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RESUMO

A regulagao da ingestdo e da massa corporal é bastante complexa, devido ao envolvimento
de varios hormdnios, neurotransmissores e peptideos, modulando respostas tanto no SNC como em
tecidos periféricos. A leptina e os hormoénios tiredideos participam deste processo, desempenhando
importante papel na regulagéo do balango energético. No presente trabalho, avaliamos os efeitos da
leptina sobre a fungao tiredidea de ratos submetidos a restricao alimentar de 40% por 25 dias (grupos
R e RL), ou alimentados ad libitum (grupos C e L). Apds 25 dias de restrigdo alimentar houve
diminuicdo nas concentragbes séricas de leptina, TSH, T3 e T4, e aumento na corticosterona. A
reposicdo de leptina nos 10 Ultimos dias de restrigao restaurou a leptinemia, reverteu a queda do TSH
sem modificar 0 T4 e a corticosterona, mas causou aumento no T3, apesar de nado o ter restaurado
aos niveis séricos do controle. A hiperleptinemia moderada promovida nos animais do grupo L causou
redugao no T4 e T3, sem modificar o TSH, a corticosterona e a D1 hepética e renal, mas aumentou a
D2 TAM. A atividade da D1, diminuida pela restricdo, foi restaurada pela reposi¢gao de leptina no
figado e rim, mas néo na tire6ide. Durante a restrigdo, a D2 aumentada no hipotalamo, e diminuida no
TAM, foi restaurada apds a reposicdao de leptina, enquanto a D2 hipofisaria, inalterada durante a
restricao, foi diminuida pela leptina. A atividade da TPO diminuiu na restricao e a leptina exégena nao
reverteu essa diminuigdo, no entanto a atividade do NIS, que ndo foi modificada pela restricao, foi
significativamente reduzida pelo tratamento com leptina nos grupos R, L e, ainda, em cultura de
células PCCL-3. Considerando esses dados, podemos concluir que a leptina exerce agao direta sobre
os tiredcitos, inibindo o NIS e sobrepondo-se ao efeito estimulatério do TSH. Entretanto, mais estudos
s80 necessarios para se esclarecer a via de sinalizagdo modulada pela leptina no tireécito. Em
concluséo, além do papel na regulag@o central do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide, a leptina exerce
efeito periférico direto tanto sobre a glandula tire6ide quanto sobre a atividade das desiodases em

diversos tecidos.
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ABSTRACT

Understanding the regulation of food intake and body mass is complex, mainly
due to the fact that several hormones, peptides, neurotransmiters are involved,
modulating responses both in the central nervous system and in peripheral tissues.
Leptin and thyroid hormones play a relevant role in the regulation of energy balance.
Our goal was to evaluate the thyroid function of rats that were fed ad libitum (C, L) or
40% food-restricted (R, RL) for 25 days and received or not leptin replacement for the
last 10 days of decreased caloric intake. Caloric restriction for 25 days led to
significantly reduced serum leptin, TSH, T4, T3 and increased serum corticosterone,
while liver, kidney and thyroid type 1 deiodinase (D1) and brown adipose tissue type
2 deiodinase (D2) activities were decreased, and hypothalamic D2 was significantly
increased. Interestingly, thyroid iodide uptake was unchanged by caloric restriction,
but thyroperoxidase activity was significantly reduced. Leptin replacement for the last
10 days of caloric restriction normalized serum leptin and TSH levels, but serum T4
and T3 levels, and thyroid D1 and TPO activities were not reestablished. In the L
group the moderate hyperleptinemia produced both T4 and T3 reduction, without
changes in serum TSH or corticosterone, and normal thyroid, liver and kidney D1 but
higher BAT D2. A negative effect of leptin administration on NIS function was
detected in the RL, L and even in PCCL3 cells. During caloric restriction, liver and
kidney D1 and hypothalamic and BAT D2 were normalized by leptin, while pituitary
D2 was significantly decreased. In conclusion, a tissue-specific modulation of
deiodinases might be implicated in the normalization of thyroid function during leptin
replacement in food-restricted rats. Although leptin restores the hypothalamus-
pituitary axis during food restriction, it exerts a direct negative effect on the thyroid
gland, thus normalization of serum thyroid hormones might depend on changes in
deiodinase activities and the long-term thyroid stimulation by TSH to counterbalance

the direct negative effects of leptin on the thyroid gland.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - LEPTINA

Indicios da existéncia de um sistema fisioldgico responsavel pela regulacao
homeostatica da massa corporal foram acumulados ao longo dos anos. A
descoberta da leptina, em 1994, pelo grupo do doutor Friedman, representou
importante marco para o entendimento molecular do controle da ingestdo alimentar.
Inicialmente, o interesse cientifico na molécula de leptina estava exclusivamente
relacionado ao seu potencial terapéutico no tratamento da obesidade. No entanto,
hoje ja se sabe que este horménio também exerce influéncia direta sobre os
sistemas hematopoiético (UMEMOTO et al, 1997), imune (FAGGIONI et al, 2001),
reprodutor (HOGGARD et al, 1997), cardiovascular (WINNICKI et al, 2001; SADER
et al, 2003), neuroendécrino (AHIMA et al, 2000) e no metabolismo 6sseo (THOMAS
& BURGUERA 2002).

Nos ultimos 10 anos, avancos consideraveis foram obtidos na caracterizagao
dos mecanismos hipotalamicos de controle da ingestdo alimentar e da homeostase
energética. Em grande parte, tais avangos foram possiveis gracas a clonagem dos
genes da leptina (ob) e de seu receptor (db), além dos inUmeros estudos sobre a
acao da leptina no sistema nervoso central (SNC) (ZHANG et al, 1994).

Acredita-se hoje que um dos maiores desafios para a ciéncia seja a
possibilidade da descoberta de alvos mais especificos envolvidos na regulagédo
neuroenddcrina da ingestao alimentar e do gasto energético, possibilitando melhores

abordagens terapéuticas da obesidade.



a) Os genes obe db

A leptina € o produto do gene ob expresso, principalmente, mas nao
exclusivamente, no tecido adiposo branco. A sintese de leptina é também detectada
na placenta, na mucosa fundica gastrica, no musculo esquelético e no epitélio
mamario (MASUZAKI et al, 1997).

O gene ob codifica um RNAm de 4.5 Kb que origina uma proteina com 167
aminoacidos. Na corrente sanglinea, a leptina circula como uma proteina nao
glicosilada de 16 kDa com 146 aminodcidos. A estrutura cristalina da leptina
assemelha-se muito a das citocinas (AHIMA & FLIER, 2000). Ha forte correlacédo
positiva entre os niveis de RNAm para leptina no tecido adiposo e suas
concentracgoes séricas (CONSIDINE et al, 1996).

Mutacdes no gene ob levam a deficiéncia de leptina. Camundongos ob/ob
tém delecao no gene ob e apresentam hiperfagia, hipotermia, obesidade mérbida e
inimeras anormalidades metabodlicas e neuroendodcrinas. Em seres humanos, o
quadro de deficiéncia de leptina é caracterizado por hiperfagia, obesidade mérbida e
hipogonadismo hipotalamico. Os camundongos ob/ob apresentam hiperinsulinemia,
hiperglicemia, hipercortisolismo e hipotermia, mas essas alteragdes metabdlicas
ainda nao foram observadas em seres humanos leptino-deficientes (MONTAGUE et
al, 1997). Ainda sdo desconhecidas as razdées que levam a essas diferencas entre
as espécies, mas elas sugerem que existam substanciais divergéncias nas acoes
fisioldgicas da leptina entre seres humanos e roedores (AHIMA et al, 2000).

Os efeitos da leptina sdo desencadeados através de sua interagdo com o seu
receptor (Ob-R) codificado pelo gene db. O receptor da leptina pertence a familia de
receptores de citocinas classe 1. O gene db pode codificar 6 isoformas de receptor

(Ob-Ra, b, c, d, e, f), resultantes de diferentes splicings (BJORBAEK et al, 1997).



Todas as isoformas possuem o mesmo dominio extracelular amino-terminal de
ligagdo ao horménio, porém diferem entre si quanto ao dominio intracelular carboxi-
terminal. A isoforma Ob-Re n&o apresenta dominio transmembrana nem intracelular,
circulando como um receptor soluvel. As demais isoformas apresentam diferentes
dominios intracelulares, todavia, somente a isoforma Ob-Rb, conhecida como
isoforma longa, contém todas as regides intracelulares necessarias a ativacao da via
de sinalizacdo Janus-Kinase (Jak) e do sinal ativador de transcricdo e traducao
(STAT). Essa via é conhecida como via Jak-STAT. As isoformas curtas sdo capazes
de ativar a via Jak, mas incapazes de ativar o STAT, inviabilizando a ac¢édo da leptina
sobre a ingestéo alimentar (AHIMA & FLIER, 2000).

A leptina se liga com alta afinidade ao homodimero Ob—R, desencadeando a
ativacdo da JAK2. Alteragbes nessa via de sinalizacdo, como atenuacdo da
fosforilacdo do STAT-3 ou diminuicdo da expressao do receptor inviabilizam a agéao
da leptina, conforme demonstrado em ratos Wistar idosos (GALAZ et al, 2002). Em
outro estudo, também utilizando ratos Wistar idosos, um modelo classico de
resisténcia periférica a insulina e central a leptina, encontrou-se inibicao da atividade
Jak por um membro da familia de supressores da sinalizagao de citocinas (SOCS-3)
(PERALTA et al, 2002). No hipotalamo, a leptina aumenta os niveis de RNAm do
SOCS-3, sugerindo ser este um mediador da resisténcia a leptina (PERALTA et al,
2002).

O Ob-Rb esta presente em regides hipotalamicas, co-localizado com o fator
de transcricado STAT3 e neuropeptidios importantes para a acao anorexigena da
leptina (HAKANSSON & MEISTER, 1998). Além da localizacdo hipotalamica, ja se

sabe que o receptor de isoforma longa também esta presente na hipéfise (JIM et al,



1999 & 2000) e na tiredide (NOWAK et al, 2002). Todavia, os efeitos mediados pela
acao direta da leptina nessas glandulas ainda s&o pouco conhecidos.

As isoformas curtas (Ob-Ra, ¢, d, e, f) sdo expressas no plexo coréide, no
endotélio vascular e em tecidos periféricos como os rins, o figado, os pulmdes e as
gbnadas (ELMQUIST et al, 1998). O efeito da leptina sobre o metabolismo
energético parece ser mediado apenas pela isoforma longa, enquanto as isoformas
curtas parecem ser responsaveis pelo transporte da leptina até o local de acao
hormonal (AHIMA et al, 2000).

Mutacées no gene db causam, em camundongos, insensibilidade a leptina,
hiperfagia, obesidade morbida, anormalidades metabdlicas e neuroendocrinas,
incluindo hipercortisolismo e hipogonadismo hipotaldmico (HALAAS et al, 1995). Em
seres humanos, as mutagcées no Ob-R sdo extremamente raras e, assim como as
mutagdes no gene ob, causam hiperfagia, surgimento precoce da obesidade e
hipogonadismo hipotalamico. Além dessas alteragcées ainda hd comprometimento
nas secre¢cdes do hormdnio estimulador da tiredide (TSH) e horménio do
crescimento (GH). Diferente do camundongo db/db, a mutagdo em seres humanos
nao esta associada com hiperglicemia, hipercortisolismo e hipotermia (CLEMENT et

al, 1998).

b) Regulacao da sintese

A sintese da leptina € influenciada pela quantidade de tecido adiposo
corporal. O tamanho do adip6cito é um importante determinante da sintese, pois
quanto maior é o tamanho da célula, maior é o conteudo de leptina, como observado
em um mesmo individuo com diferentes tamanhos de adipécitos (HAMILTON et al,

1995). A correlagdo entre os niveis sanglineos de leptina e o conteudo corporal de



tecido adiposo € direta. No entanto, a concentracao sérica de leptina decai algumas
horas apés o inicio do jejum, sem correlagdo direta com a reducao do conteudo de
tecido adiposo (SALADIN et al, 1995).

O efeito dos nutrientes sobre a regulacao da leptina parece ser mediado, em
parte, pela insulina. Em seres humanos, observa-se forte correlagdo entre o
aumento da expressao de leptina e o pico de secrecdo de insulina durante os ciclos
alimentares. Em cultura de células adiposas, a insulina estimula diretamente a
sintese de leptina (KOLACZYNSKI et al, 1996). Durante o jejum a queda nos niveis
de insulina é seguida do declinio nos niveis de leptina (BODEN et al, 1996).

A expressao da leptina também ¢é regulada por outros hormdnios, conforme
resvisto por Ahima et al em 2000, o tratamento em doses farmacoldgicas com
glicocorticdides, tanto em cultura de células como em roedores e seres humanos,
estimulou a sintese de leptina. No entanto, a regulagdo da leptina por niveis
fisioldégicos de glicocorticoides ainda é pouco compreendida. Além da regulagéao
pelos horménios, a sintese de leptina também pode ser positivamente regulada por
infecgdo aguda, endotoxinas e citocinas pro-inflamatérias e negativamente regulada
por exposicdo ao frio, catecolaminas e ativacdo dos receptores B-adrenérgicos

(Ahima et al, 2000).

c) O papel da leptina na homeostase energética

A classificacdo da leptina como fator anti-obesidade & baseada na sua
capacidade de inibir a ingestdo alimentar, aumentar o gasto energético e, por
consequéncia, diminuir a massa corporal e a adiposidade. A leptina parece exercer
seus efeitos sobre o metabolismo energético atuando em distintas regides do

encéfalo, através do receptor de isoforma longa (Ob-Rb). A presencga desse receptor



no hipotalamo parece ser maior no nucleo arqueado (TARTAGLIA, 1997;
SCHWARTZ et al, 2000; PEREIRA DA SILVA et al, 2003). No entanto, lesdes
hipotalamicas ventrobasais desencadeiam anormalidades no balango energético que
se assemelham aquelas descritas nas mutagcées de camundongos ob/ob e db/db.
Além disso, inje¢des intravenosas de leptina ativam neurbnios hipotalamicos
localizados em diferentes nucleos como o ventromedial, o dorsomedial e, ainda, nos
circuitos neuronais do tronco cerebral que regulam o comportamento alimentar e o
balanco energético (AHIMA et al, 2000).

Até o presente, duas sub-populacdes de neurdnios foram bem caracterizadas
no nucleo arqueado. Uma expressa 0s neurotransmissores orexigénicos:
neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a proteina agouti (AgRP) enquanto
a outra expressa 0s neurotransmissores anorexigénicos: horménio estimulante de a-
melanécitos (a-MSH) e o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART)
(AHIMA & FLIER, 2000).

Neurbnios o-MSH/CARTérgicos do nucleo arqueado possuem conexdes
inibitérias curtas com os neurdnios NPY/AgRPérgicos e conexdes inibitérias longas
com neurbnios localizados no nucleo hipotalamico lateral, além de possuirem
também conexdes excitatérias longas com neurbnios do nucleo paraventricular
(SCHWARTZ et al, 2000). As conexdes dos neurbnios NPY/AgRPérgicos sao
inibitérias longas com o nudcleo paraventricular e excitatérias longas com o nucleo
hipotalamico lateral (SCHWARTZ et al, 2000).

As conexdes de ambos os tipos de neurdnios se fazem com duas sub-
populacdes distintas tanto no ndcleo paraventricular quanto no ndcleo hipotalamico
lateral. No ndcleo paraventricular existem neurbnios que expressam 0s

neurohormonios: hormaonio liberador de corticotrofina (CRH) e horménio liberador de



tireotrofina (TRH) (SCHWARTZ et al, 2000). Ambos 0s neurotransmissores tém
funcbes anorexigénicas e pro-termogénicas, sendo que o TRH tem agéo,
predominantemente, pro-termogénica, enquanto CRH desempenha
predominantemente funcao anorexigénica (SCHWARTZ et al, 2000 & FLIER 2004).
Por outro lado, no nucleo hipotalamico lateral também foram caracterizadas duas
sub-populagcbes distintas, uma delas expressando a orexina, com papel
predominantemente orexigénico, e a outra expressando o horménio concentrador de
melanina (MCH), com papel predominante, porém nao exclusivamente, anti-
termogénico (SCHWARTZ et al, 2000; PEREIRA DA SILVA et al; FLIER 2004).

Num ambiente onde predominam os baixos niveis de leptina, como, por
exemplo, durante privagdo energética prolongada, a maior parte dos receptores Ob-
Rb no ndcleo arqueado esta desocupada (Figura 1). Nesta situagéo, predominam os
sinais e conexdes excitatorios para os neurdnios NPY/AgRPérgicos € os sinais e
conexdes inibitorios para os o-MSH/ CARTérgicos (FLIER, 2004). Como
resultado, ha aumento da expressao de orexina e MCH no nucleo hipotalamico
lateral, acompanhado da reducdo da expressdo de TRH e CRH no nucleo
paraventricular (SCHWARTZ et al, 2000). Por outro lado, ap6s uma refeicao ou
quando ha discreto ganho de massa de tecido adiposo, ha elevacdo dos niveis de
leptina, desencadeando redugdo da expressdo de orexina e MCH no nucleo
hipotalamico lateral e aumento da expressdo de TRH e CRH no nucleo

paraventricular (SCHWARTZ et al, 2000).



Figura 1 — Esquema representativo da fisiologia neuroenddcrina da leptina durante a
restricdo alimentar. ObRb- isoforma longa do receptor de leptina, NPY— neuropeptideo Y,
AGRP- peptideo relacionado a proteina agouti, a-MSH—melanocortina, CART—transcrito
regulado por cocaina e anfetamina, TRH — horménio liberador de tireotrofina, CRH —
horménio liberador de corticotrofina, MCH — horménio concentrador de melanina, sinal + :
efeito estimulatério, sinal - : efeito inibitério (Adaptado de Ahima & Flier, 2000).
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Os neurotransmissores expressos no nucleo hipotalamico lateral € no nucleo
paraventricular ndo sdo os efetores finais deste complexo sistema de controle da
fome e da homeostase energética, mas suas participagées sao indispensaveis para
que ocorra um funcionamento adequado e integrado de todo o sistema. Somente
através da modulagdo de intermediarios periféricos € que os sinais de fome e/ou
saciedade serdo convertidos em respostas funcionais adequadas que, em ultima
instancia, manterdo um ajuste entre a ingestdo alimentar e a termogénese,
resultando na estabilidade da massa corporal.

A sobrevivéncia dos inUmeros organismos € dependente da capacidade de
procurar, usar e conservar energia eficientemente. Seres humanos e outros

mamiferos possuem complexos mecanismos desenvolvidos para manter constante o



suporte energético necessario ao funcionamento celular. Por exemplo, a reducéo na
ingestao alimentar (dietas hipocal6ricas e/ou jejum) conduz ao decréscimo de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) séricos com simultanea elevagdo do T3 reverso
(rT3), um derivado metabdlico inativo (AHIMA et al, 2000), demonstrando a
capacidade adaptativa do organismo. Diante dessa situacdo ha também reducéo
significativa no gasto de energia e nas concentracoes séricas de leptina (ARAUJO et
al, 2008).

Tendo em vista que o receptor da leptina foi encontrado na hipéfise humana,
de camundongos e de ratos (JIM et al, 1999 & 2000), e na tiredide de ratos (NOWAK
et al, 2002), poderia se imaginar que além da influéncia central sobre a expressao
de TRH, durante o ajuste da homeostase energética, a leptina também possa

exercer acao direta sobre a secre¢cao de TSH e dos hormonios da tiredide.
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1.2 - HORMONIOS DA TIREOIDE

Os hormoénios T3 e T4 desempenham papel critico na diferenciagcdo, no
crescimento e no metabolismo celulares. Seus principais efeitos, na vida extra-
uterina, estdo vinculados a regulagdo do consumo de oxigénio e da taxa metabdlica,
por isso sao fundamentais para o funcionamento normal de quase todos os tecidos
(YEN, 2001). Os horménios tireéideos sdo importantes mediadores da homeotermia,
pois um dos seus principais efeitos biologicos € a aceleragdo do metabolismo
energético e do turnover de ATP com resultante consumo de energia e producao de

calor.

a) Aspectos anatomicos e histolégicos

A sintese dos horménios tiredideos € realizada pela glandula tiredide que se
localiza abaixo da cartilagem cricdide e é composta por dois lobos unidos por um
istmo, estando aderida as regides anterior e lateral da traquéia (LARSEN et al,
2002).

A unidade morfo-funcional da tiredide € o foliculo, que é constituido por uma
Unica camada de células epiteliais envolvendo uma regiao central contendo material
gelatinoso, denominado coléide. A superficie celular em contato com o lumen
apresenta microvilosidades que aumentam consideravelmente a area de contato
entre a membrana apical e o coléide (CAPEN, 1996).

As células epiteliais ou foliculares apresentam alturas variaveis, podendo ser
pavimentosas, cubicas ou cilindricas. A altura indica a intensidade do estimulo:
quanto menor for o estimulo, mais achatadas as células se apresentam. Em
condi¢cdes normais as ceélulas foliculares sao cubdides. O coldide € constituido por

mucoproteinas e uma glicoproteina chamada tireoglobulina. A tireoglobulina sofre
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iodacdo e corresponde a molécula na qual ha armazenamento dos horménios
tiredideos, a triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4). A tireoglobulina é endocitada e
hidrolisada para liberagdo desses horménios (ROSS et al, 1993).

b) Biossintese dos hormonios tiredideos

Metabolismo do iodo

O iodo é essencial para a sintese hormonal tiredidea, sendo necessario que
esteja disponivel em concentracbes adequadas para que quantidades normais de
hormonios tiredideos sejam sintetizadas. O iodo é naturalmente encontrado na agua
e em determinados alimentos como frutos do mar. Atualmente é adicionado ao sal
de cozinha e, ainda, pode ser encontrado em medicamentos, agentes de
diagnéstico, suplementos dietéticos e aditivos alimentares. A ingestao diaria de iodo
€ bastante variavel, dependendo do conteudo de iodo presente no solo e na 4gua de
diferentes regides. Do iodeto ingerido, uma minima por¢cdo € perdida nas fezes,
sendo a maior parte absorvida rapidamente pelo trato grastrointestinal. O iodeto
presente no fluido extracelular pode ser perdido no ar expirado ou através da pele,
entretanto, os principais 6rgaos envolvidos na depuracao do iodo sdo a tiredide e os
rins. O iodeto é filtrado pelo glomérulo renal, sendo a maior parte reabsorvida nos

tubulos renais por processo passivo (LARSEN et al, 2002).
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Transporte do iodo

A primeira etapa da biossintese dos hormonios tiredideos € o transporte ativo

do iodeto para o interior do tireécito. Este transporte € realizado pelo co-

transportador Na*/ I'(NIS) (Figura 2) (DOHAN et al, 2003). O NIS é uma
glicoproteina integral de membrana, localizada na membrana basolateral das células

foliculares tiredideas, que acopla o transporte de Na* a favor do seu gradiente

eletroquimico com o transporte de | contra o seu gradiente, ambos em dire¢do ao
interior da célula folicular (KAMINSKY et al, 1994). Para que este transporte ocorra,
€ necessario que haja disponibilidade de ATP como fonte de energia da Na*/K*-
ATPase (LARSEN et al, 2002). A atividade da Na*/K*-ATPase é fundamental para a
manutengao do gradiente de sddio entre os meios intra- e extracelulares. A atividade
do NIS é eletrogénica e sédio-dependente, sendo a estequiometria do co-transporte
2Na*:1I. (ESKANDARI et al, 1997). O gene do NIS foi clonado em 1996 (DAl &
CARRASCO, 1996; SMANIK et al, 1996) e posteriormente foi demonstrado que o
NIS também realiza o transporte ativo de I em outros tecidos, tais como: glandulas
salivares, mucosa gastrica e glandula mamaria lactante (DOHAN et al, 2003).

Uma vez que o iodeto se encontre no interior da célula folicular tiredidea, ele é
transportado através da membrana apical para o coldide. O transporte apical de
iodeto é realizado pela pendrina, um transportador de I e CI” (SCOTT et al, 1999). O
hormonio estimulador da tiredide (TSH, também chamado de tireotrofina) é capaz de
aumentar o transporte de iodeto, efeito este mediado pelo aumento da concentracao
intracelular de AMP ciclico (AMPc). Em resposta ao aumento de AMPc ha aumento
dos niveis de RNAm para o NIS e da expressao da proteina (DOHAN et al, 2003). O

TSH também parece regular o NIS em nivel pés-transcricional, influenciando sua
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distribuicao subcelular. Riedel et al (2001) mostraram que, na auséncia de TSH, o
NIS é redistribuido da membrana plasmatica para compartimentos intracelulares.
Recentemente, além do TSH, tem-se evidenciado o envolvimento da leptina
na regulagao do transporte de iodeto. O tratamento das células FRTL-5 (linhagem
celular derivada de tiredide murina) com leptina suprime a captacdo de |
previamente estimulada por TSH (ISOZAKI et al, 2004). Além disso, em animais
alimentados a leptina parece inibir a captacdo de iodeto quando administrada
agudamente, embora cronicamente determine aumento da captacdo de iodeto
(OLIVEIRA et al, 2007). Esses resultados sugerem que a leptina exercga efeito direto
sobre a glandula tiredide; no entanto, os achados ainda sdo insuficientes para se
concluir se o efeito da leptina € inibitorio ou estimulatorio sobre a captagéo de iodeto.
Tendo em vista que a leptina, seu RNAmM e seu receptor foram encontrados na
hipéfise humana, de camundongos e de ratos (JIM et al, 1999 & 2000), pode-se
imaginar também um efeito mediado pela a¢do da leptina sobre a secrecdo de TSH,

com consequente efeito sobre o NIS.
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Figura 2 - Esquema representativo da biossintese dos horménios tiredideos. Tg:
tireoglobulina, TPO: tireoperoxidase, H,O,: peréxido de hidrogénio; I': iodeto; T4: tiroxina;
T3: triiodotironina; TSH-R: receptor do hormdnio tireotréfico; NIS: co-transportador de Na* e
I, ANa" - K" ATPase: enzima sédio potassio ATPase (Adaptado de FILETTI et al, 1999).
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Oxidacao do iodeto e organificacao do iodo

A biossintese de T3 e de T4 inicia-se com a oxidacao do iodeto e a sua

organificacdo. A oxidacdo, em geral, ocorre de maneira muito rapida e o iodeto

oxidado é incorporado principalmente a tireoglobulina. A enzima responsavel pela

catalise destas reacbes € a tireoperoxidase (TPO) (Figura 2). A TPO é uma

hemoproteina glicosilada, presente na membrana plasmatica apical do tiredcito,
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tendo seu dominio catalitico voltado para o coldide. Atualmente, se aceita a hipétese

de que na TPO oxidada ha dois sitios para substrato, um para o | e outro para a

tirosina. Tanto um substrato quanto o outro sofrem oxidacdo monoeletrénica, com

consequente formacado dos radicais livres correspondentes (I' e Tyr'). Estes
substratos oxidados sofrem adicdo de radical, o que leva a formagdo de um
complexo terciario. H4, entdo, liberacdo do produto, monoiodotirosina (MIT).

Enquanto ainda ligada a TPO, a MIT pode sofrer uma oxidagdo monoeletronica

adicional, podendo, entdo, reagir com ", formando diiodotirosina (DIT) (TAUROG,
2000).

O TSH estimula a atividade da tireoperoxidase através do aumento da
transcricdo do gene para a TPO e da meia-vida do seu RNAm (CHAZENBALK et al,

1987).

Formacao das iodotironinas

Concluindo-se a formacéo de MIT e DIT, a etapa seguinte para a sintese dos
hormonios tiredideos é o acoplamento entre as iodotirosinas. Como consequéncia
deste acoplamento, ocorre a formacéo de diversas iodotironinas, dentre as quais, T3
e T4 (Figura 2). Para tal, duas iodotirosinas sao oxidadas a radicais livres e, em
seguida, ocorre interacado dos radicais iodotirosil através de um intermediario quinol-
éter, com formacao de iodotironinas (Taurog, 2000). O acoplamento entre 1 MIT e 1
DIT d& origem a 3,5,3-triiodotironina ou T3, enquanto o acoplamento de duas
moléculas de DIT leva a formagéo de 3,5,3,5-tetraiodotironina ou tiroxina (T4). A
TPO é a enzima responsavel por esta reagdo, necessitando de HO, como
substrato, gerado por uma enzima ou complexo enzimatico que utiliza NADPH, ou

seja, uma NADPH oxidase (VIRION et al, 1984). Nao ocorre acoplamento entre
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residuos tirosil ndo iodados, ja que tironina ndo-iodada ndo é um constituinte da
tireoglobulina. Isto sugere que seja necessario ocorrer antes a reagcado de iodagao
para que entdo haja o acoplamento. A relacdo T4/T3 encontrada na molécula de
tireoglobulina depende da disponibilidade relativa de MIT e de DIT. A formagéo de
T3 é favorecida na presenca de baixos niveis de iodo e quantidades maiores de MIT,
enquanto a sintese preferencial de T4 ocorrera em situacées nas quais haja mais
DIT e maior disponibilidade de iodo. Ha varias possibilidades de acoplamento entre
iodotirosinas, podendo haver até formacao de 3,3',5- T3 (T3 reverso), 3,5-T2, 3,3’-
T2, dentre outras (BIANCO & KIMURA, 1999).

Dentre os 134 residuos tirosil presentes na molécula homodimérica de
tireoglobulina, apenas 25 a 30 s&o passiveis de serem iodados, sugerindo que
apenas determinadas regides da proteina participam desta reagédo. Para a reagéo de
acoplamento, a limitagdo € ainda maior: apenas 6 a 8 residuos de iodotirosina
reagem entre si, com consequente formagcdo de 3 a 4 iodotironinas. Em situagdes
normais, quando nao h& caréncia ou excesso de iodo, cada molécula de

tireoglobulina pode conter até 3 a 4 moléculas de T4, enquanto o T3 s6 € encontrado

em 1 entre 5 moléculas de tireoglobulina (LARSEN et al, 2002).

Ao se comparar a tiredide com outras glandulas enddcrinas, observa-se que a
primeira estoca grandes quantidades de horménio e que o “turnover’ destes
hormbénios € bem mais lento. Isto pode ser muito importante em termos
homeostaticos, pois, havendo reserva, é possivel evitar que as concentragdes
hormonais decaiam bruscamente em situacdes de deficiéncia de sintese. Isto pode
ser melhor observado quando se administra medicamentos anti-tiredideos, em seres
humanos adultos normais, em dose suficiente para bloquear a sintese hormonal,

uma vez que somente apos duas semanas de tratamento é possivel observar um
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leve declinio nas concentragdes séricas de T4 em seres humanos (LARSEN et al,
2002). Em ratos, a diminuigdo de T4 é muito mais rapida e ja ocorre com 5 dias de
tratamento com metimazole (MMI) uma droga anti-tiredidea (MOREIRA et al, 2005 &

GROZOVSKY et al, 2007)

Secrecao hormonal

Apés a biossintese, os horménios tiredideos permanecem na molécula de
tireoglobulina, unidos por ligacdes peptidicas a outros aminoacidos. Para que T3 e
T4 sejam secretados, € necessario que estas ligagdes peptidicas sejam hidrolisadas.
A liberacdo dos hormdnios tiredideos inicia-se com a endocitose de uma goticula do
coldide. Os tiredcitos podem realizar a endocitose de duas maneiras diferentes. A
primeira € através de macropinocitose, em que ha formacdo de pseuddpodos na
membrana apical seguida de endocitose, quando o conteudo luminal € internalizado
inespecificamente. A segunda maneira € a micropinocitose, em que pequenas
vesiculas de endocitose sdo formadas na superficie apical da célula folicular. Na
micropinocitose, a endocitose pode ser inespecifica ou mediada por receptor ou
ambas. Em seres humanos, observa-se uma predominédncia da endocitose por
micropinocitose, embora o TSH estimule os dois tipos de endocitose (LARSEN et al,
2002).

A etapa seguinte para a liberacdo dos hormoénios tiredideos é a fusao das
vesiculas de endocitose com os lisossomas, o que leva a formagdo de
fagolisossomas. No interior do fagolisossoma, a tireoglobulina sofrera protedlise,
assim como outras proteinas que eventualmente estejam presentes. Varias
proteases estdo envolvidas neste processo de digestdo, sendo o pH 4&cido

encontrado no lisossoma importante para a atividade destas enzimas. Apds ocorrer
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a hidrolise, séo liberados aminoacidos, iodotirosinas e iodotironinas. Os aminoacidos
podem ser reutilizados na sintese protéica. As iodotirosinas podem sofrer
desiodagdo pela iodotirosina-desiodase dependente de NADPH, havendo
aproveitamento da maior parte do iodeto liberado. Os mais importantes produtos da
digestao da tireoglobulina, entretanto, sdo o0 T4 e o T3. A passagem dos hormdnios
tire6ideos do interior da célula folicular para a circulagao sistémica nao parece sofrer
nenhum tipo de regulacdo, embora a secrecdo hormonal seja estimulada
agudamente pelo TSH. Ja o aumento do conteudo intra-glandular de iodo inibe a

secrecao hormonal (LARSEN et al, 2002).

c) Metabolismo periférico dos horménios tiredideos

Germain & Galton, (1997) demonstraram que diferentemente do T4, cuja
producdo € exclusiva da tiredide, a maior parte do T3 sérico € gerado pela
desiodacgéao periférica do T4.

Até bem pouco tempo, o T3 era considerado o uUnico horménio tire6ideo com
atividade bioldgica, mas um grande numero de estudos tem mostrado que este
conceito deve ser reavaliado, pois se tem evidenciado que outras iodotironinas, em
particular o T2 (3,5-diiodotironina), tém efeitos biol6gicos (HORST et al, 1989;
O’REILLY & MURPHY, 1992; GOGLIA et al, 1994; MORENO et al, 1997; ARNOLD
et al, 1998; GOGLIA, 2005).

Sendo assim, o T4 sofre alteragdes metabdlicas nos tecidos periféricos,
gerando T3 e outras iodotironinas. A monodesiodagédo do T4 é caracterizada pela
retirada do atomo de iodo do anel externo (fendlico) ou interno (tirosilico). As
enzimas responsaveis por essas conversbes sdo denominadas iodotironinas

desiodases, pois catalisam reac¢des de retirada de um iodo por vez das iodotironinas.
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A familia dessas selenoproteinas compreende trés subtipos que sdo as desiodases
tipos 1,2 e 3 (D1, D2 e D3) (BIANCO et al, 2002).

A conversdo do T4 a T3 é catalisada pelas enzimas D1 e D2 através da
desiodacdo do anel externo (5-desiodagdo), sendo conhecida como via
bioativadora. A reacado de inativacado tanto do T4 como do T3 é catalisada pelas
enzimas D1 e D3 através da desiodacdo do anel interno (5-desiodacgao), sendo
considerada a via bioinativadora (Figura 3) (BIANCO et al, 2002). Assim sendo, a
D1 é a unica selenodesiodase que funciona como iodotironina desiodase do anel
externo e interno, enquanto a D2 apresenta atividade exclusivamente de desiodagao

externa e a D3 exclusivamente de desiodagéo interna (BIANCO et al, 2002).

Figura 3 — Esquema representativo das reagdes de ativagdo e inativagdo do T4 pelas
desiodases tipos 1 (D1), 2 (D2) e 3 (D3) (Adaptado de BIANCO & KIM, 2006).
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Desiodase do tipo 1 (D1)

Foi a primeira isoenzima reconhecida através de ensaios bioquimicos de
conversdo de T4 em T3 e também foi a primeira a ser clonada. Desse modo, ha
mais conhecimentos bioquimicos sobre a D1 do que sobre as outras enzimas como
revisto por Bianco et al, 2002.

A D1 é expressa em diversos tecidos. Em ratos, esta presente em figado, rim,
SNC, hipdfise, tiredide, intestino e placenta. Em seres humanos, ndo ha atividade no
SNC, mas seu RNAm estéa presente no figado, rim, hipéfise e tiredide (BIANCO et al,
2002).

A enzima D1 é uma proteina integral de membrana. Sua localizacao
subcelular, provavelmente, € na membrana plasmética, facilitando o acesso do T4
circulante a enzima, assim como a exportagao do T3 produzido a partir do T4 para o
plasma. Assim, grande parte do T3 plasmatico pode ser proveniente da atividade da
D1 (BIANCO & KIM, 2006).

Estd bem definido que em ratos, camundongos e seres humanos, o0s
hormonios tiredideos sdo os mais potentes reguladores da D1 hepética, renal e
hipofisaria, induzindo o aumento da sua atividade e estimulando a sua transcri¢cdo
génica (BERRY et al, 1991; KOHRLE , 1999). Entretanto, na glandula tireéide, a D1
é regulada positivamente pelo TSH (LEONARD & VISSER, 1986; KOHRLE, 1999).

A expressdo e a atividade da D1 também sofrem influéncias nutricionais. Em
situacdes de privacao de energia, como ocorre no jejum e na restricao alimentar
(dietas hipocaléricas), observa-se diminuicdo do T3 circulante relativo ao T4 e
aumento do rT3. Essas alteracdes podem ser interpretadas como decorrentes de
modificagdes na conversdo extra-tiredidea de T4 em T3 pela D1 (BIANCO et al,

2002). Recentemente, demonstramos que a reducdo na atividade da D1 hepatica,
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durante a restricdo alimentar, € secundéaria a redugdo dos horménios da tiredide,
pois ao administrarmos T4 a animais submetidos a 30 dias de restricdo alimentar,
observamos restauragdo dos niveis circulantes de T3 e consequente aumento na
atividade da D1 (ARAUJO et al, 2008). Além dos hormbnios da tiredide, a leptina
também parece influenciar a atividade da D1, conforme demonstrado por varios
autores (CUSIN et al, 2000 LISBOA et al, 2003; CABANELAS et al, 2006; MOURA et
al, 2008). Nesses trabalhos a leptina ora teve efeito estimulatério, ora inibitério,
demonstrando a necessidade de mais estudos para o melhor entendimento do efeito
da leptina sobre as desiodases. Além disso, nenhum dos efeitos observados foi em
modelo experimental de restricdo alimentar prolongada, onde a concentracao sérica
de leptina estd cronicamente reduzida. Portanto, ha um vazio de conhecimento, no
que diz respeito ao efeito da leptina sobre a modulagcao das desiodases, durante

condi¢des de balango energético negativo.

Desiodase do tipo 2 (D2)

A atividade da D2 foi primeiramente identificada na hipéfise como uma
monodesiodase de anel externo do T4, insensivel ao 6n-propil-2-tiouracil (PTU)
(BIANCO & KIM, 2006). Trabalhos posteriores demonstraram que o substrato
preferencial da D2 é o T4, gerando T3, mas que a enzima age também na
desiodacao do rT3, formando 3,3’ — T2. Esta isoforma catalisa apenas a remoc¢ao do
iodo do anel externo, diferente da D1 que pode desiodar tanto o anel externo quanto
o interno das iodotironinas (Figura 3), como revisto por Bianco et al, 2002.

Assim como a D1, a isoforma tipo 2 € um proteina integral de membrana,
sendo entretanto, uma enzima residente no reticulo endoplasmatico. Essa diferenca

de localizagdo entre a D1 (membrana plasmatica) e D2 (reticulo endoplasmatico)
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poderia explicar a existéncia de uma contribuicio minima na geragcdo de T3
intracelular por D1, em contraste com a grande fracdo gerada pela D2 (BIANCO et
al, 2002).

A atividade D2 é modulada em resposta a alteracdes séricas dos hormédnios
tiredideos. No hipotireoidismo hd aumento da atividade e do RNAm para D2 no
encéfalo de ratos, enquanto a reposicao hormonal leva a reducdo de ambos. Esta
regulacao parece ser importante para proteger os tecidos que expressam D2 contra
os efeitos deletérios de quantidades insuficientes ou excessivas de T3 (BIANCO et
al, 2002). Além da regulagédo por T3, a atividade D2 hipofisaria € também regulada
por TRH, cuijo efeito é estimulatério (KOHRLE et al, 1991).

Parecia ser um consenso que a principal contribuicdo da D2 sobre o
metabolismo hormonal extra-tiredideo era regular os niveis intracelulares do T3 em
tecidos criticamente dependentes deste. Todavia, hoje j4 se sabe que além da
contribuicdo para geragdo do T3 intracelular, esta enzima também pode contribuir
para a formagéo do T3 liberado para a circulagéao (MAIA et al, 2005).

A D2 apresenta distribuicdo tecidual relativamente ampla, embora mais
restrita que a D1. Em ratos, a atividade D2 é encontrada, predominantemente, na
hipdfise, encéfalo e tecido adiposo marrom.

Tecidos que expressam D2 apresentam atividade aumentada durante o
hipotireoidismo e a deficiéncia grave de iodo. Este aumento da D2 leva a aumento
da conversao local de T4 para T3, o que pode ser visto como um mecanismo
adaptativo destes tecidos em resposta a queda dos niveis circulantes dos horménios
tire6ideos (BIANCO et al, 2002). Cettour-Rose et al (2002), demonstraram que,
durante privacdo energética, a restauracdo dos niveis séricos de T3 determinada

pela leptina exdgena é mediada pelo aumento na atividade da D2 no tecido adiposo
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marrom. Em 2005, Coppola et al demonstraram que o aumento na atividade da D2
hipotalamica durante o jejum é determinado pela combinacéo entre a redugéo sérica
de leptina e aumento de corticosterona. Ao repor a leptina sérica, diminuida pela
condicao do jejum, a atividade da D2 era restaurada, contribuindo para elevacao do

T3 sérico (COPPOLA et al, 2005).

Desiodase do tipo 3 (D3)

A principal via de inativagcao do T3 é através da atividade desiodase do tipo 3,
que remove o0 atomo de iodo do anel tirosilico da iodotironina. Essa enzima protege
os tecidos do excesso de hormonios tiredideos, como revisto por Bianco et al, 2002.

Sua localizagdo subcelular ndo esta bem definida, mas parece estar
associada a fragao microssomal (BIANCO et al, 2002).

A atividade da D3 no SNC aumenta no hipertirecidismo e diminui no
hipotireoidismo, com niveis indetectdveis de RNAm para D3 no encéfalo de
individuos hipotireéideos (BIANCO et al, 2002).

A expressdo da D3, em mamiferos, parecia estar relacionada ao
desenvolvimento, sendo a enzima bastante expressa durante as fases criticas do
desenvolvimento do SNC, quando possivelmente teria papel protetor contra danos
relacionados a exposicao precoce de altas concentracbes dos horménios tiredideos
(BIANCO et al, 2002). No mamifero adulto, em condi¢des normais, a isoforma D3
tem distribuicdo bastante limitada, estando presente somente em placenta, pele e
sistema nervoso central (CROTEAU et al, 1995). Porém, a expressao da D3 também
pode ser induzida em resposta a inflamacéao e leséo teciduais, como demonstrado
por Rich et al, 2008 durante a inflamagéao aguda pulmonar e por Olivares et al, 2007

durante o infarto agudo do miocérdio.
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O T3 é fundamental para um desenvolvimento fetal normal. Entretanto, niveis
elevados deste horménio s&o prejudiciais para o feto, podendo levar a mal-
formacdes e morte. Assim, é necessario que durante o desenvolvimento os niveis
séricos e intracelulares de T3 sejam mantidos dentro de um limite estreito
(CARVALHO, 2003). Durante este periodo, a D2 e a D3 exercem um papel
fundamental no controle do T3 sérico, enquanto a D1 parece ser mais importante

posteriormente (BIANCO et al, 2002).

d) Regulacao da funcao tiredidea

Eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide

A tireGide, assim como outras glandulas do sistema endécrino, esta sob a
regulacdo do eixo hipotdlamo-adenohipoéfise. A fungdo de todo este complexo é
regulada por um modelo basico de retroalimentacdo negativa envolvendo o
hormoénio liberador de tireotrofina (TRH) produzido pelo hipotalamo, o hormdnio
tireotréfico (TSH) produzido pela hipéfise e os hormdnios tiredideos (T3 e T4)
(LARSEN et al, 2002).

O principal regulador da funcao tiredidea é o hormdnio estimulador da
tiredide, TSH. Células da adenohipofise denominadas tireotrofos sao as
responsaveis pela sintese e secrecao de TSH. O TSH é uma glicoproteina e possui
duas cadeias peptidicas, alfa e beta. Para que o TSH possa influenciar a fungéao
tiredidea, € necessario que as células foliculares expressem o receptor para este
horménio. O receptor do TSH (TSH-R) pertence a superfamilia dos receptores
acoplados a proteina G: Gs e Gg (RASPE & DUMONT, 1991). Assim, quando o TSH
se liga ao seu receptor na membrana das células foliculares, ocorre ativagédo da

adenilato ciclase e, quando em altas concentragcdes, também ha ativacdo da
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fosfolipase C (DUMONT & VASSART, 2001). Como consequéncia, ocorre uma série
de modificagdes no metabolismo da célula folicular, que leva ao estimulo da
producédo hormonal e também ao crescimento da glandula (LARSEN et al, 2002).

Existem trés hormobnios de grande importancia no controle da sintese e
secrecao do TSH: o T3 e a somatostatina, que tém acgao inibitéria e o TRH, que tem
efeito estimulatorio.

O TRH ¢é sintetizado como um precursor, o pré-pro-TRH. Apds o
processamento, ha formacgao do tripeptideo modificado, o TRH. Quando o TRH liga-
se ao seu receptor nos tireotrofos adenohipofisarios ocorre estimulo da sintese de
ambas subunidades do TSH, assim como do seu processamento poés-traducional
(LARSEN et al, 2002). Apesar do TRH, agir em balango com reguladores
hipotalamicos inibitérios, como a somatostatina e a dopamina, os hormdnios
tire6ideos exercem o controle mais importante do feedback negativo, isto €, sdo
capazes de inibir a secrecao de TSH, agindo diretamente nos tireotrofos (SCANLON,
2001).

O que se observa em individuos normais é que um eventual aumento nas
concentracées séricas de hormdénios tiredideos tem como conseqUéncia a
diminuicdo da producdo de TSH. A reducdo da quantidade de TSH que chega a
tire6ide leva a diminuicdo do estimulo do TSH sobre a glandula, assim, a tiredide
produzira menos hormonios tiredideos, de forma que as concentracées de T3 e T4
circulantes retornem a faixa da normalidade. Na situagdo oposta, quando ha
diminuicdo nas concentracdes circulantes de hormdnios tiredideos, a inibicao da
producdo de TSH diminui com conseqliente aumento na sintese e secrecao deste

horménio e estimulo a produ¢do hormonal pela tiredide. Assim, as concentra¢des de
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T3 e T4 sao restauradas e diminui o estimulo para a liberacdo de TSH (LARSEN et
al, 2002).

Sob certas condigdes, a regulacao do eixo tiredideo através do mecanismo de
retroalimentacado negativa pode ser alterada. Durante a restricao alimentar (jejum ou
dieta prolongada) ha reducao das concentracdes séricas de T3 e T4, diminuicdo ou
concentracées normais de TSH e reducdo na expressdao de TRH. Este quadro
parece ser mediado pela reducao sérica de leptina que suprime a regulacao do eixo
através da reducao da expressdo do RNAm do TRH no nucleo paraventricular. Esse
efeito da leptina parece ser mediado indiretamente pelos neurdnios do nucleo
arqueado que expressam POMC e NPY e diretamente através dos receptores Ob-R
colocalizados com os neurdnios paraventriculares que expressam TRH e ainda,

regulando a atividade da regido promotora do gene do TRH (AHIMA et al, 2000).
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1.3 - TIREOIDE e LEPTINA

Apesar de 14 anos terem se passado desde a descoberta da leptina, ainda
hoje se busca compreender os mecanismos envolvidos na regulacdo da ingestao
alimentar e do gasto energético. Tendo em vista que os principais efeitos dos
hormonios da tiredide estdo vinculados a regulagdo do consumo de oxigénio e da
taxa metabdlica (YEN, 2001), é possivel que a leptina e os hormoénios tiredideos
exercam suas acOes sobre o metabolismo energético por intermédio de efetores
comuns.

Sabendo-se que a leptina, seu RNAm e seu receptor foram encontrados na
hipéfise humana, de camundongos e de ratos (JIM et al, 1999 & 2000), pode-se
imaginar um efeito sobre o metabolismo energético mediado pela agédo direta da
leptina sobre a secregédo de TSH. Além da hipdfise, a tiredide também expressa o
receptor para leptina e sua acgdo direta sobre os tiredcitos vem sendo demonstrada
(NOWAK et al, 2002; ISOZAKI et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2007). Na literatura, a
relagcéo entre leptina e hormdnios da tiredide € bastante controversa.

Até o momento, estda bem estabelecido que durante o estado de inanigdo ha
reducao sérica de leptina, levando a inibicao da liberagdo de TRH que, por sua vez,
leva a diminuicdo de TSH, conduzindo assim a reducao da funcao tiredidea (AHIMA
et al, 2000).

A normalizacdo dos niveis circulantes de leptina, durante o jejum em
roedores, causa retorno parcial dos horménios do eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide
(AHIMA et al, 1996; SEOANE et al, 2000). Em seres humanos, a supressao da
secrecao de TSH induzida por 72 horas de jejum € abolida quando os individuos séo
repostos com leptina, todavia esta mesma reposi¢cao € incapaz de induzir alteragdes

sobre as concentragdes plasméaticas diminuidas de T3 e aumentadas de rT3 (CHAN
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et al, 2003). Entretanto, recentemente, individuos tratados com baixas doses de
leptina apés 10 % de redugdo na massa corporal apresentaram aumento nas
concentracoes séricas de T3 e T4, sem modificacdo sérica do TSH (ROSENBAUM
et al, 2005).

Ortiga et al, (2002) demonstraram que a injecdo aguda de baixa dose de
leptina em animais alimentados exerce efeito estimulatorio sobre secrecao de TSH.
Esse efeito da leptina sobre 0 TSH vem sendo justificado pela acao estimulatéria da
leptina sobre a sintese e liberacdo de TRH (AHIMA et al, 1996; LEGRADI et al,
1997), uma vez que o efeito direto da leptina na hipdéfise sobre a secrecédo de TSH in
vitro € inibitorio (ORTIGA et al, 2002).

Alguns autores demonstram que o hipotireoidismo, condigdo de reducao
sérica de T3 e T4, é coincidente com a reducéo sérica de leptina, independente do
indice de massa corporal (VALCAVI et al, 1997; DIEKMAN et al, 1998; YOSHIDA et
al, 1998). No entanto, outros autores demonstram o inverso (ESCOBAR-
MORREALE et al, 1997; LEONHARDT et al, 1998; PINKNEY et al, 1998), de forma
que uma relagdo consistente entre as concentragbes séricas de leptina e dos
hormonios da tirebide ainda néo esta estabelecida.

Os horménios da tiredide sdo os mais importantes inibidores fisiolégicos da
secrecao de TSH. Essa forte regulacdo negativa dos horménios da tiredide sobre a
producdo e liberacdo de TSH e TRH determina o padrdo regulatério do eixo
hipotalamo-hipofise-tiredide (LARSEN et al, 2002). No entanto, o estado nutricional
pode alterar esse padrao regulatério de retroalimentacao negativa do eixo, conforme
observado em ratos submetidos a 30 dias de restricdo alimentar, nos quais as
concentracbes séricas de T4 e T3 estavam diminuidas assim como as

concentracoes séricas de TSH (ARAUJO et al, 2008).
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Em individuos obesos, sem restricdo alimentar, a concentragcdo de leptina no
fluido espinhal correlaciona-se positivamente com a concentragdo sérica de T4. Ao
serem submetidos a dietas hipocal6ricas apresentam subseqientemente diminuigao
da concentragao de leptina no fluido espinhal que se correlaciona a diminuicao nas
concentracoes seéricas dos horménios tiredideos, mas essa diminuicdo dos
hormonios da tire6ide ndo determina aumento nas concentragdes séricas de TSH
(KROTKIEWSKI, 2002).

Hoje, a literatura sobre a relacdo entre tiredide e leptina é bastante
controversa, 0 que pode ser explicado pelas diferentes metodologias usadas que
vao desde diferentes doses administradas a condi¢cdes alimentares (alimentado ou
jejum) diversas.

Tendo em vista que os horménios tiredideos exercem papel fundamental na
regulacdo do metabolismo energético e que a leptina parece interferir no
funcionamento da glandula, € de extrema relevancia compreender os efeitos da
administracéo de leptina sobre a fungéo tiredidea tanto de animais alimentados
como de animais submetidos a restricdo alimentar, nos quais ha redugédo dos niveis
sericos de leptina. Para tanto, estudamos os efeitos da mesma dose de leptina
administrada por 10 dias sobre a fungéo tiredidea em 2 modelos animais: estudo 1:
animal alimentado; estudo 2: animal submetido a restricdo alimentar prolongada.
Além disso, visando compreender os mecanismos pelos quais a leptina produz seus
efeitos sobre os tiredcitos, avaliou-se também o efeito do tratamento com leptina

sobre a linhagem de tiredide de rato, células PCCL-3 (estudo 3).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia fisiolégica da leptina sobre a regulacdo da funcao

tiredidea.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar o efeito inibitério da dose diaria de 20ug/100g m.c. de leptina sobre a

ingestao alimentar em ratos alimentados ad libitum;

Investigar os efeitos da leptina sobre a massa corporal e o conteludo de gorduras

retroperitoneal e epididimal em ratos alimentados ad libitum;

Comparar os efeitos da restricdo alimentar (40%) sobre o conteudo de gorduras
retroperitoneal e epididimal com os efeitos da leptina;

Avaliar se a administracdo prolongada de leptina € capaz de influenciar as
concentragOes séricas de T3, T4, TSH e corticosterona em animais alimentados

ou submetidos a restricao alimentar (40%);

Analisar os efeitos da leptina sobre a atividade das enzimas desiodases tipo 1,
na tiredide, no figado e no rim e tipo 2 no hipotalamo, na hipéfise e no tecido
adiposo marrom tanto em animais alimentados como em animais em restricdo

alimentar;

Avaliar se a leptina tem efeito direto sobre a glandula tiredide, quantificando as
atividades do co-transportador Na*/I" (NIS) e da enzima tireoperoxidase (TPO),

em animais alimentados ou em restricao alimentar;

Estudar a acdo da leptina sobre a atividade do co-transportador Na*/I" (NIS) em
células PCCL-3.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - ESTUDO 1: Efeito da leptina sobre a funcao tiredidea em ratos

alimentados ad libitum

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 3 meses de idade
(250 — 300 g), mantidos em gaiolas individualizadas sob condi¢des de temperatura
(28 °C) e ciclo claro/escuro (12h / 12h, com ciclo claro iniciando as 19h) controladas.
Todos os animais tiveram agua e ragao oferecidos ad libitum.

Ap6s o0 periodo de 1 semana para aclimatacdo, os animais foram,
aleatoriamente, separados para receber leptina ou veiculo, formando os seguintes

grupos: Controle (C) e Leptina (L).

Administracao de leptina

A leptina (recombinante de rato) utilizada foi fornecida pelo National Institute
of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases — NIDDK (Torrance, Califérnia, USA).

A administracao foi por via subcutanea (s.c.), 2 vezes ao dia durante 10 dias
seguidos, sendo a primeira injecdo as 8 horas e a segunda as 17 horas. A dose
administrada foi de 10 pug/100 g de massa corporal (m.c.). A dose diaria de 20
ug/100 g m.c. (0,2 ug/g) foi escolhida através de experimento-piloto, por ter
normalizado os niveis séricos de leptina nos animais submetidos a restricao
alimentar (Figura 4). Os animais que nao foram tratados com leptina receberam 100

pL do veiculo (tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,4), nas mesmas condi¢des da
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administracao da leptina. Todos os animais foram sacrificados 3 horas apés a ultima

injecao de leptina ou veiculo.

Figura 4 — Concentragado sérica de leptina em experimento-piloto para escolha da dose de
leptina (0,2 ug/g). C (controle, n=5), R (restricao alimentar, n=5), L (leptina, n=5). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas. Nivel de significancia p<0,05.
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Controle da ingestao e da massa corporal

Durante todo o periodo experimental (10 dias) a ingestao alimentar e massa
corporal foram aferidos utilizando-se balanca digital (Precision) com variacdo de

duas casas decimais. Ambas as medidas foram realizadas a cada 2 dias.
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Sacrificio dos animais

No ultimo dia experimental, metade dos animais foi separada para receber

solugao de radioiodo Na'®°l (

3700 Baq, i.p., Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra).
Desses animais somente foram utilizadas as tiredides para as atividades do NIS e da
TPO. Da outra metade dos animais, foram coletados sangue e tecidos para as
analises. Para a obtencdo do soro foi realizada a centrifugacdo (1000 x g, 15
minutos, 4 °C) do sangue em tubos individualizados com a retirada do sobrenadante
(soro). As amostras de soro foram aliquotadas em 3 tubos e armazenadas a — 70 °C
até o momento das andlises das concentracdes séricas de TSH, T3, T4, leptina e
corticosterona através de radioimunoensaios especificos.

As gorduras retroperitoneal e epididimal foram retiradas, pesadas e

relacionadas a massa corporal do animal no dia do sacrificio.

Os tecidos excisados foram armazenados a — 70 °C para posterior dosagem
da atividade das enzimas desiodases - D1 (figado, rim e tiredide) e D2 (hipotalamo,

hipofise e tecido adiposo marrom).
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Figura 5 - Esquema representativo da metodologia experimental do estudo 1.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL - Estudo 1
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3.2 - ESTUDO 2: Efeito da reposicao de leptina sobre a funcao

tiredidea de ratos submetidos a restricao alimentar (40%)

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 3 meses de idade

(250 — 300 g), mantidos em gaiolas individualizadas sob condi¢cdes de temperatura

(283 °C) e ciclo claro/escuro (12h / 12h, com ciclo claro iniciando as 19h) controladas.

Todos os animais tiveram agua e racao oferecidos ad libitum até o momento de se

iniciar a restricdo alimentar.
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Restricao alimentar

Com o intuito de estabelecer a ingestdo diaria de cada animal, a racao
ingerida foi controlada durante o periodo de 1 semana. Para tanto, os animais foram
alocados em gaiolas individualizadas. Cada animal teve acesso a 100 gramas de
racao por 24 horas. Assim, através da subtragcdo da ragdo oferecida pelo resto
encontrado na gaiola obtinha-se o valor da ingestdo diaria (100 g — X g = ragéao
ingerida por dia (g)). Ao final de 1 semana foi realizado o calculo da ingestéo diaria
média.

De acordo com dados da literatura (SALIH et al, 1993; GAZDAG et al, 1999;
DAVIDSON et al, 2002; ARAUJO et al, 2008) foi estabelecido o valor de 60% da
ingestdo média para ser oferecido aos animais em restricdo alimentar.

Aleatoriamente, parte dos animais foi separada para receber a restricao
alimentar. Diariamente, os animais em restricdo alimentar recebiam a quantidade de
racao que fora determinada pelo calculo de privacao de 40% da ingestdo alimentar.
Os animais do grupo controle receberam racdo ad libitum. Este procedimento foi

mantido por 25 dias até a data do sacrificio.

Controle da massa corporal

Durante todo o periodo experimental (25 dias) a massa corporal dos animais
foi aferida utilizando-se balanca digital (Precision) com variacdo de duas casas
decimais.

Apés 15 dias do inicio da restricdo alimentar, metade dos animais em restricdo
passou a receber leptina. Assim, os novos grupos formados foram: Controle (C);

Restricdo alimentar (R) e Restricao alimentar + Leptina (RL).
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Administracao de leptina

De acordo com protocolo, previamente estabelecido pelo nosso grupo
(ARAUJO et al, 2008), foi administrada Leptina apdés os 15 primeiros dias de
privacdo energética de 40%. A leptina foi administrada por via subcutanea (s.c.), 2
vezes ao dia durante 10 dias seguidos, sendo a primeira injecao as 8 horas e a
segunda as 17 horas. A dose administrada foi de 10 ug/100 g de massa corporal
(m.c.), sendo a dose diaria de 20 ug/100 g m.c. (0,2 ug/ g m.c.); escolhida através de
experimento-piloto onde foi capaz de normalizar os niveis séricos de leptina nos
animais submetidos a restricado alimentar (Figura 4). Os animais que nao foram
tratados com leptina receberam 100 uL de veiculo (tampéao fosfato de sédio 10 mM,
pH 7,4) por via subcutdnea nos mesmos horarios da administracdo da leptina. Os
animais foram sacrificados 3 horas apoés a ultima inje¢cédo de leptina ou salina (Figura

6).

Sacrificio dos animais

No ultimo dia experimental, metade dos animais foi separada para receber
solucdo de radioiodo Na'?®l (3700 Bq, i.p., Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra).
Desses animais somente foram utilizadas as tiredides para as atividades do NIS e da
TPO.

Da outra metade dos animais, foram coletados sangue e tecidos para as
andlises. Para a obtencdo do soro foi realizada a centrifugacédo (1000 x g, 15
minutos, 4 °C) do sangue em tubos individualizados com a retirada do sobrenadante
(soro). As amostras de soro foram armazenadas a — 70 °C até o momento das
analises das concentragdes séricas de TSH, T3, T4, leptina e corticosterona através

de radioimunoensaios (RIE) especificos.
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As gorduras retroperitoneal e epididimal foram retiradas, pesadas e

relacionadas a massa corporal do animal no dia do sacrificio.

Os tecidos foram excisados e armazenados a —70 °C para posterior dosagem
da atividade das enzimas desiodases - D1 (figado, rim e tiredide) e D2 (hipotalamo,

hipdfise e tecido adiposo marrom).

Figura 6 - Esquema representativo da metodologia experimental do estudo 2.
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3.3 — ANALISES (Estudos 1 e 2)

3.3.1 - Radioimunoensaios (RIEs)

Leptina

As dosagens de leptina sérica foram feitas por RIE especifico, empregando
um kit fornecido pela Linco Research, Inc. (Rat Leptin RIA Kit — RL-83K) que é
constituido por reagentes prontos para o uso: tampao de amostra, leptina murina
purificada em concentracdes de 0,5;1; 2; 5; 10; 20 e 50 ng/mL para a curva padrao,
anticorpo anti-leptina murina (12 anticorpo), leptina purificada por HPLC e marcada
com '?°| e anticorpo anti-IgG (22 anticorpo). Os coeficientes de variacdo intra- e inter-
ensaio foram 3,3-6,8% e 4,1-2,0%, respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi
de 0,5 ng/ml, usando volume de 100 ul por amostra. Para a realizacao do RIE

utilizamos o protocolo fornecido pelo fabricante. O resultado foi expresso em ng/ml.

TSH

A determinagdo dos niveis séricos de TSH foi realizada através de
radioimunoensaio especifico, utilizando um kit fornecido pelo “National Hormone and
Peptide Program/NIDDK” (Dr. Parlow, Bethesda, MD, USA), e expressos em termos
da preparacdo de referéncia 3 (RP-3). Este kit € composto por TSH murino
purificado para a preparacao das amostras utilizadas na curva padrao (0,625 a 25
ng/ml), TSH murino para ser iodado e anticorpo de coelho anti-TSH murino (1°
anticorpo).

A iodagdo da molécula de TSH com I foi realizada em nosso laboratério,
pelo método da cloramina T, sendo a molécula marcada purificada em uma coluna

de Biogel (Biogel-P60 fino da Bio-rad, EUA), conforme previamente descrito
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(ORTIGA, 1992). O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo (anti-rabbit 19G,
SIGMA), com adi¢cao de 6% de polietilenoglicol (PEG) (Isofar, Rio de janeiro, Brasil).

Os coeficientes de variagdo intra- e inter-ensaio foram 7,7 e 6,5%,
respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 0,625 ng/ml usando volume de

100 pl por amostra. O TSH sérico foi expresso em ng/ml.

T3 e T4

As concentracoes séricas de T3 e T4 foram determinadas através de Kit
comercial para RIE de T3 (DLS — 3100 Active®, TX, EUA) e T4 (DLS — 3200, Active®,
TX EUA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de
polipropileno e com T3 e T4 marcados com '®| como tragador. As curvas padréo
foram preparadas com T3 e T4 em soro de rato livre de iodotironinas (soro zero) nas
concentracdes de 25 a 1000 ng/dL e 1 a 50 pg/dL, respectivamente. Para o kit de T3
os coeficientes de variacdo intra- e inter-ensaio foram 4,2 e 6,0% e 7,1 e 7,4%,
respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 4,3 ng/dl, usando volume de 50ul
por amostra. Para o kit de T4 os coeficientes de variacao intra- e inter-ensaio foram
7,1e7,4% e 2,9 e 5,1%, respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 0,4 pg/dl
usando volume de 25 pl por amostra. Todo o procedimento foi realizado seguindo-se
as recomendagdes do fornecedor. Os resultados foram expressos em ng/dl para o

T3 e em pg/dl para o T4.
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Corticosterona

As concentracOes séricas de corticosterona foram medidas usando o kit de
RIE da ImmuChem™ '%.| obtido pela MP Biomedicals, LCC (Orangeburg, NY, USA).
O kit, especificamente desenvolvido para analise laboratorial em roedores, contém

corticosterona marcada com %]

e anticorpo especifico de coelho para
corticosterona. A analise dos niveis séricos de corticosterona é realizada através da
técnica de dupla ligacdo ao anticorpo. Os coeficientes de variacdo intra- e inter-
ensaio foram 4,4 e 10,3% e 6,5 e 7,1%, respectivamente e a sensibilidade do ensaio
foi de 7,7 ng/ml, usando volume de 100 pl por amostra. Para a realizacdo do RIE
utilizamos o protocolo fornecido pelo fabricante. A corticosterona sérica foi expressa
em ng/dl.

A contagem da radioatividade dos RIEs foi realizada em um cintilador de fase

sélida (1470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter, Turku, Filand).

3.3.2 - Funcao tiredidea

Captacao de radioiodo

Para avaliar a funcdo do co-transportador Na*/I" (NIS) foi utilizada a técnica
desenvolvidas por Ferreira et al (2005) em nosso laboratério.
Resumidamente, 15 minutos antes da eutanasia cada animal recebeu solucao

intraperitoneal de radioiodo Na'®| (

3700 Bq i.p., Amersham, Buckinghamshire,
Inglaterra). As tiredides foram removidas e pesadas. A radioatividade das glandulas
foi medida, usando contador gama de fase sélida (7470 Wallac Wizard™ automatic
gamma counter, Turku, Filand) e expressa como o percentual da dose de '®I

administrada por mg de tiredide.
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Atividade da enzima tireoperoxidase (TPO)

A extragdo da TPO de tiredides foi realizada como descrito anteriormente
(MOURA et al, 1987 & 1989; CARVALHO et al, 1994; NAKASHIMA & TAUROG,
1978; POMMIER, 1978). Cada tiredide foi homogeneizada em 0,5ml de tamp&o Tris-
HCl 50 mM, pH 7,2, contendo iodeto de potassio 10° M, utilizando-se
homogeneizador elétrico (Ultra-Turrax T-25, Ika-Labortechnik, Germany). QOs
homogenatos foram centrifugados (100.000 x g, 1h, 4 °C) e o precipitado foi
ressuspenso em 0,5 ml de triton (1%) e mantido a 4 °C em camara fria por 24 horas.
A seguir, foi realizada uma nova centrifugacdo nas mesmas condigdes. O
sobrenadante contendo TPO pseudo-solubilizada foi utilizado nos ensaios de
medida da atividade TPO. O conteudo de proteina da amostra foi medido através do
método de Bradford (1976).

A atividade de oxidacdo do iodeto da tireoperoxidase foi medida como
descrito anteriormente (MOURA et al, 1987 & 1989; CARVALHO et al, 1994;
NAKASHIMA & TAUROG, 1978; POMMIER, 1978). Para tal, quantidades crescentes
da preparacao contendo TPO foram adicionadas a uma cubeta contendo iodeto de
potassio 24 mM, glicose 11 mM e tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4, em
volume final de 2ml. A seguir, adicionou-se 10 ul de glicose oxidase 0,1%
(Boehringer Grade |) para iniciar a reacao. A absorbancia (A) foi entdo medida em
um espectrofotometro Hitachi U-3300, no comprimento de onda de 353nm durante 4
minutos. O AAsssnm/min foi determinado a partir da porcao linear da curva de reacao
e relacionado com a concentragdo de proteina da amostra. O resultado foi expresso

em U/g de proteina. 1 unidade de atividade TPO corresponde a AAssznm/min = 1,0.
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3.3.3 - Atividade das enzimas iodotironina-desiodases

Tipo 1 (D1)

A atividade da enzima D1 foi determinada pelo método previamente publicado
(BERRY et al, 1991) e adaptado por Antonio Carlos Bianco e Peer. Reed Larsen
(comunicacao pessoal).

As amostras teciduais (figado, rim e tiredide) foram homogeneizadas em
tampéao sacarose-DTT (0,25 M sacarose e 10 mM DTT). Para figado e rim foram
pesados 25 mg do tecido, em balanca digital (Precision advanced) e
homogeneizados em 1000 pl de tampao, enquanto a glandula tiredide foi
inteiramente  homogeneizada em 500 pl de tampado. Os tecidos foram
homogeneizados, em gelo, em Ultra-Turrax T25 (/ka-Labortechnik,Germany). Os
homogenatos foram armazenados a — 70 °C até o dia do ensaio.

Aliquotas de 20 uL foram guardadas separadamente, a — 20 °C para dosagem
de proteinas pelo método de Bradford (1976). As amostras foram solubilizadas com
NaOH 2,5 N pelo menos 30 minutos antes da dosagem (em duplicata) e a albumina
bovina sérica (BSA — SIGMA, MO, EUA) foi utilizada para a construcdo de uma
curva padrao.

Antes da dosagem da atividade da D1 foi necessario purificar o tragador
radioativo em virtude do decaimento radioativo e da desiodacado das iodotironinas
marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Esta etapa garantiu que todo o iodo
radioativo presente apos a reac¢ao de desiodacao advinha da agdo enzimética. Para
isso, foi utilizada uma coluna de 2 cm de Sephadex™ LH-20 (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) para obter somente o rT3 radioativo presente na solugado
(Perkinelmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 pL

da iodotironina marcada foi diluida em 12 mL de H>O destilada e aplicada a coluna.
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Desprezou-se o eluato, pois o rT3 radioativo, o0 composto de interesse, fica retido na
trama da coluna. Apos esta etapa, a coluna foi lavada por duas vezes com 6 mL de
H.O MilliQ, e posteriormente, foram adicionados 500 pL de etanol 70% por nove
vezes. O eluato de etanol 70% contendo a iodotironina foi colhido em sete tubos de
vidro, de onde 5 uL foram retirados para contagem da radioatividade no contador
automatico (1470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter, Turku, Filand), com o
intuito de determinar a quantidade de rT3 radioativo presente em cada tubo.

A dosagem da atividade D1 foi determinada em tampéao PE (fosfato de sddio
100 mM, EDTA 1 mM, pH 6,9), contendo dithiotreitol (DTT) 10 mM (cofator da
enzima), rT3 frio 1 uM e volume de homogeneizado tecidual calculado para conter
30 ug de proteina para figado e rim, e 15 ug de proteina para tiredide. Todos os
tubos sdo adicionados de 50 pL do rT3-'?l e imediatamente incubados a 37 °C por 1
hora, dando inicio a reacdo enzimatica. Decorridos os 60 minutos, a reacao foi
interrompida colocando-se os tubos no gelo. Em seguida, com os tubos no gelo
foram adicionados 200 uL de soro fetal bovino (Cripion Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil) e 100 uL de &cido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitagdo das
proteinas. Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados (8000 x g por 3
minutos, microcentrifuga). Finalmente, 360 uL do sobrenadante foram transferidos
para tubos de contagem para medir a radioatividade no contador gama (7470 Wallac
Wizard™ automatic gamma counter). A atividade da enzima foi expressa em pmoles

de rT3/min.mg de proteina.
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Tipo 2 (D2)

A atividade da enzima D1 foi determinada pelo método previamente publicado
(BERRY et al, 1991) e adaptado por Antonio Carlos Bianco e Peer. Reed Larsen
(comunicacao pessoal).

As amostras teciduais (hipotdlamo, hipofise e tecido adiposo marrom) foram
homogeneizadas em tampéao sacarose-DTT (0,25 M sacarose e 10 mM DTT). Para
tecido adiposo marrom foi pesado 40 mg do tecido, em balanca digital (Precision
advanced) e homogeneizado em 1000 ul de tampao, enquanto as glandulas
hipotalamo e hipéfise foram inteiramente homogeneizadas em 500 pl de tampéao. Os
tecidos foram homogeneizados, em gelo, em Ultra-Turrax T25 (/ka-
Labortechnik,Germany). Os homogenatos foram armazenados a — 70 °C até o dia do
ensaio.

Aliquotas de 20 pL foram guardadas separadamente, a — 20 °C para dosagem
de proteinas (ptn) pelo método de Bradford (1976). As amostras foram solubilizadas
com NaOH 2,5 N pelo menos 30 minutos antes da dosagem (em duplicata) e a
albumina bovina sérica (BSA — SIGMA, MO, EUA) foi utilizada para a construcao de
uma curva padrao.

Antes da dosagem da atividade da D2 foi necessario purificar o tragador
radioativo em virtude do decaimento radioativo e da desiodacdo das iodotironinas
marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Esta etapa garantiu que todo o iodo
radioativo presente apos a reac¢ao de desiodacao advinha da agdo enzimética. Para
isso, foi utilizada uma coluna de 2 cm de Sephadex™ LH-20 (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) para obter somente o T4 radioativo presente na solugao (Life and
Analytical Sciences, Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 pL da iodotironina

marcada foi diluida em 12 mL de H>O destilada e aplicada a coluna. Desprezou-se o
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eluato, pois o T4 radioativo, o0 composto de interesse, fica retido na trama da coluna.
Apos esta etapa, a coluna foi lavada por duas vezes com 6 mL de HO MilliQ, e
posteriormente, foram adicionados 500 pL de etanol 70% por nove vezes. O eluato
de etanol 70% contendo a iodotironina foi colhido em sete tubos de vidro, de onde 5
pL foram retirados para contagem da radioatividade no contador automatico (7470
Wallac Wizard™ automatic gamma counter, Turku, Filand), com o intuito de
determinar a quantidade de T4 radioativo presente em cada tubo. Os trés tubos com
mais de 5.000 cpm/5 pL foram guardados na geladeira ao abrigo da luz para o
ensaio.

A dosagem da atividade D2 foi determinada em tampéao PE (fosfato de sddio
100 mM, EDTA 1 mM, pH 6,9), contendo dithiotreitol (DTT) 20 mM (cofator da
enzima), PTU 100 nM (inibidor da enzima), T4 frio 1 nM e volume de homogeneizado
tecidual calculado para conter 50 ug de proteina para hipofise, 100 pug de proteina
para hipotalamo e 150 ug de proteina para tecido adiposo marrom. Todos os tubos
sdo adicionados de 100 uL do T4-'®| e imediatamente incubados a 37°C por 3
horas, dando inicio a reagdo enzimatica. Decorridos os 180 minutos, a reacao foi
interrompida colocando-se os tubos no gelo. Em seguida, com os tubos no gelo
foram adicionados 200 uL de soro fetal bovino (Cripion Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil) e 100 uL de &cido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitagdo das
proteinas. Os tubos foram agitados no vortex e centrifugados (8000 x g por 3
minutos, microcentrifuga). Finalmente, 360 uL do sobrenadante foram transferidos
para tubos de contagem para medir a radioatividade no contador gama (7470 Wallac
Wizard™ automatic gamma counter, Turku, Filand). A atividade da enzima foi

expressa em fmoles de T4/min.mg de proteina.



46

Tubos contendo excesso de T4 frio (100 uM) foram utilizados como controle
da reacgao, pois a atividade D1 residual ndo bloqueada por PTU pode ser retirada da

atividade D2 final.

3.4 - ESTUDO 3: Efeito da leptina em linhagem de célula de tiredide

Materiais

Foram utilizados TSH bovino, insulina bovina, apo.transferrina humana e
penicilina-streptomicina, todos fornecidos pela Sigma (Aldrich Corporation, St Louis,
USA). A leptina (recombinante de rato) utilizada no estudo foi adquirida do National
Institute of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases — NIDDK (Torrance, California,
USA). O meio de cultura Coon’s Modified Ham’s F12 foi obtido da HIMEDIA® (Rio de
Janeiro, Brasil) e o soro fetal bovino (SFB) da GIBCO™/Invitrogen Corporation (Sdo
Paulo, Brasil). As células PCCL-3 foram generosamente doadas pelo Dr. Roberto Di

Lauro (Universita Federico Il, Napoli, 1talia).

Cultivo celular

Foi utilizada a linhagem celular PCCL3, estabelecida a partir de células
epiteliais da tiredide derivadas de ratos Fisher adultos de 18 meses, que mantém in
vitro a maioria das caracteristicas das células tiredideas diferenciadas, como
secrecao de tireoglobulina e captagdo de iodeto. A proliferacdo destas células é
principalmente regulada por TSH e insulina (FUSCO et al, 1987). As células
cresceram em monocamada, com meio de cultura F12 suplementado com 5% de

SFB, transferrina (5 ug/mL), insulina (10 ug/mL) e TSH (1 mU/mL), chamado de
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meio (3H). As células cresceram em ambiente controlado contendo 5% CO»-95% ar

atmosférico a 37 °C.

Tratamento com leptina

As células foram plaqueadas (10° células/poco) em placas de 24 pocos e o
tratamento foi realizado conforme descrito abaixo e ilustrado na Figura 7.

Ap6s 24h do plagueamento, quando as células ja estavam aderidas a
superficie, 0 meio de cultura contendo 5% de SFB foi trocado por meio contendo
apenas transferrina (meio 1H) e 0,2% de SFB. Apo6s 48 horas, o meio de cultura foi
novamente trocado pelo meio 2H (transferrina + TSH) com leptina ou veiculo,
contendo 0,2% de SFB. As células foram tratadas com leptina recombinante de rato
na concentracdo de 100 ng/ml. Esta concentracdo foi determinada a partir do
trabalho de Isozaki, (2004) em células FRTL-5. O leptina foi diluida em tamp&o
fosfato de sédio 10 mM, pH 7,4 e para o controle usamos o veiculo.

As células foram mantidas nestas condi¢des por 72 horas até o dia do ensaio

da captacao de iodeto (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema representativo da metodologia experimental do estudo 3
(modelo PCCL-3).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL - Estudo 3 (PCCL-3)
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Ensaio de captacao de iodeto

Os efeitos da leptina sobre a captacdo de radioiodo foram mensurados
conforme descrito previamente (VENKATARAMAN et al, 1999). Resumidamente, as
células tratadas com leptina (100 ng/mL) e as células controle foram lavadas com 1
mL da solugdo HBSS (Hank’s balanced salt solution) e incubadas por 45 minutos na
mesma solucdo suplementada com Na['?°I] (100,000-150,000 cpm) e 0,1 mmol/L
Nal. Apds esse periodo as células foram novamente lavadas com HBSS e lisadas
com 0,5 mL de NaOH (0.1 mol/L). Esse lisado foi entdo coletado e levado para
contagem da radioatividade em contador (1470 Wallac Wizard™ automatic gamma
counter, Turku, Filand). Uma placa paralela de células tratadas nas mesmas
condicdes foi utilizada para a normalizacdo da captacao de iodeto através do ensaio

de viabilidade celular 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-brometo de difeniltetrazolium - MTT)
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(MOSMANN, 1983). As contagens de radiacdo gamma foram subtraidas das
contagens das células que foram incubadas com KCIO4 (10 pM), nas mesmas
condi¢des de tratamento, para o calculo da captagéo especifica de iodeto e corrigido
pelo numero de células normalizadas pela viabilidade celular, foi medida pelo ensaio
do MTT.

Os resultados foram expressos como percentual do total de '?l relativo as
células controle (sem o tratamento com leptina)

Foram realizados 3 experimentos em triplicata e em ocasides independentes.
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3.5 - ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados pelo menos 4 vezes, sendo todos os dados
expressos como meédia = S.E.M. (Erro padrdo da média). Em cada grupo
experimental havia, no minimo, 4 animais correspondentes a cada tratamento
realizado. A analise estatistica empregada na comparacdo dos resultados
apresentados foi realizada com a utilizacdo do programa de analises estatisticas
Graphpad Prism (versao 4, Graphpad Software, Inc., San Diego, USA).

Os resultados dos estudos 1 e 3 foram analisados por test t ndo pareado. Ja o
estudo 2 foi analisado por analise de variancia univariada paramétrica, seguida de
teste de comparacdo multipla, Bonferroni's Multiple Comparison Test. (massa
corporal, gorduras retro e epididimal, T3, T4, leptina, corticosterona, D1 e D2). Os
resultados de TPO, captacdo e TSH, que ndo seguem uma distribuicdo normal,
foram analisados por variancia univariada ndo paramétrica, Kruskal-Wallis, seguido
de teste de comparagao multipla de Dunn.

As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 — ESTUDO 1: Efeito da leptina sobre a funcao tiredidea em ratos

alimentados ad libitum

4.1.1 — Ingestao alimentar, massa corporal e conteudo de gordura —

A ingestao alimentar dos ratos, antes da administracdo de leptina, néo diferia
entre os grupos controle e leptina. Apos o 4° dia da administracdo de leptina os
animais do grupo leptina consumiram significativamente menos racao que o grupo
controle. Ao longo deste periodo (4° ao 10° dia), a ingestdo média do grupo leptina
foi reduzida em 4,2 + 0,13 g/100 g de massa corporal em relagdo ao grupo controle,
representando, em percentual, 20% de inibicdo da ingestao (Figura 8).

Ao avaliarmos a massa corporal, observamos que a leptina impediu o ganho
de massa no grupo leptina. Enquanto a massa corporal do grupo controle aumentou
em 38,10 + 1,72 g, no grupo leptina aumentou apenas 21,30 + 1,34 g (p<0,001)
(Figura 9). Essa modificacao na massa corporal total foi, em parte, determinada pela
reducdo de gordura no compartimento retroperitoneal, sem qualquer modificacdo no

compartimento epididimal (Figura 10).
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Figura 8 — Controle da ingestdo alimentar em ratos controle (C) e tratados com leptina (L).
Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo. A seta representa o 12 dia de
administracdo de leptina. n = numero total de ratos. O asterisco indica resultado
estatisticamente significativo. Nivel de significAncia p<0,05.
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Figura 9 — Ganho de massa corporal em ratos controle (C) e tratados com leptina (L). Os
resultados estdo expressos como média £ erro padrdo. A seta representa o 1° dia de
administragdo de leptina. n = niumero total de ratos. Letras diferentes indicam diferengas
significativas. Nivel de significancia p<0,001.
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Figura 10 — Compartimentos de gorduras retroperitoneal (A) e epididimal (B) em ratos
controle (C) e tratados com leptina (L). Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo. n = numero total de ratos. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo.
Nivel de significancia p<0,05.
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4.1.2 — Concentracao sérica hormonal —

A concentracdo sérica de leptina aumentou no grupo L apds os 10 dias de
tratamento com a baixa dose (0,2 ug/g) de leptina (Figura 11). Apesar da
concentracao sérica de TSH nao diferir entre os grupos (Figura 12 — A) apés
prolongada administracdo de leptina, houve significativa reducdo nas concentracoes
séricas de T3 e T4 (p<0,0001 e p<0,05, respectivamente) (Figura 12 — B e C). A
concentracdo seérica de corticosterona nao foi alterada pela administracao de leptina

(Figura 13).
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Figura 11 — Concentragéo sérica de leptina em ratos controle (C) e tratados com leptina (L)
apos 10 dias de administracdo de baixa dose de leptina. Os resultados estdo expressos
como média + erro padrdo. n = numero total de ratos. O asterisco indica resultado
estatisticamente significativo. Nivel de significAncia p<0,05.

=
£
~
)
c
N
@
3]
=
‘@
)
o]
c
=
0
|

C L

(n=10) (n=11)




55

Figura 12 — Concentragdo sérica de TSH (A),T4 (B) e T3 (C) em ratos controle (C) e
tratados com leptina (L). Os resultados estédo expressos como média = erro padrdo. n =

nuamero total de ratos. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nivel de
significancia *p<0,05 e *** p<0,0001.
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Figura 13 — Concentragdo sérica de corticosterona em ratos controle (C) e tratados com

leptina (L). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. n = nimero total de
ratos.
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4.1.3 — Desiodases —

A atividade da D1 nao foi modificada com o tratamento de leptina por 10 dias
em todos os tecidos analisados neste estudo: tiredide (Figura 14 - A), figado (Figura
14 — B) e rim (Figura 14 - C).

A atividade da D2 no tecido adiposo marrom foi significativamente aumentada
(p<0,05) com o tratamento prolongado de leptina (Figura 15 — C), entretanto no
hipotalamo (Figura 15 — A) e na hipdfise (Figura 15 — B) n&o observamos

modifica¢des nas atividades enzimaticas.
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Figura 14 — Atividade desiodase tipo 1 na tiredide (A), no figado (B) e no rim (C) de ratos
controle (C) e tratados com leptina (L). Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo. n = nimero total de ratos.
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Figura 15 — Atividade desiodase tipo 2 no hipotadlamo (A), na hipéfise (B) e no tecido
adiposo marrom (C) de ratos controle (C) e tratados com leptina (L). Os resultados estéao
expressos como média + erro padrao. n = numero total de ratos. O asterisco indica resultado
estatisticamente significativo. Nivel de significAncia *p<0,05.
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4.1.4 — Biossintese hormonal tiredidea —

A administragédo prolongada de leptina causou diminui¢ao significativa (Figura
16 — A) na atividade do NIS. No entanto, a atividade da TPO n&o foi influenciada por

este tratamento (Figura 16 — B).

Figura 16 — Captacao de radioiodo pelo NIS (A), e atividade da enzima TPO (B) em ratos
controle (C) e tratados com leptina (L). Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo. n = numero total de ratos. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo.
Nivel de significancia *p<0,05.
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4.2 — ESTUDO 2: Efeito da reposicao de leptina sobre a funcao
tiredidea de ratos submetidos a restricao alimentar (40%)

(essa parte do estudo foi submetida a publicacdo, conforme anexo 1)

4.2.1 — Composicao corporal —

Ao avaliarmos a massa corporal, observamos que a restricdo alimentar de
40% por 25 dias foi eficaz na reducdo da massa corporal em ambos 0s grupos
submetidos a restricdo (R e RL) em relacdo ao grupo controle (C). Porém, nao
encontramos diferengas entre as perdas de massa corporal nos grupos restricao e
restricdo com leptina. Enquanto o grupo controle aumentou em 38,10 £ 1,72 g a
massa corporal, o grupo R diminuiu em 30,40 + 2,20 g. € o grupo RL em 33,13 +
2,47 g (Figura 17).

A reducdo na massa total foi influenciada tanto pela redugdo de gordura
retroperitoneal como epididimal, sem qualquer efeito exacerbado pela leptina

administrada ao grupo em restricdo (Figura 18).
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Figura 17 — Massa corporal em ratos controle (C), em restricdo (R) e em restricao tratados
com leptina (RL). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. A seta
representa o 12 dia de administragdo de leptina. n = nimero total de ratos. Letras diferentes
indicam diferengas significativas. Nivel de significancia p<0,05.
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Figura 18 — Compartimentos de gorduras retroperitoneal (A) e epididimal (B) em ratos
controle (C), em restricao (R) e em restricao tratados com leptina (RL). Os resultados estao
expressos como média + erro padrao. n = nimero total de ratos. Letras diferentes indicam
diferengas significativas. Nivel de significancia p<0,01.
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4.2.2 — Concentracao sérica hormonal —

Apéds 25 dias de restricdo alimentar de 40%, houve redugao significativa nas
concentracdes séricas de leptina no grupo R. A reposi¢ao de leptina, durante os 10
ultimos dias de restricao alimentar foi capaz de restaurar, aos niveis séricos do
grupo controle, a concentracao de leptina (Figura 19) como também a concentragéao
sérica de TSH, que estava diminuida no grupo R (Figura 20 — A). No entanto, a
leptina exdgena nao foi capaz de reverter a queda na concentragdo sérica de T4
(Figura 20 — B), apesar de ter amenizado a reducdo do T3 sérico determinada pela
restricdo alimentar. A restricdo alimentar determinou reducao de, aproximadamente,
53% do T3 sérico (40,95 £ 2,94 ng/dl) em relacdo ao grupo controle (87,30 £ 4,04
ng/dl) enquanto a concentracdo sérica do grupo em restricdo com reposicdo de
leptina (61,59 = 2,51 ng/dl) apresentou redugéo de apenas 29% do T3 sérico (Figura
20-C).

A concentragdo sérica de corticosterona, apdés o periodo de 25 dias de
restricdo alimentar, aumentou significativamente no grupo R e permaneceu

aumentada no grupo RL (Figura 21).
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Figura 19 — Concentragao sérica de leptina em ratos controle (C), em restricdo (R) e em
restricdo tratados com leptina (RL) por 10 dias. Os resultados estdo expressos como média
* erro padrdo. n = nUmero total de ratos. Letras diferentes indicam diferencas significativas.
Nivel de significancia p<0,001.

=
£
~~
o)
<
N
@
3]
=
‘@
)
@
=
g.

R RL

(n=7) (n=7)




64

Figura 20 — Concentragéo sérica de TSH (A), T4 (B) e T3 (C) em ratos controle (C), em
restricdo (R) e em restricdo tratados com leptina (RL) por 10 dias. Os resultados estao

expressos como média + erro padrao. n = nimero total de ratos. Letras diferentes indicam
diferengas significativas. Nivel de significancia de pelo menos p<0,01.
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Figura 21 — Concentragdo sérica de corticosterona em ratos controle (C), em restrigcao (R)
e em restricao tratados com leptina (RL) por 10 dias. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo. n = numero total de ratos. Letras diferentes indicam diferengas
significativas. Nivel de significancia p<0,05.
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4.2.3 — Desiodases —

A atividade da D1 na tiredide, no figado e no rim foi significativamente
reduzida nos animais em restricdo alimentar (Figura 22 - A, B e C,
respectivamente). A reposi¢ao de leptina ao grupo RL reverteu essa reducao apenas
no figado e no rim (Figura 22), apesar das concentragdes séricas de T4 e T3 terem
permanecido diminuidas em relagdo ao grupo controle.

Ap6s os 25 dias de restricdo alimentar de 40% houve aumento na D2
hipotalamica e reducdo na D2 do tecido adiposo marrom em ratos do grupo R

(Figura 23 — A e C). A restauracao da leptina sérica, no grupo RL, foi capaz de
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restaurar a D2 tanto no hipotalamo como no tecido adiposo marrom (Figura 23 — A e
C). Na hipdfise, a atividade desta enzima né&o foi alterada com a restricdo alimentar,
porém a leptina exégena causou significativa reducéo da D2 neste tecido (Figura 23

- B).

Figura 22 — Atividade desiodase tipo 1 na tiredide (A), no figado (B) e no rim (C) em
ratos controle (C), em restricdo (R) e em restricao tratados com leptina (RL) por 10 dias. Os
resultados estdo expressos como média = erro padrdo. n = numero total de ratos. Letras
diferentes indicam diferencgas significativas. Nivel de significancia p<0,05.
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Figura 23 — Atividade desiodase tipo 2 no hipotadlamo (A), na hipéfise (B) e no tecido
adiposo marrom (C) em ratos controle (C), em restricdo (R) e em restricdo tratados com
leptina (RL) por 10 dias. Os resultados estdo expressos como média + erro padrao. n =
nuamero total de ratos. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Nivel de
significancia p<0,05.
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4.2.4 — Biossintese hormonal tiredidea —

A restricdo alimentar prolongada nao modificou a atividade do co-
transportador de sédio e iodeto no grupo R em relagdo ao grupo C, entretanto a
leptina administrada ao grupo RL causou diminuigéo significativa na atividade do NIS
(Figura 24 — A). Ja, a atividade da TPO foi influenciada pela restricdo alimentar,
sendo significativamente reduzida no grupo R em relagcdo ao C e a leptina néao

restaurou a atividade desta enzima (Figura 24 — B).
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Figura 24 — Captagao de radioiodo pelo NIS (A), e atividade da enzima TPO (B) em ratos
controle (C), em restricao (R) e em restricdo tratados com leptina (RL) por 10 dias. Os
resultados estdo expressos como média = erro padrdo. n = nimero total de ratos. Letras
diferentes indicam diferencas significativas. Nivel de significancia de pelo menos p<0,05.

Atividade TPO (U/g)

o
=
©

)

S
=

o

£
=

o
S

c

i

o

«

o
o
N
‘-0

o~

C R RL C R RL

(n=14) (n=10) (n=10) (n=14) (n=10) (n=10)

4.3 - ESTUDO 3: Efeito da leptina em linhagem de célula de tiredide

O tratamento de células PCCL-3 com leptina recombinante de rato por 72
horas causou reducgao significativa na captacéo de radioiodo, que foi estimulada no

por TSH em linhagem de células de tiredcitos (Figura 25).
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Figura 25 — Captagéo de radioiodo pelo NIS em células PCCL-3 tratadas com leptina por
72 horas. Os resultados estao expressos como percentual relativo ao controle. O asterisco

indica resultado estatisticamente significativo. Nivel de significancia ***p<0,001.
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4.4 —- RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 1 — Resumo dos resultados sobre a fungao tiredidea. Os dados estdo comparados

ao grupo controle.

FUNGOES AVALIADAS RESTRICAO RESTRICAO + LEPTINA HIPERLEPTINEMIA

NIS INALTERADA DIMINUIDA DIMINUIDA

TPO DIMINUIDA DIMINUIDA INALTERADA

D1 (figado) DIMINUIDA RESTAURADA INALTERADA

D1 (rim) DIMINUIDA RESTAURADA INALTERADA

D1 (tiredide) DIMINUIDA DIMINUIDA INALTERADA

D2 (hipotalamo) AUMENTADA RESTAURADA INALTERADA

D2 (hipofise) INALTERADA DIMINUIDA INALTERADA

D2 (tecido adiposo marrom) DIMINUIDA RESTAURADA AUMENTADA

Tabela 2 — Representacdo esquematica dos resultados dos horménios séricos. Os dados
estdo comparados ao grupo controle.

HORMONIOS SERICOS

RESTRIGCAO

RESTRICAO + LEPTINA

HIPERLEPTINEMIA

Leptina

Corticosterona

TSH

T4

T3

= S =

o
i
o
U
U

<1< It =
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5 — DISCUSSAO

A regulacdo da ingestdo e da massa corporal é bastante complexa, devido ao
envolvimento de varios horménios, neurotransmissores e peptideos, modulando
respostas tanto no SNC como em tecidos periféricos. A leptina € os horménios
tiredideos participam deste processo, desempenhando importante papel na
regulacéo do balanco energético. No entanto, a inter-relacao entre esses horménios
na regulacdo da manutencao da massa corporal ainda € pouco compreendida. No
presente trabalho, avaliamos os efeitos da leptina sobre a fungao tireéidea de ratos
alimentados e constatamos que a leptina foi eficaz na redugdo da ingestao
alimentar, levando a consequente reducao da massa corporal total e do conteido de
gordura retroperitoneal, assim como também determinou redugéo nas concentra¢des
séricas de T3 e T4.

Estes resultados podem ser interpretados de duas maneiras: 1) a leptina
determina reducéo sérica de T3 e T4 e por isso tem efeito inibitério sobre a ingestao
alimentar, tendo em vista que ratos hipotireéideos tém significativa redugdo na
ingestao alimentar (WESTENEND et al, 1993; ANDRADE, dados ndo publicados do
nosso laboratdrio); ou 2) o efeito inibitério da leptina sobre a ingestdo alimentar leva a
reducdo dos hormoénios tiredideos, como ocorre durante a privacao alimentar
(AHIMA et al, 1996; LEGRADI et al, 1997; ROSENBAUM et al 2002 & 2005;
ARAUJO et al, 2008).

J& é sabido que a administragédo de leptina, em animais alimentados, suprime
a expressao do neurotransmissor orexigénico NPY, no nucleo arqueado, explicando,
em parte, a via pela qual a leptina exerce seu efeito inibitério sobre a ingestao

alimentar (AHIMA et al, 1999). Por outro lado, Fekete et al (2001), demonstraram
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que a administragao intracerebroventricular de NPY por 4 dias suprime a expressao
de TRH, diminuindo assim as concentragdes séricas de TSH, T3 e T4. Neste estudo
também houve aumento de leptina, porém os autores concluem que o efeito
inibitério sobre o eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide € determinado pelo NPY e
excluem a possibilidade da hiperleptinemia influenciar as concentracées séricas de
T3 e T4 (FEKETE et al, 2001). Todavia, os resultados do nosso trabalho reforcam a
relagdo entre a hiperleptinemia e a reducao sérica de T3 e T4, independentemente
da supressao do TRH, tendo em vista que a administracao de leptina em animais
alimentados suprime a expressao do NPY e nao alterou o TSH sérico (AHIMA et al,
1999).

J& estd bem caracterizado que a deficiéncia de leptina, durante a privacao
alimentar, est4 associada a diminuicdo da funcéo tiredidea. No entanto, na situagéao
inversa, ou seja, animais alimentados com hiperleptinemia, ha redugdo das
concentracoes sericas de T3 e T4. Dessa forma, mais estudos s&o necessarios para
a melhor compreensdo da relagcdo leptina e eixo hipotadlamo-hipdfise-tiredide.
Surpreendentemente, ndo observamos alteragdo na concentracao sérica de TSH,
apesar da redugdo na concentracdo plasmatica de T3 e T4. Segundo Légradi et al,
(1997), a leptina estimula a secregdo de TRH por mecanismos diretos e indiretos
através da modulagdo de neurbnios aferentes aos de TRH. A administracdo
intracerebroventricular de leptina aumenta a expressao do gene do CRH no nucleo
hipotalamico paraventricular (SCHWARTZ et al, 1996). O aumento do CRH pode
levar a inibicdo da liberacdo de TRH e consequentemente do TSH. Assim, no
presente estudo, o aumento do TSH sérico, que deveria ocorrer em resposta a
diminuicdo sérica dos hormdnios tiredideos, pode ter sido atenuado pela menor

liberacao de TRH.
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A ser vdlida esta possibilidade, deveriamos encontrar um aumento da
corticosterona circulante, estimulada via horménio adrenocorticotréfico (ACTH), pelo
CRH aumentado. Entretanto, ndo observamos aumento significativo nas
concentracdes séricas de corticosterona no grupo tratado com leptina, o que poderia
ter explicado a ndo alteracdo do TSH sérico neste grupo. Por outro lado, o efeito
inibitério da leptina sobre a producdo de corticosterona, evidenciado em cultura
primaria de células adrenocorticais (BORNSTEIN et al, 1997; PRALONG et al,
1998), poderia estar limitando o efeito de um eventual aumento de ACTH.

Sabe-se que o “pool plasmético de T3 e T4 é proveniente das etapas de
sintese, secre¢cdo e metabolizacdo periférica dos hormoénios tiredideos, assim a
influéncia da leptina sobre algumas dessas etapas poderia explicar a diminui¢cao
sérica destes horménios. Ao avaliarmos a atividade das enzimas D1 e D2, apés 10
dias de tratamento com leptina, sé observamos modulagao positiva da D2 no tecido
adiposo marrom. Vale ressaltar que nao avaliamos vias de metabolizagdo
inativadora, tais como a atividade da D3 e processos de sulfatacdo ou
glicuronidagdo dos horménios tiredideos que também poderiam estar envolvidos na
diminuic&o sérica destes.

Inicialmente, foi proposto que a leptina atuasse essencialmente no SNC.
Todavia, hoje ja se sabe que os efeitos de dissipacdo de energia modulados pela
acao da leptina tém alvos periféricos: a termogénese no tecido adiposo marrom e a
utilizacao dos substratos oxidativos por todo o corpo (ASENSIO et al, 2008). Tendo
em vista que o tecido adiposo marrom, em roedores, € o principal sitio de
termogénese, o aumento da D2, encontrado neste trabalho, poderia representar um
dos mecanismos pelos quais a leptina induz aumento no gasto energético. Uma vez

que o aumento da atividade desta enzima leva ao aumento da conversdo de T4 a T3
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e este ndo estava aumentado na circulagdo, pode-se presumir que o T3 produzido
no intracelular esta sendo utilizado para aumentar o gasto energético. Corroborando
nossos dados, ja foi demonstrado que, em animais submetidos ao frio, ha aumento
da termogénese que é dependente do aumento da atividade da D2 no tecido
adiposo marrom. Esta maior producao local de T3, no entanto, ndo altera as
concentracoes séricas de T3 (BIANCO & SILVA, 1987 &1988).

Recentemente, foi demonstrado que os efeitos estimulatérios da leptina sobre
0 consumo de oxigénio e a expressao da UPC-1 e da D2 no tecido adiposo marrom
requerem a expressao de [3-adrenoceptores funcionais, enquanto os efeitos sobre a
inibicdo da ingestao e sobre a utilizacdo de gorduras (oxidagao) acontecem mesmo
em animais que nao expressam as 3 isoformas (81, B2, B3) do receptor B (B-less
mice) adrenérgico (ASENSIO et al, 2008).

Uma vez que somente a atividade da D2 no tecido adiposo marrom estava
aumentada nos animais alimentados, a modulagao das desiodases tipos 1 e 2 pela
leptina ndo explicaria a redu¢ao na concentracdo sérica de T4 e T3.

Finalmente, ao avaliarmos a fungcdo de duas proteinas importantes para a
biossintese dos hormonios tiredideos, NIS e TPO, observamos que a leptina exerceu
efeito inibitério sobre a atividade do co-transportador de Na'/I' e nao alterou a
atividade da TPO. Assim, podemos sugerir que a hiperleptinemia moderada exerce
efeito inibitério sobre a glandula tireéide, impedindo o transporte ativo do iodeto para
o interior do tiredcito realizado pelo NIS e, dessa forma, determinando, pelo menos
em parte, a reducao nas concentracoes séricas de T3 e T4.

A partir de resultados obtidos anteriormente (ARAUJO et al, 2008), podemos
afirmar que a privacao energética de 40% por 30 dias, em ratos, determina reducao

da massa corporal, dos conteudos de gordura retroperitoneal e epididimal e, ainda,
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reducéo sérica dos hormaénios tiredideos. No presente estudo, observamos que a
leptina administrada, por 10 dias, a animais alimentados ad libitum determinou
reducdo de 20% na ingestdo alimentar, levando a redugdo de massa corporal, do
conteldo de gordura retroperitoneal e da concentragdo sérica dos hormdnios
tire6ideos. Assim, a leptina exdégena poderia estar causando reducao sérica de T3 e
T4, secundaria a reducao da ingestdo alimentar. No entanto, Laws et al, 2007, que
avaliarem os efeitos da restricdo alimentar de 10%, 20%, 30% e 40% por 30 dias,
em ratos, verificaram que houve reducdo das concentragdes dos hormonios
tire6ideos, somente a partir da privagdo de 30% da ingestdo. O que nos leva a
sugerir que o efeito da leptina sobre a redugéo das concentragbes séricas de T3 e
T4, em animais alimentados, pode envolver um mecanismo distinto do que
determina esta reducao durante a restricao alimentar.

No presente estudo, a reducdo da massa corporal e dos compartimentos de
gordura, nos animais submetidos a 40% de restricdo alimentar (25 dias), foi bastante
acentuada e ndo houve efeito adicional quando a leptina foi reposta por 10 dias,
como esperado, tendo em vista que o tratamento com a mesma dose (0,2 ug/g m.c.
2 vezes por dia), durante o mesmo periodo, reduziu em apenas 20% a ingestao dos
animais ad libitum. Outros estudos, comparando animais alimentados ad libitum com
animais tratados com leptina em doses de 0,5 ug/g m.c./dia a 10 ug/dia, observaram
reducdo na ingestdo alimentar de 33% a 50%, evidenciando um efeito inibitorio
dose-dependente da leptina sobre a ingestdao alimentar (BARZILAI et al, 1997;
CETTOUR-ROSE et al, 2002; STEINBERG et al, 2002).

A andlise dos resultados confirma achados anteriores do nosso grupo,
demonstrando que 25 dias de restricdo alimentar de 40% induzem redugdo na

massa corporal, nos compartimentos de gordura retroperitoneal e epididimal, além
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de diminuir as concentragdes séricas de leptina, TSH, T3 e T4 (ARAUJO et al,
2008). No trabalho anterior, a reposicdo de T4 restaurou as concentragbes séricas
de T3 e T4, sem modificacdo de leptina ou TSH séricos. No entanto, este T4
exégeno, diferentemente da leptina exdgena, determinou reducdo de massa e
gorduras corporais além daquela determinada pela restricdo alimentar de 40%
(ARAUJO et al, 2008).

No presente estudo, os niveis séricos de TSH, diminuidos pela privacéao
energética, foram restabelecidos apdés os 10 dias de reposicdo de leptina. No
entanto, o T4 sérico permaneceu diminuido, enquanto o T3 sérico aumentou com a
administragdo exogena de leptina. A concentragédo sérica de T3, durante a restricdo
alimentar, representa 47% da concentragdo do grupo controle, enquanto no grupo
RL representa 71%, demonstrando que a reposi¢cao de leptina promove aumento
expressivo no T3 sérico do grupo RL em relacdo ao grupo R. Esse resultado sugere
que a leptina € capaz de aumentar a concentragéo plasmatica de T3, estimulando a
conversao de T4 para T3.

Nossos resultados diferem, em parte, dos estudos em seres humanos
submetidos a restricdo alimentar e repostos com leptina por 5 semanas, realizados
por Rosenbaum et al, (2002 & 2005), os quais descrevem restauragdo das
concentracoes séricas tanto de T4 quanto de T3, sem modificacdo no TSH sérico.
As diferengas, entre os estudos, podem estar relacionadas a inumeros fatores,
dentre eles a dose utilizada e o periodo de tratamento, além da provavel diferenca
no efeito desse hormonio entre as espécies (humanos e roedores).

Todavia, estudos em roedores, avaliando o efeito da reposicao de leptina
durante o jejum (24-72h), situacdo que conhecidamente leva a reducao na atividade

do eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide, também s&o controversos. Pioneiramente,
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Ahima et al, (1996) demonstraram que a diminuicdo de T4 observada apds 48 de
jejum era atenuada por uma Unica dose de leptina. Em 1999, Ahima et al,
demonstraram que a administracdo de leptina por 2 semanas evita a queda de T4
determinada por 70 horas de jejum; no entanto, nenhum outro parametro da funcao
tireGidea foi avaliado.

Todavia, Boelen et al, (2006) demonstraram que animais em jejum por 24h e
repostos com leptina, neste periodo, ndo tém as concentracdes séricas de T3 e T4
normalizados. Lujan et al, (2006) utilizando macacos rhesus submetidos a restricao
alimentar prolongada, também nao observaram normalizagdo das concentrag¢des de
T3 apo6s 16 semanas de tratamento com leptina.

Esses resultados conflitantes demonstram que diferentes abordagens
metodoldgicas conduzem a resultados controversos sendo, portanto, necessarios
mais estudos para o melhor entendimento da influéncia da leptina sobre o eixo
tireGideo durante a restricdo alimentar.

Boelen et al, (2006) demonstraram que 24 horas de realimentagdo apés o
jejum foram suficientes para restaurar as concentragdes séricas de leptina,
entretanto, ndo houve normalizagéo dos niveis de T3 e T4. Esses achados sugerem
que a normalizacao dos niveis séricos de leptina nem sempre conduz a restauragao
das concentragoes seéricas dos hormdnios tiredideos, indicando que outros sinais
periféricos podem contribuir para a regulacdo dos hormoénios tireéideos durante a
privacao energética.

De fato, durante a restrigao alimentar, além da diminuigcao da leptina, os niveis
séricos de corticosterona estao significativamente aumentados. Diversos trabalhos ja
demonstraram que os glicocorticbides estdo envolvidos na regulagdo da fungéo

tiredidea além de diminuirem a producédo extratiredidea de T3 (JENNINGS &
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FERGUNSON, 1984; BIANCO et al, 1987). Alguns autores descreveram, ainda, que
a administragédo de leptina é capaz de reverter o aumento de corticosterona induzido
pelo jejum (AHIMA et al, 1996; COPPOLA et al, 2005). Entretanto, no presente
estudo, ndo observamos efeito da reposicdo de leptina sobre as concentracdes
séricas aumentadas de corticosterona em animais submetidos a restricao alimentar.
Podemos sugerir que a capacidade da leptina em restaurar os niveis séricos dos
hormonios tiredideos, em situacées de privacdo energética, possa depender da
normalizacao das concentracdes séricas de corticosterona.

No entanto, apesar dos semelhantes niveis séricos de T4 (reduzido) e
corticosterona (aumentado), entre os grupos R e RL, foi observada uma expressiva
diferenca nas concentragdes séricas de T3, que podem ser atribuidas, em parte, a
normalizacao da leptina.

De fato, no presente estudo, observamos que o tratamento com leptina
restaurou a atividade da D1 hepatica e renal, bem como da D2 no tecido adiposo
marrom, o que pode ter contribuido para a diminuigdo da queda na concentracao
sérica de T3 induzida pela restricdo alimentar. Esses achados estdo de acordo com
outros estudos que demonstraram importante efeito estimulatério da leptina sobre as
atividades da D1 (LISBOA et al, 2003) e D2 (CETTOUR-ROSE et al, 2002)
periféricas.

Entretanto, a diminuicdo na D1 tiredidea nao foi restaurada pela reposicao de
leptina, apesar da normalizacdo do TSH sérico, reforcando a hipétese de que,
durante a restricdo alimentar, outros parametros possam influenciar, diretamente, a
atividade desta enzima na tiredide, como por exemplo, 0 aumento de corticosterona.

Coppola et al (2005), demonstraram que a combinagdo de baixas

concentracdes séricas de leptina com altas concentragdes de corticosterona leva ao
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aumento da atividade da D2 no hipotalamo. Esses autores sugerem que o aumento
da D2 hipotalamica pode estar relacionado com a diminuicdo na secrecao de TRH,
TSH e T3 durante a restricdo alimentar. Nossos dados confirmam esses achados
pois houve aumento da D2 hipotalamica observado no grupo R (leptina sérica
reduzida e corticosterona sérica aumentada). Esses resultados reforcam a nogcao de
que o aumento da D2 hipotalamica durante a restricdo alimentar pode resultar em
um aumento na concentracao local de T3 que por sua vez diminui a expressao de
TRH e, por consequéncia, de TSH (COPPOLA et al, 2005).

De acordo com os achados de Coppola et al, para a regulacdo de D2
hipotalamica, a restauracdo da leptina, na presenca de corticosterona sérica
aumentada, possivelmente foi capaz de normalizar o TRH, secundariamente a
normalizacao da D2 hipotalamica. A normalizagdo do TSH sérico, apesar de T4 e T3
diminuidos, pode ser devido a diminuicdo da D2 hipofisaria em animais RL. Este fato
resultaria em diminuicdo na produgdo de T3 intracelular, promovendo assim
aumento na secregao de TSH.

E bem sabido que o TSH é o horménio mais importante na estimulagio de
todas as etapas de biossintese dos horménios tiredideos, incluindo a captagcédo de
iodeto (FERREIRA et al, 2005; UYTTERSPROT et al, 1997; GERARD et al, 1988).
No entanto, apesar dos niveis séricos de TSH terem sido restaurados no grupo RL,
houve inibicdo na captacao de iodeto, enquanto no grupo R, cujo TSH sérico estava
diminuido, a atividade do NIS nao foi alterada. Esse fato sugere que a leptina possui
efeito inibitério direto na regulacédo do transportador sédio-iodeto (NIS) in vivo, tanto
durante restricao alimentar quanto em animais alimentados ad libitum.

J& foi demonstrado, anteriormente, que a leptina é capaz de inibir a captacéo

de iodeto induzida por TSH tanto em tiredide de ratos adultos como em linhagem de
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células de tire6ide FRTL-5 (ISOZAKI et al, 2004; OLIVEIRA et al, 2007). Entretanto,
o efeito inibitério da leptina sobre a fungdo do NIS durante a restricdo alimentar
nunca havia sido descrito.

Estudos anteriores (HARRIS et al, 1978; MOURA et al, 1987; DE PEDRO et
al, 2003; FERREIRA et al, 2005) demonstraram haver decréscimo no conteldo
tire6ideo de iodo 1, 2 ou 4 horas apds a administracao de radioiodo em animais em
jejum por 2 ou 5 dias. No presente trabalho, observamos que a restricao alimentar
por 25 dias nao promove diminuicdo na captacao tiredidea de iodeto, sugerindo uma
resposta adaptativa a prolongada situagdo de privacdo energética.
Interessantemente, demonstramos que durante a restricao alimentar a diminuigdo da
concentracgao sérica de TSH néo interferiu na captagéo de iodeto pela tiredide.

A atividade da TPO estd significativamente reduzida, durante a restricao
alimentar, efeito possivelmente secundario a diminuicdo de TSH nesta condigéo.
Entretanto, a normalizacdo da concentragdo sérica de TSH pela leptina nao foi
capaz de normalizar a atividade da TPO.

Postulamos que a diminuicdo da atividade da TPO, que ocorre na restricao
alimentar, leva a diminuicdo no conteudo de iodo organificado que € um potente
modulador negativo da captagéo de iodeto. Assim, conforme descrito por Ferreira et
al 2005, a diminuicdo do iodo organificado intracelular aumentaria a captacéo de
iodeto, independentemente da concentracao sérica diminuida de TSH.

Resumidamente, durante a privacdo energética e na presenca de leptina
sérica normal, e corticosterona aumentada, a glandula tiredide parece ser
profundamente afetada, independentemente da concentracado de TSH. A diminuicao
dos niveis séricos de leptina, aparentemente, diminui a fungdo tiredidea

secundariamente a supressado do eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide. A normalizagéao
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dos niveis séricos de leptina em animais submetidos a restricdo alimentar diminuiu a
captacao de iodeto, e ndo foi capaz de restaurar a D1 na tiredide, apesar da
restauracdo do TSH sérico. Essas alteragdes na glandula tiredidea podem estar
relacionadas com o0s niveis séricos elevados de corticosterona, o que deve ser
melhor avaliado em estudos futuros.

A reposicao de leptina restaura parcialmente o T3 sérico, diminuido durante a
restricdo alimentar prolongada, o que pode estar relacionado com a normalizacao
das atividades das enzimas desiodases tipo 1 no figado e no rim e do tipo 2 no
tecido adiposo marrom.

Com o intuito de desvendar os mecanismos relacionados a acao da leptina e
da corticosterona sobre a glandula tiredide, iniciamos modelos de cultivo celular.

O TSH é o mais importante estimulador da captagédo de iodeto em tiredcitos e
esse efeito € dependente do aumento de AMPc. Esse fato foi demonstrado por
Kogai et al, (1997), utilizando uma linhagem de células derivadas de tirebide murina
(FRTL-5). Os autores cultivaram as células FRTL-5 durante 8 dias na auséncia de
TSH e posteriormente repuseram o TSH e observaram que ap6s 24h da reposi¢ao a
captagao ja havia aumentado, atingindo o ponto maximo em 72h apo6s a reposi¢ao
do TSH no meio de cultivo. Riedel et al, (2001) obtiveram resultados semelhantes
com essa mesma linhagem de células ao avaliarem a expressao e localizacao
subcelular do NIS. Apds 3 dias de cultivo celular sem TSH a quantidade de NIS
localizado na membrana havia diminuido significativamente, bem como a expressao
do seu RNAm.

Em nosso protocolo de cultivo celular, incubamos por 48h as células PCCL-3
em meio de cultura sem TSH. Assim como nas FRTL-5, nas PCCL-3 houve

diminuicdo da expressao do NIS na auséncia de TSH por 48h. Apds esse periodo,



82

incubamos as células em meio de cultivo contendo TSH na presenga ou auséncia de
leptina por 72h. Como demonstrado por Kogai et al (1997), nesse tempo e na
presenca de TSH a captagédo de iodeto esta restabelecia. Assim sendo, as células
que foram tratadas apenas com TSH ndo apresentaram comprometimento na
captacao de radioiodo. Porém, quando incubamos as células na presenca de TSH e
leptina, as células PCCL-3 nao captaram o radioiodo, sugerindo que a expressao do
NIS e/ou sua translocacado para a membrana plasmatica tenham sido inibidas pela
leptina. Dessa forma, demonstramos que a leptina tem agao direta sobre as células
PCCL-3, impedindo a acdo do TSH sobre o NIS. Estes resultados estdo de acordo
com dados prévios de Isozaki et al (2004), que utilizaram, no entanto, as células
FRTL-5 e sdo coerentes com nossos resultados in vivo. Esses autores
demonstraram que o efeito inibitério da leptina sobre a captagéo de iodeto, induzida
por TSH, é independente da producao de AMPc e é determinada pela supressao do
RNAm do NIS, também induzido por TSH. Além disso, eles demonstraram que a
leptina inibe a expressdao de RNAm da tireoglobulina, outra etapa importante para a
biossintese hormonal e que € estimulada por TSH.

Considerando esses dados, podemos concluir que a leptina exerce agao
direta sobre os tiredcitos, inibindo o NIS e sobrepondo-se ao efeito estimulatério do
TSH, independentemente da corticosterona. Entretanto, mais estudos séao
necessarios para se esclarecer a via de sinalizacdo ativada ou bloqueada pela
leptina no tiredcito.

Em conclusdo, além do papel na regulacdo central do eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide, a leptina exerce efeito periférico direto tanto sobre a glandula

tireGide quanto sobre a atividade das desiodases em diversos tecidos. Algumas das
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alteracoes detectadas durante a restricdo alimentar também podem estar

relacionadas com as elevadas concentragdes séricas de corticosterona.
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6 — CONCLUSAO

A restricdo alimentar diminui a fungéo tiredidea por mecanismos centrais e
periféricos relacionados a diminuigdo nas concentragdes séricas de leptina e,
possivelmente, aumento de corticosterona.

A captacédo tiredidea de iodeto € negativamente regulada pela leptina de
maneira independente da condi¢cdo alimentar do animal, através de efeitos diretos
sobre o tiredcito, sobrepujando a acao estimuladora do TSH sobre esta etapa da
biossintese hormonal.

A normalizacao da concentracado sérica de TSH durante a restricdo alimentar
nao foi suficiente para aumentar o T4, pois as etapas da biossintese hormonal
afetadas pela restricdo alimentar ndo foram restauradas pela administracdo de
leptina por 10 dias, o que pode estar relacionado aos niveis séricos elevados de
corticosterona, uma vez que a hiperleptinemia nado causou diminuicdo de
tireoperoxiodase ou da D1 tiredidea nos animais alimentados que tém corticosterona
serica normal.

A leptina exerce papel regulador sobre as atividades desiodases do tipo 1
hepatica e renal pois, mesmo com T4 e T3 séricos diminuidos, tanto na restricdo
alimentar quanto nos animais alimentados, essas enzimas tém atividades
semelhantes a dos animais controle.

Da mesma forma, as desiodases do tipo 2 hipotalamica, hipofisaria e do
tecido adiposo marrom, tém a leptina como principal modulador, durante a restricao
alimentar, pois ha regulacédo tecido-especifica, em resposta a normalizacdo de

leptina, mesmo com T4 e T3 diminuidos e corticosterona elevada.
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Abstract

The relationship between thyroid function and leptin has been extensively studied; however
the mechanisms underlying the changes in thyroid hormone economy that occur during
caloric deprivation remain elusive. Our goal was to evaluate the thyroid function of rats
submitted to 40% food restriction after chronic leptin replacement. Caloric restriction for
25 days led to significantly reduced serum leptin, TSH, T4, T3 and increased serum
corticosterone, while liver, kidney and thyroid type 1 deiodinase (D1) and brown adipose
tissue type 2 deiodinase (D2) activities were decreased, and hypothalamic D2 was
significantly increased. Interestingly, thyroid iodide uptake was unchanged by caloric
restriction, but thyroperoxidase activity was significantly reduced. Leptin replacement for
the last 10 days of caloric restriction normalized serum leptin and TSH levels, but serum
T4 and T3 levels, and thyroid D1 and TPO activities were not reestablished. Also, a
negative effect of leptin administration on NIS function was detected. Liver and kidney D1
and hypothalamic and BAT D2 were normalized by leptin, while pituitary D2 was
significantly decreased. In conclusion, a tissue-specific modulation of deiodinases might be
implicated in the normalization of thyroid function during leptin replacement in food-
restricted rats. Although leptin restores the hypothalamus-pituitary axis during food
restriction, it exerts a direct negative effect on the thyroid gland, thus normalization of
serum thyroid hormones might depend on changes in deiodinase activities and the long-
term thyroid stimulation by TSH to counterbalance the direct negative effects of leptin on

the thyroid gland.

Key words: hypothalamus, pituitary, thyroid, caloric deprivation, thyrotropin.
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Introduction

Moderate reduction in caloric intake promotes well-known systemic effects such as
body and fat mass reduction; however homeostatic mechanisms impair further weight loss
after longer periods of food restriction (36,37). Studies in rodents suggest that the reduction
in serum leptin levels that occur during weight loss signals to the central nervous system
leading to decreased energy expenditure (1,2,3,5). This rapid fall in serum leptin in
response to starvation also suppresses immunity, reproductive and thyroid functions
through central mechanisms (1,16,19,21,42).

It is well documented that food restriction exerts profound effects on the hypothalamic-
pituitary-thyroid axis, resulting in low plasma thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3)
levels that seem to be secondary to decreased thyrotropin-releasing hormone (TRH) and
thyroid-stimulating hormone (TSH) secretion (4,27,34). The relationship between thyroid
hormones and leptin has extensively been studied over the past few years, however many
results are still conflicting, and some aspects have not been investigated so far. Apart from
the central effects of leptin, decreased serum thyroid hormone during caloric deprivation
could also be related to reduced liver type 1 deiodinase (D1) activity, as previously
suggested (10,15). However, we have recently shown that low replacement doses of T4
during food restriction restores serum T3 and liver D1 activity, suggesting that decreased
liver D1 is a consequence rather than the cause of reduced serum T3 during food restriction
(6). Apart from the central effects of leptin on the hypothalamic-pituitary axis, a possible
direct effect of this hormone on the thyroid gland or tissue specific deiodinases modulation

during food restriction might also occur.

Recently, elegant studies in humans submitted to 8 weeks of food restriction showed
that low dose of leptin replacement reversed the effects of sustained weight-reduction on
the circulating concentrations of thyroid hormones, without normalizing TSH (37,38).
These observations might be explained by a direct stimulatory effect of leptin on the
thyroid gland or on the peripheral metabolism of T4 and T3. Instead of possible stimulation
of the thyroid by leptin, recent studies have shown its direct negative effects on the ability

of thyrocytes to uptake iodide (25, 33)

The transport of iodide is a fundamental step in thyroid hormone biosynthesis and is

catalyzed by the Na'/I' symporter (NIS), an intrinsic membrane protein localized at the
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basolateral membrane of thyrocytes (18). Leptin directly inhibits iodide uptake induced by
TSH in FRTL-5 cells (25) and in the thyroids from fed adult rats (33). Thyroid peroxidase
(TPO) is a key enzyme in thyroid hormone biosynthesis that catalyzes iodide oxidation,
organification and the coupling of iodothyrosines to produce T3 and T4 (40). Thus, leptin
might also directly modulate both NIS function and TPO activity during caloric restriction.
It remains to be determined whether direct effects of leptin on the thyroid gland and on
peripheral deiodinases activities might participate on the normalization of serum thyroid

hormone levels during caloric restriction.

So, our aim was to evaluate thyroid function, and type 1 and type 2 deiodinases in food-
restricted rats treated with replacement doses of leptin in order to determine whether leptin
normalization could exert direct actions on the thyroid or on the peripheral metabolism of

T4 and T3.
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Materials and Methods

Animals

Adult male Wistar rats were housed at controlled temperature (23°C) with daily
exposure to a 12h light-dark cycle and free access to water and standard rat chow. This
investigation conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institutes of Health (NIH Publication No.85-23, revised 1996) and was
approved by the Institutional Committee for Evaluation of Animal Use in Research
(CAUAP). All animals were individually housed for one week acclimation period and

baseline control food intake was assessed.

25 days of food restriction

Food intake was assessed over 7 days for each rat by offering food ad libitum and
weighing the quantity of chow consumed. After this period, the ad libitum (control - C)
group had free access to food, and the food-restricted (R) group received 60% of their
individual baseline intake for 25 days, so that food was 40% restricted. During the period

of food restriction the rats were weighed every two days.

Leptin treatment

Fifteen days after the beginning of food restriction, food-restricted (R) rats were
randomly assigned to receive chronic leptin treatment by two daily subcutaneous (s.c.)
injections (recombinant rat leptin, National Institute of Diabetes & Digestive & Kidney
Diseases - NIDDK) or phosphate buffer saline (PBS buffer pH 7.4). A leptin (L) dose of 10
pg / 100 g body mass was administered for the last ten days of food restriction, every 8:00
am and 17:00 pm. After the experimental period (25 days), the animals were sacrificed by
decapitation and blood was colleted from the trunk. The animals were sacrificed 3 hours
after the last leptin administration. Serum was obtained after centrifugation of blood at
1,500 g for 20 minutes, and stored at -20°C until specific radioimmunoassay to determine

serum TSH, T3, T4, corticosterone and leptin. Liver and kidney tissue samples and thyroids



104

were dissected out and stored at -70°C until processing for D1 activity. Hypothalamus,
pituitary and brown adipose tissue (BAT) were dissected out and stored at -70°C until

processing for D2 activity.

Iodide uptake — NIS activity

We have previously demonstrated that the measurement of radioiodide uptake 15
min after '*I-Nal administration (short-term iodide uptake) reflects iodide transport
through the sodium-iodide symporter without the influence of in vivo thyroid iodine
organification activity (20). Thus, in order to evaluate the in vivo NIS function using
thyroid radioiodine uptake measurements, the animals received Na-'%1 (250,000 cpm, i.p.,
Amersham, Buckinghamshire, England) 15 min before decapitation. The thyroids were
removed and weighed. The radioactivity of the thyroid glands was measured using a

gamma counter (LKB) and expressed as percentage of total 12 injected per mg of thyroid.

Thyroperoxidase preparation and activity

TPO extraction from rat thyroids was performed as previously described (22, 30).
Rat thyroids were minced and homogenized in 0.5 ml 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.2,
containing 1 mM KI, using an Ultra-Turrax homogenizer (Staufen, Germany). The
homogenate was centrifuged at 100,000 g, 4°C for 1 h. The pellet was suspended in 0.5 ml
digitonin (1%, w/v) and incubated at 4°C for 24 h to solubilize TPO. The digitonin-treated
suspension was centrifuged at 100, 000 g, 4°C for 1 h, and the supernatant containing
solubilized TPO was used for the assays. Protein content was determined by the method of
Bradford (13).

The TPO iodide-oxidation activity was measured as previously described (14, 30,
31, 32, 35). The assay mixture contained: 1.0 ml of freshly prepared 50 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.4, containing 24 mM KI and 11 mM glucose, and increasing
amounts of solubilized TPO. The final volume was adjusted to 2.0 ml with 50 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.4, and the reaction was started by the addition of 10 ul of 0.1%
glucose oxidase (Boehringer Grade I). The increase in absorbance at 353 nm (tri-iodide
production) was registered for 4 min on a Hitachi spectrophotometer (U-3300). The

AAssan/min was determined from the linear portion of the reaction curve and related to

protein concentration. One unit of activity corresponds to AAjzszum/min = 1.0.
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Serum leptin, corticosterone, TSH and total T3 and T4

Serum leptin concentrations were measured using a specific radioimmunoassay
(RIA) for rat leptin obtained from the Linco Research Company (St. Charles, Missouri
63304 USA). The kit uses '~I-labeled rat leptin and a rat leptin antiserum to determine the
level of serum leptin by the double antibody/PEG technique. Intra- and interassay
coefficients of variation were 3.3-6.8% and 4.1-2.0% respectively, and the sensitivity was
0.5 ng/ml using 100ul sample size.

Serum corticosterone concentrations were measured using the InmuChem™ 5]
RIA obtained from MP Biomedicals, LCC (Orangeburg, NY 10962 USA). The kit is
specifically designed for use in laboratory mice and rats and contained '] labeled
corticosterone and rabbit corticosterone antiserum to determine the levels of serum
corticosterone by the double antibody/PEG technique. Intra- and interassay coefficients of
variation were 4.4-10.3% and 6.5-7.1% respectively, and the sensitivity was 7.7 ng/ml
using 100ul sample size.

Serum TSH levels were evaluated by a specific RIA obtained from the National
Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIDDK — Bethesda, EUA), and
expressed in terms of the reference preparation 2 (RP-2). Intra- and interassay coefficients
of variation were 7.7 and 6.5%, respectively, and the sensitivity was 0.63 ng/ml.

Serum total T; and T4 concentrations were measured using commercial
radioimmunoassay kits (T3: DLS — 3100 Active®, sensitivity of 4.3 ng/dl, inter- and intra
assay coefficients of variation varied from 4.2 to 6.0% and from 5 to 6.5%, respectively;
T4 DLS — 3200 Active®, sensitivity of 0.4 pg/dl, inter- and intra assay coefficients of
variation varied from 7.1 to 7.4% and 2.9 to 5.1%, respectively TX, EUA), based on the
presence of specific antibodies adhered to the internal surface of propylene tubes.

All the procedures were carried out following the recommendations of the kits.

Type 1 iodothyronine deiodinase activity

Liver, kidney and thyroid type 1 deiodinases were evaluated as previously described
(8,22). In short, tissue (liver or kidney) samples of 25 mg or each thyroid were
homogenized in 1ml 0.1 M sodium phosphate buffer containing 1 mM EDTA, 0.25 M
sucrose and 10 mM dithiothreitol, pH 6.9. Homogenates (30 ug of protein from liver or

kidney and 15 pug of protein from thyroids) were incubated in duplicate for 1 hour at 37°C
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(water bath) with 1 uM rT3 (Sigma, USA), equal volumes of [1251] rT3 (PerkinElmer Life
Sciences, Boston, MA) previously purified using sephadex LH-20, and 10 mM
dithiothreitol (USB) in 100 mM potassium phosphate buffer containing 1 mM EDTA, pH
6.9, in a reaction volume of 300 pl. Blank incubations were carried out in the absence of
protein. The reaction was stopped after incubation at 4°C followed by the addition of 100ul
fetal bovine serum (Cultilab, BR) and 200 pl trichloroacetic acid (50%, v/v). The samples
were centrifuged at 8,000 g for 3 min and the supernatant was collected for measurement of
'] liberated during the deiodination reaction. Protein concentration in the homogenates
was measured by the Bradford method (Bradford, 1976), after incubation of homogenates
with NaOH (2.5N). The specific enzyme activity was expressed as picomoles of rT3

deiodinated / minemg ' of protein.

Type 2 iodothyronine deiodinase activity

One pituitary gland, hypothalamic tissue surrounding the third ventricle or 25 mg of
BAT was homogenized in 0.1 M sodium phosphate buffer containing 1 mM EDTA, 0.25 M
sucrose and 10 mM dithiothreitol, pH 6.9. Homogenates (50 pug of protein from pituitary or
100 png of protein from hypothalamus and 150pug of protein from BAT) were incubated in
triplicate, 3 hours at 37°C with 1 nM [125 I] T4 (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences),
1 mM PTU and 20 mM dithiothreitol (USB) in 100 mM potassium phosphate buffer
containing 1 mM EDTA, pH 6.9, in a reaction volume of 300 puL, as previously described
(8, 23). Blank incubations were carried out in the presence of T4 in excess (100 [TM). The
reaction was stopped at 4°C in an ice bath with the addition of 100uL fetal bovine serum
(Cultilab, BR) and 200 uL trichloroacetic acid (50%, v/v) followed by vigorous agitation.
The samples were centrifuged at 8,000 g for 3 min and the supernatant was collected for
measurement of '>I liberated during the deiodination reaction. Protein concentration was
measured by the method of Bradford (Bradford, 1976), after incubation of homogenates
with NaOH (2.5N). The specific enzyme activity was expressed as picomoles of T4

deiodinated / min°mg'10f protein.
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Statistical Analyses

Results were expressed as mean + SEM. Body mass, fat content, serum total Ts, Ty,
corticosterone and leptin concentrations, and deiodinase activities, were analyzed by one-
way analysis of variance, followed by Bonferroni multiple comparison tests. The results of
serum TSH, NIS function and TPO activity were analyzed by Kruskal-Wallis followed by
Dunn’s multiple comparison tests. Statistical analyses were performed using the Graphpad
Prism software (version 4, Graphpad Software, inc., San Diego, USA). Statistical analyses
were done using the software Graphpad Prism (version 4, Graphpad Software, Inc., San

Diego, CA). Differences were considered significant when p<0.05.
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Results

Body composition — mass and fat contents

After 25 days of food restriction (R), final body mass was significantly reduced
compared with the C group (Table 1, p < 0.01), and the low dose of leptin administered
during the last 10 days of food restriction did not produce any further body mass change
(Table 1). Retroperitoneal and epididymal fat pads were significantly lower in R compared
with C groups (Table 1, p < 0.01), and no further reduction in these fat compartments were

observed with leptin treatment (Table 1).

Serum leptin, corticosterone, TSH, total T5 and T4

Serum leptin concentration was significantly reduced (Table 2, p < 0.01) after 25
days of food restriction and the dose of leptin administered was able to restore its

concentration to the serum levels found in control animals (Table2).

Serum corticosterone concentrations were significantly increased (Table 2, p <
0.01) after 25 days of food restriction, and remained high in the leptin-treated group (RL)
(Table 2).

Serum TSH, T4 and T3 concentrations were significantly reduced after 25 days of
food restriction (Table 2, p<0.01). Leptin replacement was able to restore serum TSH
concentrations in the RL group. However, leptin replacement was not effective to
normalize serum T4 levels that remained significantly decreased in RL group (Table 2). On
the other hand, the change in serum T3 induced by prolonged food restriction was partially
reversed by leptin. Serum T3 decreased from 83.88 £ 11.15 to 42.12 + 3.73 ng/dl in food
restricted rats (Table 2, p<0.01), while leptin treatment for 10 days partially restored serum
T3 to 56.58 + 4.33 (Table 2, p<0.05).

Type 1 iodothyronine deiodinase activity
Liver type 1 iodothyronine deiodinase activity was significantly reduced after 25
days of food restriction (Figure 1A, p<0.01). Leptin replacement normalized liver and

kidney D1 activities, although serum T4 and T3 remained low (Figure 1A and B).
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However, thyroid D1 activity remained reduced in leptin-treated animals, although serum

TSH was normal (Figure 1C).

Type 2 iodothyronine deiodinase activity

Hypothalamic type 2 iodothyronine deiodinase activity was significantly increased
after 25 days of food restriction (Figure 2A, p<0.05), and leptin treatment normalized D2
activity in food-restricted animals (Figure 2A). The increase in hypothalamic D2 found
during food restriction might be implicated in a higher local generation of T3 and thus
decreased TRH secretion.

Pituitary D2 activity was not changed by food restriction but leptin administration
to food-restricted animals led to a significant reduction in pituitary D2 activity (Figure 2B,
p<0.05). Pituitary D2 reduction produced by leptin treatment in food-restricted rats might
explain, at least in part, the normalization of serum TSH, which might be secondary to
decreased local production of T3 in the thyrotroph.

D2 activity in brown adipose tissue was significantly reduced after 25 days of food
restriction (Figure 2C, p<0.05), whereas serum T4 was decreased, and the replacement
dose of leptin restored D2 activity in the RL group (Figure 2C), showing that during caloric

restriction leptin corresponds to the major regulator of BAT D2.

Iodide uptake — NIS activity

Food restriction did not alter thyroid iodide uptake (Figure 3A), even in the
presence of reduced serum TSH. A significant decrease in thyroid iodide uptake was
detected in leptin-treated rats (Figure 3A, p<0.05), showing that leptin exerts a direct

negative effect on NIS function in vivo, regardless of normal serum TSH.

Thyroperoxidase activity (TPO)

TPO was significantly decreased after 25 days of food restriction (Figure 3B,
p<0.01) and leptin replacement to the RL group did not restore TPO activity (Figure 3B).
These data show that restoration of serum TSH is not sufficient to normalize TPO in food-

restricted animals treated with leptin.
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Discussion

We show herein that 25 days of 40% food restriction leads to reduction in body
mass, retroperitoneal and epididymal fat compartments, serum leptin, TSH, T4 and T3,
with increased corticosterone, just as previously reported (Araujo et al 2008). Interestingly,
the replacement of leptin did not lead to further body mass and fat compartment loss in rats.
Others studies that compared ad libitum fed controls with ad libitum fed leptin-treated
animals observed that leptin (0.5 ug/g b.w./day to 10 ug/day) significantly reduced food
intake (33%-50%), and as a consequence, was able to determine body and fat mass loss
(7,15,39). In the present work, we administered a lower dose of leptin (0.2ug/g/day) that
was just able to normalize serum leptin in food-restricted animals. Boozer et al. (12)
evaluated the effect of low-dose of leptin in the treatment of diet-induced obesity and
observed that this strategy was not efficient to determined further weight and fat loss. So, it
is important to emphasize here that the expected effects of exogenous leptin (decrease in
food intake and increase in energy expenditure) largely depend on the dose used. The
purpose of the current study was to further characterize the thyroid alterations induced by
caloric restriction and to determine the effect of leptin replacement under these
circumstances.

10 days of leptin replacement to food-restricted animals did not normalize serum T4
concentrations; however serum T3 were significantly increased by exogenous leptin
administration. Since serum T3 concentrations decreased 50% by food restriction, and
leptin replacement led to an increment of 17%, without changes in serum T4, we
hypothesize that the mechanism related to normalization of serum T3 by leptin during food
restriction can also be related to changes in the peripheral metabolism of T4, apart from the
known effects of leptin in the hypothalamic-pituitary axis. These results differ from others
(37,39), which described significant increments in both serum T3 and T4 after leptin
administration to humans, without significant changes in circulating TSH, however there
could be differences due to the dose used and the period of time of leptin treatment, apart
from possible species-specific differences related to leptin effects. Studies evaluating the
effects of exogenous leptin on the decreased thyroid economy during short term-fasting in
animals (24 to 72h) are conflicting. In 1996, it was shown (1) that serum thyroxine
decreased within 48 hours of fasting, and a single intraperitoneal dose of leptin could

attenuate the fall in thyroxine, but did not restore it to the control levels. Chronic leptin
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treatment could also prevent the fall in T4 determined by 70 hours of fasting (3). On the
other hand, other studies (11) have shown that leptin (20 ug/0.5 ml, twice a day) did not
restore the decreased serum T3 and T4 in 24h-fasted mice, despite serum leptin
normalization. Lujan et al (29), using rhesus monkey submitted to prolonged dietary
regimen also observed that leptin infusion for 16 weeks did not restore serum T3. These
conflicting data show that different approaches lead to controversial results. So, further
studies are needed in order to understand the influence of leptin on thyroid axis during
fasting and food restriction, which correspond to quite different physiological conditions.
Boelen et al. (11) showed that refeeding after 24 hours of fasting in mice resulted in
markedly increase in serum leptin levels, which were not different compared with control
mice; however it did not result in a complete recovery of serum T4 and T3 levels. These
results indicate that normalization of leptin levels do not always parallel restoration of
serum thyroid hormone levels, suggesting that other peripheral signals may play a role in
the regulation of thyroid gland economy during caloric deprivation.

During food restriction, in addition to decreased leptin, serum corticosterone is
significantly higher (9,26). Some authors found that leptin administration is able to reverse
the increased serum corticosterone (1,17), however in the present study serum
corticosterone remained elevated in leptin-treated rats. We can hypothesize that the ability
of leptin to restore serum thyroid hormones, during a situation of negative energy balance
might depend on the concerted normalization of serum corticosterone levels, which did not
occur in the present study.

So, considering that in our experimental model the difference between R and RL
groups corresponds to serum leptin levels, with sustained decreased serum T4, T3 and
increased serum corticosterone, we can infer that the changes in deiodinase activities were
mainly secondary to leptin normalization. Herein, the fall in serum T3 concentrations
determined by food restriction was diminished in RL group compared with R group and we
observed that leptin was able to restore D1 activity in liver and kidney, as well as D2 in
brown adipose tissue, which might contribute to the increase in serum T3 observed in the
RL group. Our data is in accordance with reports that show an important stimulatory effect
of leptin on peripheral D1 and D2 activities (15,28). However, decreased D1 in the thyroid
was not restored by leptin replacement, regardless of normal serum TSH, suggesting that
leptin might directly influence thyroid D1 activity, just as observed for NIS function. Thus,
during food restriction decreased serum TSH might be related to decreased thyroid DI,

such as observed for TPO. However, neither TPO nor thyroid D1 were normalized by



112

leptin replacement, probably due to a direct effect of leptin that was not counterbalanced by
TSH in the period of time analyzed herein.

A previous study (17) showed that the combination of low serum leptin and high
serum corticosterone leads to increased hypothalamic D2 activity, which might indirectly
decrease TSH secretion and serum T3 during food restriction. Our data are in agreement
with this work, since the increased D2 activity found in the R group was normalized by
leptin administration, notwithstanding the fact that serum corticosteroid remained elevated.
These results are consistent with the notion that increased hypothalamic D2 activity during
food deprivation might result in elevated local T3 production, that in turn decrease TRH
expression and as a consequence serum TSH (17).

We hypothesize that leptin is able to restore serum TSH during food restriction
possibly through the decrease in hypothalamic and pituitary D2 activity in RL animals.
This might result in diminished local T3 production, causing a local hypothyroidism that
could increase both TRH and TSH secretion.

It is well known that serum TSH is the most important stimulator of all steps of
thyroid hormones biosynthesis, including iodide uptake (20,41,24). Despite the restored
serum TSH in RL group, we observed that iodide uptake was inhibited, while in R group
NIS function was not altered, showing a direct negative effect of leptin on NIS regulation.
Interestingly, we show that during food restriction serum TSH might not be so important
for the regulation of thyroid iodide uptake. The inhibitory effect of leptin on iodide uptake
induced by TSH has already been shown in FRTL-5 cells and in the thyroids of adult rats
(25,33). However, the inhibitory effect of leptin on NIS function in vivo during food
restriction has never been described.

In summary, during negative energy balance, independent of serum TSH the thyroid
gland seems to be directly affected. Decreased serum leptin levels contribute to the
suppression of the hypothalamic-pituitary axis; however the direct effect of leptin on the
thyroid per se seems to be mainly inhibitory. Despite the fact that a replacement dose of
leptin was able to restore serum TSH, leptin normalization in the serum of food-restricted
animals caused impaired thyroid iodide uptake and was not effective in restoring thyroid
D1 and TPO activities. It remains to be elucidated whether increased serum corticosterone
might play a role in the thyroid gland physiology under these circumstances. On the other
hand, leptin positively regulates liver and kidney D1 and BAT D2, which might be related

to the increase in serum T3 in leptin treated food-restricted animals.
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In conclusion, apart from its central action regulating the hypothalamic-pituitary-
thyroid axis, leptin exerts direct peripheral effects on both the thyroid gland and deiodinase

activities.
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Figures Legends

FIGURE 1 - Type 1 iodothyronine deiodinase (D1) activity in Control (C), Food
Restricted (R) and Food Restricted with leptin replacement 10pg/100g body mass twice a
day (RL) for 10 days. A: Liver D1 (C, n=7; R, n=7; RL, n=7); B: Kidney D1 (C, n=7; R,
n=7; RL, n=7) C: Thyroid D1 (C, n=7; R, n=7; RL, n=7). Results are shown as mean *
SEM. * P < 0.05 or ** P< 0. 01 versus control.

FIGURE 2 - Type 2 iodothyronine deiodinase (D2) activity in Control (C), Food
Restricted (R) and Food Restricted with leptin replacement 10ug/100g body mass twice a
day (RL) for 10 days. A: Hypothalamic D2 (C, n=5; R, n=6; RL, n=7); B: Pituitary D2 (C,
n=6; R, n=6; RL, n=7). C: Brown Adipose Tissue D2 (C, n=7; R, n=7; RL, n=7); Results

are shown as mean + SEM. * P < 0.05 versus control.

FIGURE 3 - Thyroid function in Control (C), Food Restricted (R) and Food Restricted
with leptin replacement 10pug/100g body mass twice a day (RL) for 10 days. A: NIS
function (C; n=5 R; n=5 RL ; n=5) B: Tireoperoxidase activity (C; n=18 R; n=21 RL ;

n= 10). Results are shown as mean + SEM. * P < 0.05 or ** P< 0. 01 versus control.
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Table 1 — Body mass and fat compartments in Wistar rats: control (C), food-restricted (RL)

or food-restricted replaced with leptin (RL).

BM initial BM final Retroperitoneal fat | Epididymal fat
Control (C) 300 +4.97 339 +5.90 1.67 +0.13 1.71 £0.14
Food Restriction (R) 299 +4.92 269 +2.92" 0.66 +0.09™ 0.23 +0.06"
Food Restriction + Leptin (RL) 298 +5.34 265 +3.03" 0.63+0.12" 0.30 £0.07"

Results are expressed as mean £ SEM of at least 10 animals per group. Fat compartments

are expressed as g/100g of body mass. BM = body mass in g. Leptin was replaced for the

last 10 days of food restriction (10 (g / 100 g body mass twice a day). ** p < 0.01 vs

control.
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Table 2 — Serum leptin, TSH, T4, T3 and corticosterone in Wistar rats: control (C), food-

restricted (RL) or food-restricted replaced with leptin (RL)

Leptin (ng/ml) | TSH (ng/ml) T4 (ug/dl) T3 (ng/dl) Corticosterone (ng/ml) |
Control (C) 7.45 +0.34 1.20£0.12 6.88 £0.31 87.30 +£4.04 139.4 +£23.15
Food Restriction (R) 1.85+0.30™ 0.71+£0.02" | 421+£023" | 40.95+294" 315.6 +27.6™
Food Restriction + Leptin (RL) 6.45 +0.05 1.05+0.12 5.06 037" | 61.59 £2.51"* 390.1 +33.26™

Results are expressed as mean = SEM of at least 7 animals per group. Leptin was replaced

for the last 10 days of food restriction (10 [Ig / 100 g body mass twice a day). ** p < 0.01

vs control; # p < 0.01 vs food restriction.
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FIGURE 1 - Type | iodothyronine deiodinase (D1) activity in Control (C), Food Restricted (R) and Food Restricted with
leptin replacement 10pg/100g body mass twice a day (RL) Wistar rats. A: D1 Hepatic (C, n=7; R, n=7; RL, n=7); B: DI
Kidney (C, n=7; R, n=7; RL, n=7) C: D1 Thyroid (C, n=7; R, n=7; RL, n=7). Results are shown as mean + SE. * P < 0.05

versus control or ** P< (. 01 versus control.
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FIGURE 2 - Type 2 iodothyronine deiodinase (D2) activity in Control (C), Food Restricted (R) and Food Restricted with
leptin replacement 10pg/100g body mass twice a day (RL) Wistar rats. A: D2 Hypotalamic (C, n=5; R, n=6; RL, n=7); B: D2
Pituitary (C, n=6; R, n=6; RL, n=7). C: D2 Brown Adipose Tissue -BAT- (C, n=7; R, n=7; RL, n=7); Results are shown as

mean + SE. * P < 0.05 versus control.
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FIGURE 3 - Thyroid function in Control (C), Food Restricted (R) and Food Restricted with leptin replacement 10pug/100g
body mass twice a day (RL) Wistar rats. A: lodide uptake during 15 minutes (C; n=5 R; n=5 RL ; n='5) B: Tireoperoxidase
activity (C; n=18 R; n=21 RL ; n= 10). Results are shown as mean + SE. * P < 0.05 versus control or ** P< 0. 01 versus

control.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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