anesthe-
sia. LG and eye globes collected with their lids were fxed in optimum
cutting temperature (0CT) compound {Sakura Fine Tek Inc., Torrance,

livestigative Ophthalmology & Vismal Science, July 2007, Val, 48, Mo, 7
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Tame 1. Comparison of the Structural and Biochemical Parameters
of LG between Hypothyroid and Control Rats

Control Hypothyroid P
Body weight, g 555 £ 178 284 + 89 =0 0001
LG weight, mg 65 =58 26x3.1 =0, 0001
Total T4, pgidl 3.11 £ 016 = 1.00 —
Free T4, ngfdL 203 £ 014 =030 —

Data are reported as mean + SEM.

CA) and fromen in liguid nitrogen or homogenized in a buffer of the
following composition: 50mM Tris, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0. 1% Triton,
and protease inhibitor cocktail set I (Calbiochem. Sam Diego, CAY
with a polytron (Wirsonic, Biopharma, Winchester, UK). Samples were
frozen at - 80°C until the time for the experimental procedure.

Thyroxine Analysis

Tatal and free thyroxine were measured by immunoassay in blood
samples from animals of both groups and were developed by chemohs-
minescence (Immulite 2000k Diagnostic Product Corporation, Los An-
geles, CAY according to the manufacturer’ s instructions.

Histologic Analysis of the Meibomian Glands

Parafiinrembedded slides containing the 10th to the Lith sections of
the eve globes with lids of both groups were submitted to hematoxy-
lin-eosin staining (five samples per animal: . = 5/group). Digital
photographs were obtained from the lids (Eclipse ES0D: Mikon US4,
Melville, WY, and the structure and area of the meibomian glands
(MGE) were compared in a masked manner by the authors to detect
differences between groups

Assay of ACh and Peroxidase Content in LG

Acetylcholine and peroxidase were measured with the use of an ACh
as=ay kit (Amplex Red: Molecular Probes, Eugene, OR) to compare the
amounts of this key neurotransmitter and of ereymes related to oxida-
tive stress in the LGs of both groups (n = S/group), as previously
described. ™ For the measurcment of ACh, 0.1 mL medium and vol-
umes of tissue homogenates, determined after protein nommalization
G200 pgd, were spotted in duplicate onto 96-well microplates. Standard

Thyroid Hormone and Lacrimal Gland 3039

ACh curves were used in each experiment. A 0.1-mL aliquot of assay
buffer (50 mM Tris-HCL pH 7.5 containing 0.2 M reagent (Amplex
Red: Molecular Probes), 2 [¥mL horseradish peroxidase, 0.2 T/mL
choline oxidase. and 10 U/mL acetylcholinesterase was added to each
well. After incubation, absorbance was determined with a spectropho-
tometer (Beckman Instmaments, Inc., Fullerton, CAY at 530nm emis-
sion wavelength, compared with a standard titration curve, and ACh
levels were expressed in millimolar per gram of protein.

For the measurement of peroxidase. a volume of tissue homogenate
obitained after protein level normalization and 0.1 mL medivm were
spotted in duplicate onto 96well microplates. 4 0.1-mL aliquaot of assay
buffer containing 0.2 M reagent (Amplex Red: Molecular Probes) and
0.2 M hydrogen peroxide was added to each well, and absotbance was
determined as described after 30-minute incubation. Peroxidase activ-
ity was expressed as units of peroxidase activity per gram of protein
against a standard HoO, curve and was compared betwoen groups.

Lipid Peroxidation and GSH Levels

Lipid peroxidation was determined by measuring MDA using the thio-
barbituric acid test. Samples of 200 pl LG homogenates of both groups
were deproteinized with 200 trichloroacetic acid, gently shaken for 30
mimutes, and centrifuged at S000g. The supematant was exposed to
0.7% thiobarbituric acid, heated to 95°C for 45 minutes, and cooled.
Next, absorbance was read at 530 nm (DU &40 specirophotometer;
Beckman Coulter, Fullerton, CA3 'S

GSH was determined by the reaction betwesn LG homogenates and
5.5 dithiobis (Z-nitrobenzoic acid). After protein level normalization
and incubation for 5 mimates, absorbance was read at 412 nm (DU a40
spectrophotometer; Beckman Coulier),

Evaluation of the Expression of Thrb in
Lacrimal Gland

Thrt expression in whole cell bysates from LGs of rats of both groups
was determined by Western blot analysis. After homogenization, pro-
tein was quantitated by the bivret dye test. Samples were treated with
Laemmli buffer, and equal amounts of protein per sample (200 pg)
wiene subjected to SDE-PAGE (10, Trisacrylamide) in a minianre labora-
tory gel ap paratus (Miniprotean: Bio-Rad Laboeatories, Richmond, CA). in
parallel with prestined protein standards and B-mercaptoethancl (Rio-
Rad, Hercules, CA). Proteins were then electrotransferred from the gel to
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Ficime 1. Analysis of MDA (nmaol/gh
(A), peroxidase activity (U (D, 54
GEH (M) (C), and ACh (mM./gxI0 L
content in homogenates of LG af -E 44
control and hypothyroid rats (e = 5 1
to Bdgroup). After 10 weeks of tiama-
zole treatment, tissues were homog-
enized and exposed to coloimetric s |
reagents. Spectrophotometric analy-
sis was peformed, normalized to the
protein concentration (g), and come
pared with standards. *P = 005 —
Control

Mann-Whitney I test).

Control

Hipo
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Ficime 2 Mlustrative similarity of MG in control ¢4 and hypothyrodid
(B pats. Lids were excised, frozen fixed. and stained with hematoxylin
and eosin. Digital images obtained from slices of central lids were
evaluated, and the MG area was measured and compared between
groups. Crriginal magnification, = 100,

an enhanced chemiluminescence (ECLy nitrocellukose membrane (Hy-
bond: Amersham, Buckinghamshire, UKD for 2 hours ar 120V in 2 minia-
ture transfer apparatus (Miniprotean: Bio-Rad Laboratonies). After block-
img. the membranes were incubated overnight wsing mbbit palyclonal
anti-Thrb or anti-tubulin (a cytoskeleton protein) antibodies (Santa Croz
Biotechnology, Santa Crue, CA) at a concentration of 0.4 pgfil in a buffer
containing 3% bovine serum albumin (BSA) and were washed three times
as described. Blots were then incubated with immunoperoxidase and
developed by DAR (Amersham, Buckinghamshire, UK). Membranes wenr
scanned. converted to digital files, and anatyzed (Scion Image Analysis
Software; Scion Corp., Frederick, M.

Immunochemical Localization of Thrb in the LG,
Conjunctiva, and Cornea of Rats

Thrb expression was evaluated by immunchistochemistry in the LG,
conjunctiva, and cornea of rats. OCT-blocked UG, conjunctiva, and
cornea-O0CT compound (Sakura Fine Tek Inc) were cut into é&-pm
sections at - 20°C and transferred to poly-r-lysine- precoated glass slides
(Perfecta, 8o Paulo, 5P, Brazxily.

Slides were incubated in 0.1% H_ O for 5 minutes, washed in PBS
(005 M sodium phosphate, 015 M sodiom chloride, pH 7.3), and
exposed to 2% normal goat serum solution (Vector, Budingame, CA)Y
for 200 minutes at 4°C. Sections were then overlaid with an aliquot of
anti-Thrb rabbit polyclonal antibody (Santa Crue Bictechnology? at a
concentraticn of 4 pg/pl with 1% BSA (Gibeo BRL, Gaithersburg, MDDy
in PRS. Contrals incloded 0.1% BSA in PBS and preimmune immno-
globulin G (Igl; Sigma, 5t. Lovis, MO0,
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Fisime 3. Representative microphotographs of impression cytology
of the corneas from control (A» and hypothyroid (B) rats (n =
Sfgroupy. Grades 0 to 3 wepe assigned to each sample in a masked
manner, considering the shape of the cell, size of the nuclei, and
presence of mucus. Data differed significantly between hypothyroid
and control rats (P = 0.002; Fisher exact test).

TOVS, July 2007, Vol. 48, No. 7

After incubation with primary antibody for 4 hours in a humidified
chamber at 4°C, the sections were washed in PBS and incubated with a
hictinylated goat anti-rabbit g0 antibody (Vector), After incubation with.
the second antibody, sections were again washed in PBS and incubated
with an avidin-hiotin complex (Yector) for 30 mimtes at 25°C before
they were developed with a diaminobenzidine (DAR) substrate kit (Vec-
tar).

Photographic documentation was perfommed with a microscope
(Eclipse E 800; Mikon).

Statistical Analysis

Drata are reported as mean + SEM. Comparisons were made using the
Mann-Whitney {7 test for continuous data (StatView softeare; SAS
Institute, Cary. NC) and the Fisher exact test for categorical data
(GraphPad 3.0 sofiware; Prism, San Diego, CA). Densitometric values
are reported as a percentage of the mean value obtained for the contral
group, which was defined as 100% in each experimental assay. The
level of significance was set at P = 0,05,

Control Hipo

:- . *?’ Thrb

Tubulin
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m
.
1

{Thrb/tubul
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0.2
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Control Hipo

Groups

Ficime 4. Effect of hypothyroidism on Thrb expression in LG, After
10 weeks of tiamazole treatment, LGs were excised, and extracts (p =
5 animals per group) were analyzed by Western blot wsing anti-Theb
and anti-tubulin antibodies. Data represent the ratio between Thrby'
tubulin, reported as mean * SEM. Values obtained for the control
group were defined as 100%, and values obtained for hypothyroid
animals are expressed as a peroentage of this value, Results are repre-
seniative of three independent experiments. Higher expression of
Thrb was detected in the LGs of hypothyroid animals ¢*F = 0.02),
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Ficuge 5. Representative immunohistochemical slide of the LG of a normal male rat. (A, B Staining
shows Thrb in the nuclei of acinar and ductal cells of control and hypothyroid LG, respectively. ()
Negative control; only mild background straining was present. Micrographs are representative of three
independent experiments with five animals each. Original magnification, =100,

ResuLts

Body weight, LG weight, and both forms of T4 (total and free)
were lower in the hypothytoid group (Table 13 Control and
hypothyroid animals had similar levels of MDA (P = 0.7) but
significantly higher levels of GSH (P = 0.008), and ACh and
peroxidase levels wete significantly lower in the hypothyroid
group (F = 0.01 and 0,008, tespectively; Mann-Whitney L7, Fig. 1).

The Schitmet test showed 80 * 1.9 mm in controls and
3.2 = 0.3 mm in the hypothytoid group (P = 0.004). Stiuctural
evaluation revealed no differences in MG area or structure (Fig.
2y, however, IC of the comea indicated a higher level of
epithelial cell alteration but no metaplastic keratinization in the
hypothyraid group (P = 0.002; Fisher exact test; Fig. 3.

Expression of the Thib/ubulin protein matio was detected in
the LG of rats, and higher levels of expression were detected in
extracts of hypothyroid animals compared with controls (n = §
per gioup; P = 00013 These tesults were confirmed in three
independent expetiments (Fig. 4). Mo significant differences were
found in Thrb between normal male and female LG (data not
shown.

Immunochistochemistry demonstrated Thrb expression in the
ruclei of acinar and ductal cells of LG (Fig. 5). In addition, Thrb
expression was observed in comheal and conjunctival epithelia,
with higher density in basal layers (Figs. G4, 6B, TA, TH).

Discussion

As previously indicated, TH tegulates the structure and function
of LG, and its deficiency may predispose to OS structutal changes
and dry eye syndrome. The present study showed the presence of
Thib predominanily in the nuclei of epithelial cells of LG acini,
cofniea, ahd conhjunctiva. These findings, in additioh to higher
expression of Thrb in hypothyroid LG, indicate that this tissue is
a difect target organ for TH and for other hormones previously
investigated.

After 10 weeks of TH deptivation, Thrb upregulation was
ohsetved in LG tissue compared with controls and was inter

preted as a compensatory effect. though it was unable to
reverse the changes in LG and ocular sutface. Similar findings
were obtained specifically with Thrb in fish retina after 4 to &
weeks of hypothyroidism." In contrast, 10 to 16 days after
castration or hypophysectomy, reduced expression of andro-
gen teceptors was observed in the LG of male rats. After 4
weeks of streptozotocinrinduced diabetes mellitus type 1, re-
duced insulin receptor (IR) activity was observed in the retina
and LG."7'* These differences—related to the deprivation of
these hormones and of their influence on their receptors—
indicate variable receptor regulation, depending on tissue and
hormone specificity, which may affect the hormone sighaling,
tissue function, and time course of disease manifestation.

Confitining  previous epidemiologic, clinical, and expeti
mental data regarding hypothyroidism and diy eye syndrome,
our study revealed that hypothyreidism has an impact on tear
secretion and on the epithelial cells of the comea because it
reduces the Schirmer test values and alters the impression
oytalogy findings.

The hypothesis that autoimmune damage leads to LG and
thytoid gland dysfunctich has been raised in clinical studies.
However, a synergic effect combining tear film dysfunction re-
sulting from inflammarion and lower TH stimulation of exocrine
glands and epithelial tissues of the ocular sutface is alsa appropri-
ate because, in the present study and in previous studies, TH
suppression was the adopted model, and no lymphocyte infiltra-
tion was observed in LG, ocular surface, of MG, >

A mechanistic explanation tested here to explain the LG
changes was the impaired inhibition of reactive oxygen spe-
cies. In out study, sighificantly highet GSH levels and a trend to
increased MDA and peroxidase levels sugpested that oxidative
sitess may play a mole in dry eye related to hypothyroidism, as
observed in other ofgans.® MDA levels varied widely in the LG
of the hypothyioid group in different assays, which was not
observed in other tissues of in the LG of othet animal models.
Although our data may confirm our hypothesis, the wide vari-
ations of these parameters, mostly MDA, also suggest a limita-
tion of the assays performed in the present model.

Frsume . Representative immunohistochemical slides demonstrating Thrb staining in the corneas of
nomal rats €AY, hypothyroid rats (B), and (C) negative control samples. Selected micrographs are
representative of three independent experiments with five animals cach. Original magnification, » 400,
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Representative immunohistochemical slides demonstrating Theb staining in the conjunctiva of
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nommal rats (A), hypothyroid rats (B, and (C) negative control samples. Selected micrographs are
representative of three independent experiments with five animals each. Original magnification, =400,

Given the wellknown impact of hypothyroidism in the
eatly phases of neural and retinal development,'*2? we inves
tigated the possibility of neurotrophic impairment of LG, Re-
duced levels of ACh in the LG of the hypothyroid group
indicate that reduced neutchal inputs may contribute to the
reduced tear secretion cocurting in this condition.

Sexual dimotphism in LG related o TH suppression has been
observed in previous studies”; however, thytoxine was unable to
reverse the reduction on LG weight or tear volume caused by the
reduction in testosterone levels by orchiectomy.* We compared
the expression of Thtb in LG of notmal age-matched males and
females and did hot observe a sex difference, in disagheement
with othet sextelated differences in hotmone receptots in LG
(e.g.. androgen and insulin). **** Futther studies are necessary to
determine whether and how female sex or sex hormones and
hypothyroidista ate related factots ih dry eye syndrome.

Moteover, the present data suppott the idea of an investigation
of ocular discomfort in subclinical thyroid discase, ancther con-
ditich mote prevalent in womeh, defined by highet levels of TSH
and normal levels of TH, with a characteristic clinical presenta-
tion. > The possible association of subdinical hypothyroidism and
diy eye syhdtoine may offer an explanation for sevetal uhdeter
mihed cases of dry eve in the population.

In conclusion, our study indicates that LG has specific
thytoid hotmene teceptor and that hypothyroidism impairs LG
function and may be directly driven. Future studies that con-
clusively prove an association berween hypothyroidism and
diy eye would contribute to the understanding of coular dis-
comfort in hypothyioid patients and may lead to fuiure e
search in more specific treatments for these paticnts,
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