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Abreviacoes

Cones M - Cones que expressao as opsinas sensiveis ao comprimento de onda
média.

Cones S - Cones que expressao as opsinas sensiveis ao comprimento de onda
curta.

DBD — Dominio de ligagdo ao DNA.

DNA — Acido desoxirribonucléico.

DRs — Sequéncia de repeticdes diretas.

HRE — Elementos responsivos ao horménio.

HT — Hormonio Tireoidiano.

LDB — Dominio de ligacao ao ligante (hormdnio).

NCoR — Repressor do receptor nuclear.

Opsinas M — Opsinas sensiveis ao comprimento de onda média.
Opsinas S — Opsinas sensiveis ao comprimento de onda curta.

RNA — Acido ribonucléico.

RTH — Sindrome de resisténcia ao hormaonio tireoidiano.

RTHG — Resisténcia generalizada ao horménio tireoidiano.

RXR — Receptor do Acido retinéico.

SMRT — Mediador do horménio tireoidiano e retindides.

T3 - 3,5,3-triiodotironina.

T4 - 3,5,3,5’-tetraiodotironina (Tiroxina).

Thra — Gen que codifica os receptores do hormdnio tireoidiano do tipo a.
Thrb - Gen que codifica os receptores do horménio tireoidiano do tipo B.
TR - Receptor do horménio tireoidiano.

TRE — Elemento responsivo ao TR.

TRH - Horménio liberador de Tirotropina.

TRa - Receptor do horménio tireoidiano do tipo a.

TRB — Receptor do horménio tireoidiano do tipo [

TSH — Hormonio estimulante da tiredide.



Resumo

A diferenciacao do sistema visual € um dos inumeros processos regulados
por horménios tiredideos (HT), através de seus receptores nucleares (TR). Em
camundongos, a maioria dos cones co-expressam opsinas sensiveis a
comprimentos de onda médio (M) e curto (S), além disso a delecdo do TRp2
causa perda seletiva da expressao de opsinas-M. Visdo monocromatica foi
descrita em um paciente portador da sindrome de resisténcia ao horménio
tireoideano (RTH), entretanto ndo é um sintoma de hipotireoidismo. Objetivamos
avaliar em camundongos com a mutagdo A337T no TR, também encontrada em
pacientes RTH, alteracdes na expressao das opsinas M e S. Animais selvagens
(wt), heterozigotos (ht) e homozigotos (hm) foram tratados com horménio T4 ou
com metimazole, que aumenta ou diminui 0s niveis hormonais (T3/T4),
respectivamente. Imunohistoquimica para as opsinas S e M foi realizada em
cortes (analise qualitativa) e em montagens planas das retinas (analise
quantitativa). Independente do nivel de HT, os animais wt e ht expressaram ambas
as opsinas enquanto que os animais hm expressaram somente a opsina S. A
quantitatificacdo dos cones S e M apresentou valores de densidade celular muito
préximos entre 0os animais wt nos diferentes tratamentos. No entanto, os animais
ht apresentaram uma densidade maior de cones S em relacdo aos cones M, se
comparados aos wt. Os animais hm somente expressaram as opsinas S.
Concluimos que somente os animais hm apresentam o fenétipo de visdo
monocromatica e que o gendtipo € determinante na densidade de cones S e M

independentemente dos niveis séricos de HT.



Abstract

The visual system differentiation is one of the physiological processes
regulated by the thyroid hormone (HT), through activation of nuclear receptors
(TRs). In mice retina the majority of cones co-expresses short (S) and middle (M)
wavelength photopigments. In addition, TRB2 deletion leads to a selective loss in
the expression of M-opsin. Futhermore, monochromatic vision was described as a
consequence of thyroid hormone resistance syndrome (RTH) in humans, even
though, this is not true for hypothyroidism. The aim of this work was to investigate if
mutant mice (A337T TRp) that carry the same gene mutation found in RTH
patients, express altered S and M-opsins. We used specific anti-M or anti-S-opsin
antibodies to study the expression of these proteins under different conditions as
T4 and metimazole to increase and decrease the hormonal level, respectively.
Retinal sections (qualitative analysis) and retinal wholemounts (quantitative data)
were processed to immunohistochemistry. Wild type (wt) and heterozygous (ht)
animals expressed both opsins. In the other hand, homozygous (hm) mice
expressed only the S-opsin. These phenotypes were not altered by the different
treatments. M- and S-opsin quantitative analysis showed similar results in the wt
mice under different treatments. However, ht mice showed a higher density of S
cones in relation to M cones and hm mice expressed only S opsins. Our data
demonstrated that only hm mice presented monochromatic vision phenotype. In
addition, the genotype is critical in the S and M cone density, but the different

hormonal levels were not able to alter the opsins expression.
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Introducao

Retina

A retina € uma estrutura nervosa localizada perifericamente, derivada do
neuroectoderma, pertencente ao sistema nervoso central e responsavel pela
transducédo da energia eletromagnética (luz) em potenciais de acdo. Estes sao
conduzidos aos centros superiores através do nervo Optico (segundo par de
nervos cranianos) por axoénios derivados de um tipo particular de neurdnio
retiniano chamado célula ganglionar.

Contudo, o tecido retiniano ndo se restringe a simples sinalizagdo para o
cérebro da presenca ou auséncia de luz. Sua capacidade de promover um certo
grau de modulacdo nos sinais neurais gerados a partir da imagem recebida
confere a estes uma transmissdo com perfil mais complexo. Assim, a imagem
projetada sobre a retina € decomposta em diversas caracteristicas fisicas (como
por exemplo: forma, movimento, cor e contraste simultdneo), as quais serao
analisadas e reconstituidas pelos centros cerebrais para a producao da percepcao

da informacgao visual (DOWLING, 1987).

Estrutura da retina

A retina dos vertebrados (figura 1) consiste de duas principais divisdes: uma

camada Unica de células neuroepiteliais, chamada epitélio retiniano ou epitélio

pigmentado, e de uma parte mais espessa consistindo de neurbnios e células



gliais, dita sensorial, também denominada retina neural. A camada sensorial da
retina esta organizada basicamente em camadas nucleares onde se localizam os
corpos celulares (camada nuclear externa, camada nuclear interna e camada de
células ganglionares) intercaladas por camadas plexiformes contendo
prolongamentos celulares (camada plexiforme externa, camada plexiforme interna
e camada de fibras do nervo éptico) (Maller, 1856, apud Polyak, 1941). Em meio
a esta organizacdo laminar estao presentes seis tipos neuronais e trés tipos de
células gliais, que foram descritos nos estudos pioneiros de Santiago Ramén vy
Cajal, 1893.

Na camada plexiforme externa estdo presentes terminais sindapticos de
células fotorreceptoras e prolongamentos celulares de células bipolares,
interplexiformes e células horizontais. Na camada plexiforme interna (cpi)
encontram-se prolongamentos de células amacrinas, bipolares e os dendritos das

células ganglionares.
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Figura 1. Desenho modificado de RAMON Y CAJAL
(1911) mostrando a organizagdao da retina com suas
diversas células camadas: epitélio pigmentar (PE),
fotorreceptores (F), célula interplexiforme (l), células
amacrinas (A), células bipolares (B), células bipolares
deslocadas (DB), células amacrinas deslocadas (DA),
células horizontais (H), células ganglionares (QG), epitélio
pigmentado (EP), segmento externo dos fotorreceptores
(SE), camada nuclear externa (CNE), plexiforme externa
(PE), camada nuclear interna (CNI), plexiforme interna (PI)
e camada de células ganglionares (CCQG).



A camada nuclear externa é formada pelos corpos celulares das Unicas
células retinianas capazes de transduzir a energia luminosa em sinal neural, 0s
fotorreceptores. Estes sao classificados basicamente em dois tipos, que podem
ser diferenciados principalmente pela morfologia de seus segmentos externos: os
cones e os bastonetes. Os primeiros, que na maioria das vezes possui um
segmento externo curto em forma de cone, sdo responsaveis pela visao fotopica
(visdo em alta intensidade luminosa), tem uma alta resolu¢cdo temporal, sendo
também responsaveis pela visao de cor, visto que existem diferentes populacdes
de cones contendo diferentes fotopigmentos sensiveis a diferentes faixas do
espectro luminoso. Os bastonetes sdo responsaveis pela visdo escotopica (em
baixa intensidade luminosa), possuem uma baixa resolucdo temporal e sé
possuem um tipo de pigmento visual, ndo apresentando, portanto resolugéao
espectral (Dowling, 1987).

A camada nuclear interna é composta por corpos celulares de quatro tipos
celulares: localizadas mais externamente estdo as células horizontais, que na
maioria dos vertebrados estdo representadas por dois subtipos morfolégicos
(Galego, 1971). As células bipolares tém seus corpos celulares localizados numa
regido mais central desta camada. Estas células, nas retinas de mamiferos até
entdo estudadas, sdo divididas basicamente em dois subtipos principais, um que
faz contato exclusivo com bastonetes e outro com cones (Ramon y Cajal, 1893;
Kolb, 1970, 1977). Os corpos celulares localizados na parte mais interna da
camada nuclear interna pertencem as células amacrinas, chamadas assim por
Ramon y Cajal por ndo apresentarem axénios, com seus dendritos estratificando

na camada plexiforme interna. Estas células sdo responsaveis pela modulacao



horizontal da informagdo nesta camada, fazendo contatos com dendritos de
células bipolares, células ganglionares, células interplexiformes e com outras
células amacrinas. As células amacrinas apresentam uma morfologia muito
variada. Além dos corpos celulares destes quatro tipos neuronais, também esta
presente nesta camada um tipo de célula glial chamada célula de Miiller, cujos
prolongamentos se estendem por toda a retina formando as membranas limitante
externa e interna.

A camada nuclear mais interna na retina € a camada de células
ganglionares formada pelas células que levam a informagéo visual, através de
seus axonios, aos centros superiores. Encontra-se também nesta camada os
corpos celulares de células amacrinas (Ramon y Cajal., 1893) ditas deslocadas,
com seus dendritos estratificando na camada plexiforme interna.

Além das camadas acima descritas, ainda sdo encontradas na retina os
segmentos externos dos fotorreceptores e as fibras do nervo éptico, composto
pelos axénios das células ganglionares. Com relagdo as células gliais, além da
célula de Muller, duas outras células gliais comuns ao restante do sistema nervoso
central também sdo encontradas na retina: a microglia, localizada na camada
plexiforme interna, e os astrocitos fibrosos (na camada de fibras e na camada de
células ganglionares) e protoplasmaticos (camada plexiforme interna, nuclear
interna, camada de células ganglionares e na camada de fibras do nervo 6ptico)

(Polyak, 1941).



Desenvolvimento

A retina, assim como outras regides do sistema nervoso central (SNC),
deriva do tubo neural. Logo cedo na vida do embrido, o tubo neural sofre
evaginacgdes para formar as duas vesiculas Opticas na regido da cabega. Cada
vesicula se invagina formando um calice onde sua regido interna dara origem ao
epitélio neural e a porcao externa do epitélio pigmentado. Inicialmente, ambas as
paredes do célice éptico possuem a espessura de uma célula apenas, mas as
células da parede interna se dividem e formam uma camada neuroepitelial com
varias células de espessura (Dowling, 1987). Estas células denominadas
neuroblastos tém potencial proliferativo e dardo origem a todos os tipos celulares
na retina (Altshuler, et al, 1991).

A histogéneses da retina de vertebrados segue um gradiente espacial onde
todos os tipos celulares sdo gerados e comegam a se diferenciar a partir da regiao
mais interna para regides mais externas. Além desse gradiente interno-externo,
existe também um gradiente centro-periferia (Mann, 1964; Provis, et al, 1985).
Quando examinamos o desenvolvimento dos fotorreceptores em varias espécies
de mamiferos, observamos quase sempre a mesma sequéncia de aparecimento
dos fendtipos neuronais (Szél, et al, 1993; Bumsted, et al, 1997). Os primeiros
tipos celulares a aparecerem sao os bastonetes, alguns dias apo6s, 0os cones que
expressam fotopigmentos sensiveis ao comprimento de onda curta (cones S). Por
ultimo, aproximadamente na segunda semana poés-natal, surgem os cones que
expressam fotopigmentos sensiveis ao comprimento de onda médio e longo

(conesMellL).



Todas as espécies de mamiferos estudadas, tanto as que segregam os
cones, expressando os diferentes tipos de cones predominantemente em
determinada regido da retina (camundongo, porquinho da india e coelho), quanto
as com disposicao homogénea (rato e gerbil), demonstraram a mesma sequiéncia
de aparecimento dos diferentes tipos celulares, durante o desenvolvimento da
retina. Exceto na févea de primatas, aonde ainda existe certa controvérsia sobre

qual tipo de cone precede (Bumsted, et al, 1997; Wikler, K.C. & Rakic, P. 1991).

Visao cromatica

A visao de cores, em vertebrados, é possivel devido a familia de pigmentos
visuais homélogos que reside dentro de uma classe de fotorreceptores, os cones.
A luz visivel ao olho humano ocupa um pequeno espectro eletromagnético entre
400nm e 700nm, entretanto, alguns animais possuem diferentes opsinas sensiveis
a comprimentos de ondas na faixa do ultravioleta (UV). Entre as diferentes
espécies de vertebrados, o nimero e a absorgcdo maxima dos pigmentos visuais
varia, gerando diversos sistemas diferentes de visdo de cores. Humanos e
primatas do velho mundo apresentam trés tipos diferentes de pigmentos visuais,
contudo, passaros e peixes possuem quatro tipos. A maioria dos mamiferos,
entretanto, expressam somente dois tipos de opsinas, estes animais apresentam
um sistema dicromatico de visdo de cores (Smallwood, et al, 2003).

A visdo cromatica baseia-se na comparacdo dos diversos estimulos
recebidos pelas diferentes opsinas, sendo aquela impossivel com apenas um tipo

de cone. As opsinas, sensiveis a um comprimento de onda especifico sdo, na



verdade, capazes de responder a um diverso espectro de outros comprimentos de
onda, dependendo da intensidade da luz. Entretanto, a freqtiéncia de respostas
sera sempre menor que a de um cone especifico para aquele espectro. A
informacdo recebida por estes dois fotorreceptores € levada para os centros
superiores onde sdo comparadas para percepg¢do da cor do objeto. Podemos
entdo afirmar que ja na retina comecga a modulagédo da informacao cromatica, pois
além da segregacdo dos diferentes comprimentos de onda feita pelos
fotorreceptores, as células ganglionares possuem um sistema de oposicao dos

sinais (on e off) que atuam amplificando o contraste das cores (Lee, 2004).

Pigmento visual

O pigmento visual € um membro da familia de moléculas que incluem os
receptores acoplados a proteina G e consiste de uma proteina integral de
membrana, opsina, e um cromoéforo covalentemente ligado, 11 cis-retinal (vitamina
A1) ou 3-dehidroretinal (vitamina A2) (Strader, et al, 1994). Nos cones 0s
pigmentos visuais estdo dispostos em dobras da membrana celular; enquanto nos
bastonetes a rodopsina estd contida nos discos membranosos, empilhados no
interior da membrana celular. A diferenca morfoldégica entre os segmentos
externos de cones e bastonetes pode significar pelo menos em parte uma
diferenca funcional no mecanismo de fototransdugé@o. A opsina compreende uma
cadeia polipeptidica de aproximadamente 350 aminoacidos os quais formam sete
alfa-hélices que atravessam a membrana, ao passo que o cromoéforo consiste de

uma isoforma da vitamina A. Até recentemente pensava-se que somente peixes,



anfibios e répteis possuissem ambas as isoformas da vitamina A. Entretanto,
estudos recentes demonstraram que, apesar de nao serem capazes de produzi-la,
os fotorreceptores de mamiferos podem utilizar a vitamina A2 ingerida. Mudancas
no espectro de sensibilidade dos pigmentos visuais aos comprimentos de ondas
especificos sdo mediadas pela variacdo do cromoforo.  As opsinas dos
vertebrados séo classificadas em cinco grupos evolucionarios distintos (Collin, &
Trezise, 2004):

1. Fotorreceptores de bastonetes (Rh1)

2. Similar ao Rh1 (Rh2)

3. Sensivel ao comprimento de ondas curtas (SWS1)

4. Similar ao SWS1 (SWS2)

5. Sensivel ao comprimento de ondas longas (LWS), médias (MWS) ou

grupo das opsinas (LWS/MWS).

Fotorreceptores e Transducao

Os fotorreceptores sdo as unicas células da retina com a propriedade de
transformar o estimulo luminoso em sinal elétrico neuronal. A transducao se inicia
com a absorcdo de um féton de luz, que provoca uma alteragdo na configuracao
do retinal 11-cis para todo-trans, em um processo de isomerizagdo. Durante este
processo, o cromoéforo passa por diversas conformacdes, entre elas a forma ativa
Metarodopsina |l, capaz de ativar a proteina G, transducina, localizada na
membrana do disco Optico. A transducina se torna ativa trocando uma molécula

de GDP por GTP, em seguida, desloca suas subunidades alfa e beta que por sua



vez ativam a enzima fosfodiesterase (PDE). Esta catalisa a transformacao do
GMP-ciclico (GMPc) em 5-GMP. A diminuigdo intracelular de GMPc causa o
fechamento dos canais catiénicos, resultando na hiperpolarizagdo do fotorreceptor
e consequente diminuicdo da liberagdo dos neurotransmissores. A
hiperpolarizacdo do fotorreceptor é o primeiro passo para a conversao do sinal
luminoso em sinal neural.

A membrana do segmento externo dos fotorreceptores possui canais
catibnicos sensiveis a concentracao intracelular de GMPc. No escuro os niveis de
GMPc encontram-se elevados e os canais mantém-se abertos permitindo o influxo
passivo de cations conforme o gradiente de concentracao, constituindo a “corrente
de escuro”. Esta corrente despolariza a célula e permite alta taxa de liberacédo do
neurotransmissor pelo terminal sinaptico. A “corrente de escuro” é composta de
ions sodio (80%), célcio (15%) e magnésio (5%).

A “corrente de escuro” flui do segmento externo para o segmento interno do
fotorreceptor; e posteriormente flui para 0 meio extracelular carreada por ions
potassio, através de canais seletivos para potassio. Uma bomba de sddio-potassio
ATPase mantém as concentracoes intra-celulares destes ions, bombeando sédio
para o meio extra-celular e potassio para o meio intra-celular, garantindo a

despolarizacao do fotorreceptor na auséncia de luz.



A retina de camundongo

Assim como a maioria dos mamiferos, a retina dos camundongos possui
dominéncia de bastonetes. Apenas 3% dos fotorreceptores sdo compostos por
cones (Carter-Dawson & La Vail, 1979), valor alto quando comparado ao rato (1%)
e considerando tratar-se de um animal de habitos crepuscular ou noturno. A
densidade média dos cones foi estimada em 12.400 células/mm? com um
gradiente de duas vezes do ponto de maior densidade, localizado a 600um do
nervo Optico, até a periferia. Por outro lado, os bastonetes apresentam uma
distribuicao mais homogénea, estando a densidade média por volta de 437.000
células /mm®. Os nimeros totais de cones e de bastonetes foram estimados em
0,18x10° e 6,4x10°, respectivamente (Jeon, et al, 1998).

Apesar da baixa relevancia numérica, o camundongo apresenta cones
sensiveis a dois diferentes comprimentos de onda com topografias distintas. O
primeiro sensivel ao comprimento de onda médio (MWS), possui maxima
sensibilidade entre 509-521nm, que compreende a faixa do verde, e o segundo
pigmento, sensiveis ao comprimento de onda curta (SWS), possui maxima
sensibilidade na faixa de 360nm, o qual corresponde a regidao do ultravioleta (UV)
(Jacobs & Deegan, 1991).

O primeiro estudo a utilizar anticorpos para mapear a retina de
camundongos revelou um arranjo espacial Unico no qual a maioria dos cones
sensiveis ao comprimento de onda médio estava restrito a regido dorsal das
retina. Por outro lado, na regido ventral da retina predominava os cones sensiveis

ao comprimento de onda curta (Szél, et al, 1992). Pesquisas posteriores



demonstraram uma regido de transicdo contendo cones co-expressando
fotopigmentos sensiveis ao comprimento de onda curto e médio, estes estavam
restritos a uma banda horizontal passando através da retina central (Réhlich, et al,
1994). Estudos subsequientes de marcacao confirmaram a co-expressdo, mas
propuseram que esta possuia uma extensdo bem maior, atingindo toda a regiao
inferior da retina (Glosmann & Ahnelt, 1998) ou mesmo a maioria dos cones de
toda a retina (Applebury, et al, 2000).

A co-expressao de fotopigmentos nos cones de camundongos também é
evidente em estudos de eletrorretinograma, nos quais a exposicdo dos olhos aos
comprimentos de ondas longos, absorvidos exclusivamente pelos cones M, foi
capaz de suprimir completamente a respostas de ambos os cones. Contudo,
estudos utilizando testes comportamentais de discriminagcéo e eletrorretinograma,
demonstraram que camundongos possuem a capacidade de distinguir entre os

dois comprimentos de onda (Jacobs, et al., 2004).

Hormonio Tireoideano e o desenvolvimento do SNC.

O desenvolvimento do sistema nervoso central ocorre através de diversos
eventos precisamente coordenados. A inducdo do tecido neural, diferenciacao e
migracao de tipos celulares especificos, especializacao regional ou formacao de
sinapses sdo levados a efeito por diversos eventos intrinsecos, a maioria dos
quais, sao determinados por fatores genéticos (BERNAL, et al, 2003). No entanto,
a importancia do horménio tireoideano, na regulacao do desenvolvimento neural

também ja é bem conhecida. Em mamiferos, o hipotiroidismo pode causar retardo



mental e surdez, se a caréncia do horménio ocorre cedo no desenvolvimento do
feto ou do neonato (Forrest, et al, 2002).

O horménio tireoideano é considerado essencial para a maturagédo do SNC
em humanos e outros mamiferos. Entretanto, deve atuar dentro de uma janela de
desenvolvimento, além da qual, a recolocacdo do hormdnio néo recupera a funcao
normal, por exemplo, no cerebelo (Oppenheimer & Schwatz, 1997) e na céclea
(Uziel, A., 1986). A deficiéncia do horménio tireocideano durante periodos criticos
do desenvolvimento leva a profundos e potencialmente irreversiveis defeitos na
maturacdo (Escobar, et al, 2000). A maioria das evidencias apontam para o
envolvimento do hormoénio tireoideano na regulacdo de eventos tardios no
desenvolvimento do SNC, tal como: migracdo celular, formagdo da camada
cortical e na diferenciacao de neurénios e células da glia. Estudos demonstraram
que a deficiéncia do horménio tireoideano resulta em alteracdes na migracao
celular no neocértex, hipocampo e cerebelo (Berbel, et al, 1997).

Trabalhos recentes demonstraram que as diversas isoformas dos
TRs sdo expressas durante o desenvolvimento normal da retina de camundongos
em diferentes janelas temporais (Ng, et al, 2001). Enquanto, as isoformas a1, a2 e
B1, vdo aumentando progressivamente durante o desenvolvimento, o TRB2 tem
seu pico na idade de 17 dias embrionarios (figura 2). Estudos utilizando animais
knock-out demonstraram que o Trf32 possui uma fungao impar na diferenciacao
das opsinas, que ndo pode ser suprida pelo TRB1. A presenca deste receptor
integro inibe a diferenciacdo de cones S prematuros e permite, futuramente, a

diferenciacao de cones M.



Figura 2. Analise por northen-blot da expressdo dos RNAm, das diferentes
isoformas dos TRs (al, a2, 1 e B2), durante o desenvolvimento normal da retina de
camundongos. G3PDH controle da integridade do RNAm. As analises das retinas
foram realizadas durante as idades embrionarias de 14 e 17 dias de (E14 e E17) e
durantes as idades pds-natais de 3 e 10 dias (P3 e P10). Os olhos foram analisados
em conjunto com o cérebro de camundongo recém nascido.

Mecanismos de acao do horménio tireoideano

A importancia do horménio tireoideano no desenvolvimento, homeostase,
proliferacdo e diferenciagdo celular tem sido bem documentadas. Sabe-se que,
nos mamiferos, os HTs atuam em todos os 6rgaos e vias metabdlicas e seus

principais efeitos incluem o desenvolvimento de vérios tecidos, consumo de



oxigénio, regulacdo da temperatura corporal, freqiéncia cardiaca e o metabolismo
de carboidratos, proteinas e gorduras. Além disso, participam da sintese e na
degradacao de muitos outros fatores de crescimento e horménios, o que resulta
em outros efeitos secundarios (Barra, 2004).

A maior parte das acdes do horménio tireoideano € exercida via receptores
nucleares, os quais atuam como fatores de transcricdo dependentes de ligantes.
O ligante fisiolégico € o T3 (3,5,3-triiodotironina), este € considerado a forma ativa
do horménio. O T4 (tiroxina), por ter baixa afinidade pelos receptores nucleares,
pode ser considerado como o pr6é-horménio, entretanto, € a forma secretada
preferencialmente pela glandula tireéide. As vias de sinalizagdo do horménio
tireoideano sdo mediadas pelos receptores, através das suas diferentes isoformas,
ou a montante do receptor, pelos niveis séricos da forma ativa do horménio

(Forrest, et al, 2002).

Receptores do horménio tireoideano.

Os receptores do horménio tireoideano sdo membros da superfamilia de
receptores nucleares que compreende 49 genes e codificam 75 proteinas
diferentes. Estas proteinas estdo envolvidas na transducdo dos sinais hormonais
em diferentes respostas transcripcionais (Robinson-Rechavi, et al, 2001). A
identificagdo de receptores em insetos como membros da superfamilia sugere
uma origem comum destes receptores e claramente, demonstra que a sua
evolucao antecede a divergéncia de vertebrados e invertebrados (Ribeiro, et al,

1995).



Os membros da superfamilia de receptores nucleares sado fatores de
transcricdo dependentes de ligantes e atuam ligando-se a sequéncias especifica
no DNA denominadas elementos responsivos ao horménio (HRE). Os HREs
geralmente estdo localizados na regidao promotora dos genes alvos, sao
especificos para cada receptor e possuem duas cépias perfeitas de um
hexanucleotideo (AGGTCA), separadas por um numero aleatério de pares de
bases (Barra, et al, 2004).

Uma subclasse da superfamilia de receptores nucleares é representada
pelo receptor do horménio tireoideano (TR), do acido retinoico (RXR), da vitamina
D e dos proliferadores peroxissomais, que formam heterodimeros com o RXR
(Mangelsdorf, et al, 1995). Estes receptores, na auséncia do ligante, estado
localizados predominantemente no nucleo, em solucdo ou ligados ao DNA.
Quando associados ao DNA estdo predominantemente ligados a seqiéncias de
repeticdes diretas (DRs) do hexamero AGGTCA n AGGTCA, onde “n” € 0 numero
de bases para cada hexamero (Ribeiro, et al, 1998). Os TRs se ligam aos HREs
na forma de mondémeros, homodimeros ou heterodimeros, associados ao acido
retindico RXR. (Ribeiro, et al, 1998; Glass, 1994).

A ligacdo do horménio ao receptor atua aumentando ou diminuindo a
expressdao dos genes alvos, dependendo se os promotores dos genes contém
elementos responsivos ao HT regulados de forma positiva ou negativa,
respectivamente (Hu & lazar, 2000; Yem, 2003). Recentes estudos, utilizando a
técnica de microarray, demonstraram a grande variedade de genes que sao

regulados pelo TRs (Miller, et al, 2004).



Estrutura dos TRs

A analise dos TRs demonstraram uma estrutura modular com dominios
funcionais distintos (figura 3). Os trés principais dominios sdo: o amino-terminal, o
de ligacdo ao DNA (DBD) e o de ligagdo ao hormdnio (LDB). Existe também uma
pequena regidao que liga o DBD com LDB que é conhecida como dobradica.

O dominio amino-terminal é extremamente variavel entre os membros da
super familia de receptores nucleares, tanto no tamanho quanto na sequténcia de
aminoacidos, e exibe uma funcdo de ativacdo transcripcional independente do
ligante, denominada funcao de ativacdo 1 (Warnmark, 2003). Para o TR, a sua
importancia ainda € pouco conhecida, pois estudos demonstraram que a delecao
do dominio amino-terminal tem pouco efeito sobre a resposta transcripcional

positiva ao T3 (Wu, et al, 2001).

Dobradica
Ativacdo da Trancriciio Rotacio do DBD
Independente de ligante em relacdao ao LDB

0

Ligac¢do ao DNA Ligac¢do do horménio,

e dimerizacao dimerizacao e ativacio
da transcriciao

dependente de ligante

Figura 3. Desenho modificado de Barra, G.B. (2004) Estrutura primaria
representando os dominios funcionais dos receptores tireoideanos. Dominio
amino-terminal (NH,-T), dominio de ligacio ao DNA (DBD), dobradica,
dominio de ligacao ao hormonio (LBD) e suas respectiva funcoes.



O dominio de ligagdo ao DNA é o mais bem conservado entre todos os
receptores nucleares e tem como funcao principal a ligacdo ao DNA. Este
dominio situa-se na porcdao central dos receptores e é organizado por dois
segmentos estruturais conhecidos como dedos de zinco. Neste segmento quatro
residuos de cisteina de cada dedo formam duas estruturas independentes em
forma de algcas (Mangelsdorf & Evans, 1995). Trés aminoacidos da base do
primeiro de representam a regido chamada de caixa P. Estes aminoacidos séo
responsaveis pelo reconhecimento do elemento responsivo especifico para cada
receptor. Ao passo que a sequéncia de cinco aminoacidos, localizada entre a
primeira e a segunda cisteina na base do segundo dedo, é denominada de caixa
D, uma regido importante para a dimerizagdo de receptor (Umesono & Evans,
1989).

O LBD é menos conservado que o DBD, refletindo a variedade de ligantes
que atuam nestes receptores. Este dominio localiza-se na regiao carboxi-terminal
e possui varias funcbes, como a homo e heterodimerizacdo do receptor,
localizagdo nuclear e interagdo com proteinas co-repressoras e co-ativadoras
(Glass & Rosenfeld, 2000; McKenna & O’Malley, 2002). Além dessas funcdes, o
LBD contém uma superficie que é fundamental para a ativacdo transcripcional,
que se forma com a ligacdo do horménio ao receptor. Ap6s a ligacdo do
horménio, esta regido denominada fungcdo de ativacdo 2 (AF-2), passa a se
interagir com os co-ativadores, que permitirdo a formacdo de um complexo
protéico envolvido na ativacao da transcricao.

A regidao que conecta o DBD ao LBD, e que age como uma dobradica, é

extremamente variavel entre os diferentes receptores (Yen, 2001). No caso



especifico do TR, a principal fungdo seria promover o movimento de rotagdo do
DBD em relagdo ao LBD, possibilitando que o TR se ligue nos HREs com

diferentes orientacées (Ribeiro, et al, 1995; Glass, 1994; Kurokawa, et al, 1993).

Mecanismo de acao

Nos genes que séo positivamente regulados pelo HT, os TRs nao ligados
suprimem a transcricdo basal deste gene pela interagdo com uma classe de
proteinas nucleares co-repressoras, como o repressor do receptor nuclear (NCoR)
e 0 mediador do silenciador do receptor de HT e retindides (SMRT).
Recentemente foi demonstrado que os co-repressores podem formar complexos
com outros repressores como o SIN3 e as deacetilases de histona. Tendo esta,
provavelmente, um papel crucial na repressao basal pelo complexo co-
repressor/TR nao ligado. Isto ocorre porque a estrutura da cromatina local
adquiriu uma conformacao que impede a transcricdo basal (Ciguere, 1999). A
ligacdo do T3 ao receptor provoca uma mudang¢a conformacional no TR, que
aumenta a ocupacado do HRE pelos heterodimeros TR/RXR, libera o complexo co-
repressor e recruta co-ativadores como os co-ativadores de receptor de esterdide
(SRC1, SCR2 e SCR3) e o complexo de proteinas que interage com o receptor de
vitamina D/proteina associada ao TR (Complexo TRIP-TRAP), todos com
atividade histona acetiltransferase (Neves, F.A.R., 2002). A estrutura da
cromatina vai se modificar, ocorrendo perda de um nucleossomo na regiao
promotora, com isso a transcricdo do gene serd ativada. Os mecanismos que

envolvem 0s genes que sdo negativamente regulados pelo HT, como TSH, sao



menos compreendidos, provavelmente envolvem a mesma classe de moléculas
em um HRE diferente, onde os co-repressores se tornam ativadores e vice e versa

(Ciguere, 1999).

Isoformas dos TRs e sua localizacao

Existem dois genes que codificam os TRs, Thra e Thrb, localizados no
cromossomo humano 17 e 3 respectivamente (Yen, 2001). Cada um deles
codificam diferentes proteinas, a1, a2, Aal, Aa2, B1, B2, B3, AB3, que sao
resultados do processamento alternativo do RNAm ou da utilizacdo de promotores
diferentes (Flamamnt & Samarut, 2003). Entretanto somente as isoformas al, 1,
B2 e B3 sao capazes de se ligarem ao horménio.

A expressao dos genes e a distribuicdo dos seus produtos variam de tecido
para tecido e nos diferentes estagios do desenvolvimento. O HT também regula
de forma diferenciada a expressao dos genes e as sua isoformas (Mangelsdorf, et
al, 1995).

A expressao dos mRNAs dos TRs varia com o desenvolvimento e com a
diferenciacao celular (Lazar, 1993). Os mRNA dos a1, a2, 1 e B2 sao expressos
em quase todos os tecidos, ainda que em niveis diferentes. Assim, a isoforma af
€ abundante em musculos esquelético, gordura marrom e no coracdao. O a2 é
particularmente abundante no cérebro. O TRB1 é expresso em grande quantidade
no figado, rim e cérebro. No desenvolvimento de sistema nervoso central, a

isoforma tra1 € largamente expressa, por outro lado, as variantes TRB sdo mais



limitadas a tecidos especificos (Barra, et al, 2004). O TRB2 mostra uma
expressao mais restrita localizada apenas na camada de fotorreceptores da retina
neural, na coclea, hipotalamo e na glandula pituitaria anterior (Sjéberg, et al, 1992;

Bradley, et al, 1994; Hodin, et al, 1989; Cook, et al, 1992).

Modelos animais

A importancia dos TRs no mecanismo de agdao do HT tem sido
demonstrada através de modelos animais com auséncia dos receptores e,
consequentemente, RTH. Atualmente, existem dois diferentes modelos com
delegcbes similares no gen do TRP (Wiliams, 2000) e trés linhagens de
camundongos com diferentes delecoes no gen do TRa.  Estudos com
camundongos knock-out para o gene thra apontam a importancia do TRa1 para a
acao do HT na freqiéncia cardiaca, controle de temperatura e gasto energético. O
camundongo knock-out TRP possui TSH elevado, niveis elevados de hormdnio
tireoideano, bo6cio e surdez sensorial, portanto, com fenétipo idéntico ao
observado em humanos com delecdo do gene TR (Refetoff, et al, 1993). A
hipéfise dos animais TRP knock-out possuem baixa sensibilidade ao horménio
tireoideano, devido a predominancia dos receptores TRB2 nesta glandula. Isto faz
com que a retro-alimentacao negativa esteja inibida, mantendo alta a secrecao de
TSH, que, por sua vez, vai estimular ainda mais a producédo de HTs pela tiredide.
Andlise deste modelo permite concluir que o TRBnao € necessario para a up-

regulation do TSH existente na deprivacdo do HT, porém este receptor exerce



papel fundamental na down-regulation e supressdo completa do TSH (Lin, et al,
1997). Camundongos duplo knock-out, TRa e TR possuem niveis do hormdnio
tireoideano e TSH dramaticamente elevados, bécio e retardo. Definitivamente a
auséncia do TRa acentua o fenétipo de resisténcia existente quando somente o
TRp esta ausente. Porém, embora os animais sejam menores, eles sdo capazes
de sobreviver na auséncia total de TRs (Ritchie, 2003). Estudos em modelos
animais possibilitaram a elucidacao da acao especifica de cada isoforma nos
diferentes tecidos, assim como as consequéncias das diferentes mutagdes no

fenétipo.

Sindrome de resisténcia ao hormonio tireoideano

A sindrome de resisténcia ao hormoénio tireoideano (RTH) foi primeiro
descrita por Refetoff e colaboradores em 1967. Eles analisaram dois individuos
que apresentavam bocio, surdo-mudez e atraso na idade éssea. Os niveis séricos
do horménio tireoideano (HT) eram elevados contrastando com os sintomas de
hipotiroidismo. A administragdo de HT exdgeno ndo produziu efeito metabdlico
esperado e também nao suprimiu o horménio (TSH) estimulado pelo horménio
regulador de tireotrofinas (TRH). Apds 20 anos as bases moleculares da RTH
foram elucidadas e a sindrome se deve a anormalidades no receptor § do
hormonio tireoideano. Desde os primeiros relatos, foram identificados mais de 700
individuos com a sindrome de resisténcia ao horménio tireoideano (RTH)
provenientes de cerca de 250 familias. A prevaléncia da RTH é de

aproximadamente 1 em 50.000 recém nascidos (Usala, 1995).



A sindrome de resisténcia ao horménio tireoideano € caracterizada pela
reduzida resposta dos tecidos alvos ao horménio tireoideano apesar das elevadas
concentracdes de T3 e T4 livres, associada a concentracdes elevadas de TSH ou
inapropriadamente normais, caracteristico da sensibilidade reduzida das células
produtoras de TSH (Carvalho & Ramos, 2004). O padrao de heranca da RTH é
autossébmico dominante sendo que a transmissdo recessiva foi identificada em
apenas uma familia (Takeda, 1992). O fenédtipo da RTH é bastante variavel,
mesmo entre membros da mesma familia com mutacgdes idénticas do TRB. A
maioria dos pacientes apresenta sintomas leves a moderados. Esta variabilidade
nas manifestacées clinica se deve, em parte, a severidade da resisténcia
hormonal, da efetividade dos mecanismos compensatérios, da presenca de
fatores genéticos moduladores e dos efeitos de tratamentos anteriores (Weiss, et
al, 1997).

A auséncia de feedback negativo do T3 na hipdfise, resulta em uma
secrecao persistente de TSH, estimulacdo da glandula tireoideano e conseqliente
aumento da sintese dos HTs. Os tecidos alvos respondem diferencialmente aos
altos niveis de T3, dependendo da predominéncia dos receptores do horménio
tireoideano, tipo a ou tipo B, que sdao expressos nestes. Portanto, alguns
individuos manifestam sintomas sugestivos de privacao de do HT como retardo do
crescimento, habilidades cognitivas reduzidas e hipercolesterolemia, enquanto que
outros apresentam sintomas de excesso de HT como taquicardia, avanc¢o da idade
Ossea ou hiperatividade. O mesmo individuo pode apresentar sintomas de ambos,

excesso e deficiéncia de HT (Ribeiro, et al, 1995; Warnmark, 2003).



Bécio é a anormalidade mais comumente encontrada no exame fisico,
ocorrendo em 85% dos casos. Taquicardia, que ocorre em 90% dos individuos
com RHT, é causada pela acdo do HT em niveis elevados no TRa (Warnmark, et
al, 2003). Metade dos pacientes com RHT tem dificuldade no aprendizado,
freqientemente associada com a hiperatividade e déficit de atencéo e, em geral,
baixo quociente de inteligéncia. Entretanto, retardo mental ocorre em apenas 3%
dos casos. Discreto ou moderado retardo no crescimento e atraso na idade 6ssea
estdo presentes em 25% dos casos. Defeitos auditivos estdo presentes em um
quarto dos pacientes. Outras manifestagdes foram observadas, como infeccdes
repetidas nas vias aéreas superiores, diminuicdo da massa Ossea, surdez,
hipotonia e convulsao (Ribeiro, et al, 1998; Fondell, et al, 1996).

Muitas das caracteristicas clinicas encontradas em alguns pacientes com
RTH podem ser manifestacbes da privacdo tecido-especifica do HT durante
estagios precoces do desenvolvimento. A severidade dos sintomas esta
relacionada a expressao relativa do alelo mutante e dos co-fatores de forma
tecido-especifica. O curso da doencga, assim como a sua apresentacao, pode ser
variavel. Alguns individuos tém o crescimento e o desenvolvimento normal, outros
apresentam graus variaveis de retardo mental e/ou de crescimento. Estudos em
humanos e em camundongos TRB knock-out demonstraram que a severidade da
doenca tende a melhorar com o envelhecimento (Warnmark, et al, 2003).

A visdo monocromatica foi reportada em humanos com a sindrome
recessiva de resisténcia ao hormoénio tireoideano (Newell & Diddie, 1977),
presumivelmente devido a um defeito no TR do tipo B2. Entretanto, ndo esta claro

ainda se esta deficiéncia visual estd presente na forma tipica dominante da



sindrome, j& que relatos sobre a visdo em pacientes sdo escassos na literatura
(Refetoff, et al, 1993). Analises preliminares de alguns pacientes apresentando a
sindrome na forma dominante ndo demonstraram nenhum déficit na visdo
cromatica (apud, Gurnell & Chatterjee, comunicacdo pessoal). A cegueira
cromatica ndo é geralmente mencionada em criangas com hipotiroidismo, gerando
uma incerteza se a acao do TRB2 é T3 dependente ou independente. Contudo,
estudos in vitro com culturas retinianas aumentaram a possibilidade da expressao

das opsinas S e M, serem influenciadas pelo horménio tireoideano.

Animal de estudo

Para estudar o papel dos TR na formacdo dos tecidos do SNC em
desenvolvimento, era necessario desenvolver modelos para a sindrome de
resisténcia ao hormonio tireoideano. Pacientes com hipotiroidismo e sindrome de
resisténcia ao hormoénio tireocideano apresentam dificuldades significantes de
movimentacdo e de aprendizado, entretanto estas alteracbes nao foram
reportados nos modelos knock-out para os TRs (Gauthier et al, 1999; Gothe, et al,
1999).

Hashimoto e colaboradores, em 2001, desenvolveram um animal com uma
mutacao pontual, uma delecao no aminoacido treonina do TRB (A337T), gerando
um modelo knock-in da sindrome de resisténcia ao hormoénio tireoideano
(KINDRED S) em camundongos. Os receptores apresentando esta mutacéo

inibem, de forma dominante, a transcricdo do gen por eles regulados, mesmo na



presenca do ligante. A sindrome associada a esta mutacao foi primeiro descrita
por Ono e colaboradores, em 1991, numa familia de parentes consangiineos, na
qual, os pais (heterozigotos) apresentavam um quadro severo de RHT e, os filho
(homozigotos) sucumbiam com pouco tempo de vida. Esta mutacdo impede
totalmente a ligacdo do T3 ao receptor, resultando na auséncia do efeito do
receptor dependente do ligante. Contudo, a estrutura do receptor permitia a este
se ligar ao DNA e recrutar os co-repressores, N-CoR e SMRT. Logo, a repressao
ou ativacao, causada pelos TRs truncados era maior em relacdo a um animal
knock-out, no qual ndo existia o receptor.

Estudos demonstraram que este modelo apresentava mudancas no SNC
caracteristicas de um quadro de hipotiroidismo, apesar de um elevado nivel do
horménio tireoideano. Os resultados do trabalho demonstraram que o modelo em
homozigose apresenta um cerebelo com massa menor, devido a uma diminui¢do
no numero de células de Purkinje. Além disso, o animal também apresentou

déficit de aprendizado em testes em labirinto aquatico (Hashimoto, et al, 2001).

A retina do Knock-out TRp2

Os receptores do horménio tireoideano do tipo B2 demonstraram ter grande
influéncia na visao dicromatica de camundongos. Experimentos utilizando animais
em homozigose para uma mutacdo knock-out no gen do TRP2, mostraram a
importancia deste na formacédo da via alternativa de expressdo das opsinas M.

Além disso, 0s animais knock-out expressaram prematuramente as opsinas S, na



idade de 17 dias embrionarios. Contudo, estas mudancas nao acarretaram em
alteracoes no numero total de cones.

Os resultados demonstraram que, 0s cones imaturos possuem o potencial
de seguir a via de formacao dos cones S (default) e, 0 TRB2 é responsavel pela
supressao dos opsinas S, até o momento apropriado, € mais tarde, pela inducao

das opsinas M, através de fatores intermediarios (Ng, et al, 2001).



Objetivos

1. Observar a expressao das opsinas sensiveis aos comprimentos de ondas
médias e curtas na retina de camundongos, apresentando diferentes gendétipos:
selvagem, homozigoto e heterozigoto, para a mutacdo A337T no gen do receptor

do horménio tireocideano tipo beta.

2. Avaliar a expressdo das opsinas S e M, dos diferentes gendtipos, em

diferentes niveis séricos do hormonio tireoideano.

3. Realizar uma andlise quantitativa dos cones expressando as opsinas S e M,

nos diferentes gendtipos e tratamentos.

4. Estudar a distribuicdo topografica dos cones que expressam opsinas S e M,

nos diferentes tratamentos e gendétipos.



Material e métodos
Animal

Foram utilizados camundongos heterozigotos para a mutacdo A337T no
gen do TRP, gerados por Hashimoto e colaboradores. Utilizou-se neste estudo
animais selvagens (wt), heterozigotos (ht) e homozigotos (hm), de ambos os
sexos, provenientes do acasalamento de animais em heterozigose. Assim como,
foram utilizados camundongos com auséncia da expressao dos receptores TRB2,
gerados por Abel e colaboradores, 1999. O gendtipo dos filhotes foi determinado
através da anadlise do DNA, extraido da cauda do camundongo, utilizando a
técnica de PCR (Polymerase chain reaction). J& os resultados das dosagens
hormonais foram obtidos através da técnica de radioimunoensaio. Os
procedimentos de genotipagem e dosagem dos niveis hormonais foram realizados
pelo laboratério de Endocrinologia Molecular, em colaboragdo com o nosso
laboratério. Os animais foram mantidos sob condigbes de luz (12 horas claro e 12
horas escuro) e temperatura (24°C+1 °C controlados). A manipulacéo e sacrificio
dos animais seguiram as normas estabelecidas pela sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e aprovada pela comissao de uso de

animais experimentais do IBCCF®.
Administracao das drogas

As fémeas gravidas foram tratadas com o farmaco Metimazole (MMI),

desde o primeiro momento em que foram colocadas em contato com os machos.



O Metimazole foi ministrado na agua de beber, na concentracédo de 0,1% do
farmaco. O Metimazole é um composto que bloqueia a sintese do horménio
tireoidiano T3 e T4, atuando na fase de organificacdo do iodo, inibindo a enzima
tireoperoxidase. Este é capaz de atravessar a barreira placentaria e também de
ser excretado no leite materno.

O tratamento com T4 visou aumentar os niveis séricos do horménio
tireoidiano. Este horménio € convertido a T3, pelas enzimas desiodases, sendo
esta a forma que possui uma maior afinidade pelo receptor. O T4 atravessa a
barreira placentaria com maior dificuldade do que o MMI, e também pode ser
ingerido através do leite materno. Desde o primeiro dia de contato com o macho a
fémea comecou a receber injegcdes diarias na concentracdo de 5ug de T4 por
100g de peso corporal. Durante toda a gestacao e até os primeiros cinco dias de
nascimento, a progenitora foi a Unica a receber as doses. A partir do sexto dia de
nascimento, até o dia do sacrificio, a prole passou a ser injetada com o horménio
tireoideano. O sacrificio ocorreu com no minimo vinte e dois dias de nascimento.
O sangue foi coletado para dosagem hormonal dos animais e os olhos fixados

para imunohistoquimica.

Fixacao e obtencao do tecido.

Os animais foram sacrificados entre as idades de 22 a 30 dias, em camara
de CO. e decapitados. Em seguida, a regidao superior do globo ocular foi
identificado com uma marca na cérnea o que permitiu a posterior orientacao da

retina. Os olhos foram entdo enucleados e fixados por imersdo em



paraformaldeido 4% (PA 4%), diluido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, por duas
horas a temperatura ambiente. Em seguida, o tecido foi lavado em tampao fosfato
0,1M, pH 7,2 com um minimo de trés trocas e mantidas nesta solugdo por uma
noite.

Para a obtengdo dos cortes, as retinas foram imersas previamente em
solugdo de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 com concentra¢cdes crescentes de
sacarose (10%, 20% e 30%) com o objetivo de crioprotecdo. Apds um pernoite
em solugdo de sacarose 30%, a retina foi dissecada e montada em meio de
inclusdo (OCT) (Sakura Finetek, Torrane, CA) sobre uma placa de aluminio e
congelada em nitrogénio liquido (-196° C). Na montagem do bloco foram
colocadas amostras das retinas de camundongo: homozigoto, heterozigoto, tipo
selvagem e knock-out (controle negativo) para que estes fossem coletados na
mesma lamina. Cortes transversais de 12 um eram obtidos em criostato numa
temperatura entre —15° C a —20° C. As laminas eram previamente gelatinizadas
no minimo com um dia de antecedéncia, e deixadas a secar por um pernoite a
temperatura ambiente antes de serem devidamente estocadas. O preparo da
gelatina consistia da diluicao da gelatina a 0,5% e 0,2% de alumen de cromo em
agua destilada, a solucao era aquecida durante o processo de diluicao.

As laminas, com os cortes coletados secavam a temperatura ambiente,
eram armazenadas em caixas fechadas envolvidas com filme plastico e mantidas
a —20°C até o momento da utilizacdo. Quando era necessario utiliza-las, as caixas
eram retiradas do freezer e, ap6s alcancarem a temperatura ambiente, podiam ser

abertas a fim de retirar as laminas desejadas.



As retinas cujo objetivo era a montagem plana ndo passavam pelo
gradiente de sacarose. ApoOs a fixacdo e consecutiva lavagem, estas eram
dissecadas, com o auxilio de uma lupa, em solu¢dao de PBS. Um talho era sempre
feito na regidao superior da retina para que nao se perdesse a orientacdo. A retina
era entdo disposta entre duas laminas de vidro e achatada por 24 horas em
solucdo de PBS. No dia seguinte, estas eram transferidas para uma placa
contendo quatro pogos, onde iniciavam os procedimentos de imunohistoquimica

por imersao.

Imunohistoquimica

Os procedimentos de imunomarcacao simples foram feitos para observar a
expressao diferencial das opsinas sensiveis ao comprimento de onda curta (S) e
médio (M). Utilizamos os anticorpos policlonais obtidos comercialmente da Santa
Cruz Biotechnology ou doados pelo Dr. J. Natthans (JN-492; JN-455) nas
concentragdes finais de 1:1.000 e 1:10.000, respectivamente.

Tanto os cortes, quantos as retinas intactas a serem processadas para
imunocitoquimica, foram previamente imersas em tampao fosfato salina com
0,25% de triton (PBS + triton 0,25%), para que os cortes fossem lavados e tornar
as membranas mais permeaveis a passagem do anticorpo. Seguia-se entdo a
incubagdo em albumina soro bolvina (BSA) 5%, por no minimo 2 horas. Além
dessas, todas as diluicbes do protocolo foram feitas em solucéo de fosfato salina

(PBS) com 0,25% de triton.



Os cortes foram incubados por um pernoite com o anticorpo primario,
entretanto, as retinas intactas incubadas por imersdo foram mantidas por seis
dias, devido a dificuldade de penetracdo do anticorpo na regido central, mais
espessa, sendo seguida de lavagem em PBS + triton 0,25% (3 vezes por 10
minutos cada).

Apéds a incubacdo com o anticorpo primario, tanto os cortes quanto as
retinas intactas seguiam o mesmo protocolo. As retinas foram incubadas por 2
horas com o anticorpo secundario biotinilado feito em coelho anti-carneiro (Santa
Cruz) ou feito em carneiro anti-coelho (JN), todos os anticorpos secundarios foram
obtidos da Vector e utilizados numa diluicdo de 1:200. As amostras foram
novamente lavados em PBS + triton 0.25% (3 vezes, por 10 minutos) e incubados
em avidina-biotina peroxidase (ABC), (1:50; Kit Elite Vectastain, Vector), por no
minimo 2 horas. A solugdo de ABC foi preparada com antecedéncia minima de 30
minutos do uso, conforme recomendacédo do fabricante. Finalmente, apds lavagem
em PBS+ triton (3 vezes, por 10 minutos), a reacao foi revelada com o cromoégeno
DAB (0,05% 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto) na presenca de 0,01%
peréxido de hidrogénio em tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,6 ou com o kit para
peroxidase com o cromégeno SG (Vector) por 10 minutos. Os cortes eram lavados
em PBS e montados com meio de glicerol tamponado (40% em tampao fosfato

0,2M).



Analise e Contagem de células

Para analise dos cortes histolégicos e das montagens planas das retinas de
camundongo foi utilizado o microscépio éptico Axioskop (Zeiss). Para a contagem
das células imunorreativas foram previamente desenhados os mapas da retina.
Utilizavamos um ampliador fotografico para projetar a imagem sobre o papel
milimetrado e desenhar um mapa da retina na escala de 1:10. Neste momento a
regido superior da retina foi identificada para posterior orientacao.

Para a contagem utilizamos uma grade acoplada a ocular de 10x, que junto
com a objetiva de 63x, abrangia uma area de 0,0256mm?. Os campos foram
contados a cada 0,5mm?, baseando-se no mapa previamente feito. Ao término do
processo, aproximadamente 10% da retina havia sido contada. Foram analisadas,
aproximadamente, trés retinas de cada genétipo, com os diferentes tratamentos.

Os resultados foram usados para montar um modelo da densidade de cada
retina e das diferentes regides. A area superior (retina dorsal) e inferior (retina
ventral) foram diferenciadas baseado na marcagéo feita no momento da
enucleacao e montagem. A densidade média dos fotorreceptores, assim como as
duas regides anteriormente citadas, foram calculadas com o auxilio de programa
estatistico. Os dados foram analisados estatisticamente usando one-way ANOVA

e 0 poOs-teste (ndo paramétrico) de Tukey.



Resultados

Analise dos cortes

Inicialmente, imunoreagimos o0s cortes obtidos ao criostato para
observarmos a expressao das opsinas S e M dos diferentes genotipos, Selvagem,
heterozigoto e homozigoto, para a mutacdo A337T. Nos modelos knock-out em
homozigose, ou seja, com auséncia dos receptores do tipo beta, ja havia sido
demonstrado que ocorre somente a expressao das opsinas sensiveis aos
comprimentos de ondas curtas (S), servindo este como controle negativo do nosso
experimento. Os camundongos selvagens, entretanto, foram nossos controles
positivos, pois na literatura ja esta bem definida a expressdo dos dois tipos
diferentes de opsinas (S e M) (Jacobs, et al, 1991). Nestes animais, os resultados
das imunohistoquimicas confirmaram a expressdao de ambas as opsinas (fig. 3;
wt), assim como o0s animais em heterozigose, que também apresentaram
marcacao para os dois tipos de opsinas (fig. 4; ht). Entretanto, os animais
homozigotos ndo expressaram as opsinas sensiveis ao comprimento de onda
médio, assim como o animal knockout, confirmando os resultados de Lily Ng em

2001 (fig. 4; hm e ko).



SEM TRATAMENTO
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Figura 4. Fotomicrografias de cortes transversais da retina (por¢ao mais
externa) de camundongos mostrando a expressao das opsinas S e M, dos
diferentes gendtipos. As colunas indicam a expressao diferencial de opsinas S,
opsinas M e o controle da reagédo imunoldgica. As linhas mostram os
gendtipos do animal: selvagem (wt), heterozigoto (ht), homozigoto (hm) para a
mutacao A337T no TR e knock-out (Ko) para o TRB2 (n=3 por gendtipo). As
marcagdes aparecem somente na camada dos segmentos externos dos
fotorreceptores. Todos os gendétipos apresentaram a expressao das opsinas S,
porém, os animais hm e ko nao expressaram as opsinas M. Barra de
calibragdo = 20um.




Tratamentos.

Com o objetivo de estudar possiveis alteracées na expressao das opsinas S
e M, os camundongos knock-in e knock-out foram submetidos a dois tratamentos
diferentes para aumentar e diminuir os niveis hormonais.

O tratamento com o farmaco Metimazole, primeiramente na progenitora e
depois nos filhotes até o sacrificio, visou induzir o hipotiroidismo no periodo intra-
uterino e neonatal. J&4 o tratamento com o horménio T4, tinha como objetivo
aumentar os niveis séricos de T3, e assim, induzir o hipertiroidismo nos animais
selvagens e aumentar os niveis de T3 nos animais heterozigotos, ja que estes
apresentam niveis ligeiramente maiores. Os animais em homozigose apresentam
niveis tao elevados dos hormoénios tireoidianos, que nenhum aumento significativo

foi esperado.

Tratamento com metimazole

Novamente foram analisados os trés gendétipos, selvagem, heterozigoto e
homozigoto, para a mutacdo A337T. Porém, o animal knock-out em homozigose
sO foi observado no tratamento com o farmaco metimazole. Nossos resultados
foram comparados com os obtidos com os animais sem o tratamento, para
analisarmos possiveis alteragdes qualitativas causadas pelos diferentes niveis
séricos do horménio. As retinas dos modelos tratados com MMI seguiram o
mesmo protocolo dos animais anteriormente analisados. Os animais com o

genotipo selvagem e heterozigoto, apresentaram o mesmo fendtipo dos animais



eutiroideos, ambos expressaram as opsinas S e M (figura 5; wt e ht). Entretanto,
0s animais em heterozigose demonstraram pequenas alteragcdes morfolégicas em
relacdo ao animal do tipo selvagem. Os camundongos em homozigose € 0s
animais knock-out expressaram apenas as opsinas sensiveis ao comprimento de
ondas curtas, apresentando o fenétipo de visdo monocromatica (Figura 5; hm e

ko).
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Figura 5. Fotomicrografias de cortes transversais da retina (porcao mais externa)
de camundongos hipotireoideos mostrando a expressao das opsinas S e M, dos
diferentes gendtipos. As colunas indicam a expressdo diferencial de opsinas S,
opsinas M e o controle da reacdo imunolégica. As linhas mostram o genétipo do
animal: selvagem (wt), heterozigoto (ht), homozigoto (hm) para a mutacdo A337T
no TRB e knock-out (Ko) para o TRB2 (n=3 por gendtipo). As marcacdes aparecem
somente na camada dos segmentos externos dos fotorreceptores. Todos os
genodtipos apresentaram a expressao das opsinas S, porém, os animais hm e ko
nao expressaram as opsinas M. Barra de calibragdo = 20 um.




Tratamento com T4

Os animais tratados com o horménio T4, genétipo selvagem e
heterozigotos, apresentaram o mesmo padrao dos outros dois tratamentos, ambos
expressaram as opsinas sensiveis ao comprimento de ondas curtas e médias
(Figura 6; wt e ht). Assim como, os animais em homozigose somente
expressaram as opsinas sensiveis ao comprimento de onda curta (Figura 6; hm).
Nao tivemos acesso aos animais de gendtipos knock-out para o TRB2, dos

animais que sofreram o tratamento com T4.



Tratados com T4
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Figura 6. Fotomicrografias de cortes transversais da retina (porcao mais
externa) de camundongos hipertireoideos mostrando a expressao das opsinas
S e M, dos diferentes genotipos. As colunas indicam a expressao diferencial de
opsinas S, opsinas M e o controle da reacdo imunoldgica. As linhas mostram o
gendtipo do animal: selvagem (wt), heterozigoto (ht) e homozigoto (hm) para a
mutacao A337T no TR (n=3 por gendtipo). As marcacdes aparecem somente
na camada dos segmentos externos dos fotorreceptores. Todos os gendtipos
apresentaram a expressao das opsinas S, porém, o animal hm nao expressou
as opsinas M. Barra de Calibragdo = 20um.




Analise quantitativa

Com o intuito de avaliar possiveis alteracbes quantitativas no niumero de
células expressando as opsinas S e M, foram feitas montagens planas das retinas
do camundongo. Primeiramente, estas foram imunorreagidas com anticorpos
especificos contra as opsinas S e M, em seguida, os campos amostrais foram
contados. A &rea total observada foi de aproximadamente 10% da retina.
Novamente, foram analisados modelos que ndo sofreram tratamento e tratados
com metimazole e T4. Nosso objetivo neste momento era quantificar o nimero
de cones S e M na retina de camundongos, para observarmos possiveis
alteracées causadas pelos diferentes gendétipos e/ou tratamentos. Os nossos
resultados foram separados entre os diferentes gendtipos para facilitar a
compararcao. Os resultados das andlises quantitativas representam a média da

contagem de trés retinas por genétipo.

Genétipo Selvagem

O gendtipo selvagem apresentou valores bastante semelhantes entre os
trés tratamentos (grafico 1). Quando comparamos a densidade de cones S e M,
na retina de animais que n&o sofreram o tratamento, observamos valores muito
préximos entre os diferentes grupos de cones (cones S: 11.429,7cones/mm?;
cones M: 10.972,6cones/mm?; P>0,05). Porém, quando analisamos a densidade

de cones na retina de animais tratados com T4, observamos que o numero de



cones S em relacdo aos cones M foi um pouco maior, entretanto, esta diferenca
também nao foi estatisticamente significativa (cones S: 10.035,2cones/mm?;
cones M: 10.972,6cones/mm?, P>0,05). Somente os animais tratados com
metimazole apresentaram uma diferenca estatisticamente significante entre o
namero de cones expressando as diferentes opsinas S e M. A densidade de cones
M sofreu uma pequena diminuigcdo em relacdo a densidade de cones S (cones S:
12.125,0cones/mm?; cones M: 9.984,4cones/mm?; P<0,001). Estes resultados
sugerem a importancia do horménio tireoidiano na diferenciacdo de cones na

retina de camundongos.
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Grafico 1. Densidade média de cones expressando as opsinas S e M, dos
animais gendtipo selvagem. O grafico compara a expressao das opsinas S e
M entre os diferentes tratamentos. Cada coluna representa a média de trés
experimentos com retinas diferentes (n = 3). (** P< 0,01).




Heterozigose

Os resultados obtidos com animais em heterozigose apresentaram
diferencas marcantes entre a expressdo das diferentes opsinas (grafico 2). Os
animais que nado sofreram tratamentos expressaram uma diferenca
estatisticamente significante entre o nudmero de cones S e M (Cones:
12.058,6cones/mm?; Cones M: 7.835,9cones/mm?; P<0,001). O mesmo ocorreu
com os animais tratados com o farmaco metimazole, que demonstraram uma
significante diferenca entre a densidade de cones expressando as opsinas S e M
(cones S: 13.839,9cones/mm?; cones M: 8.847,7cones/mm?; P<0,001). Apesar de
apresentar uma densidade maior de cones S, o numero de cones M também
aumentou, mantendo a diferenca entre a densidade de cones S e M, proporcional
ao observado nos animais sem tratamento. Por fim, os animais tratados com T4
apresentaram valores similares de cones S e M (cones S: 12.468,8cones/mm?;
cones M: 7.074,2 cones/mm?; P<0,001), quando comparado com os animais sem

tratamento de mesmo genotipo.
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Grafico 2. Densidade média total de cones expressando as opsinas S e M,
dos animais gendétipo heterozigoto. O grafico compara a expressao das
opsinas S e M entre os diferentes tratamentos. Cada coluna representa a
média de trés experimentos com retinas diferentes (n = 3). (*** P<0,001).




Homozigoto

Os animais em homozigose apresentaram em todos os tratamentos,
auséncia total de expressdo das opsinas M (grafico 3). Conseqlentemente,
demonstraram o0s maiores valores de densidade de cones S (wt:
13.031,3cones/mm?; ht: 15.187,5cones/mm?; hm: 13.992,2cones/mm?) que em
todos os outros genoétipos. As densidades de cones S dos animais em
homozigose ndo apresentaram diferengas estatisticamente significantes entre os
diferentes tratamentos.

Os resultados sugerem a importancia da presenca dos receptores do
hormonio tireoidiano viaveis na densidade de células expressando as opsinas S e

M, se sobrepondo o gendtipo, sobre os niveis séricos dos hormonios.
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Grafico 3. Densidade média total de cones expressando as opsinas S e M,
dos animais gendtipo homozigoto. O grafico compara a expressao das
opsinas S e M entre os diferentes tratamentos. Cada coluna representa a
média de trés experimentos com retinas diferentes (n=3).




Alteracoes topograficas

Com o intuito de perceber alteragcbes no mapa topogréafico da retina dos
camundongos, 0s campos amostrais, contados anteriormente, foram separados
em regido dorsal e ventral da retina, orientados pela marcacao feita previamente a
enucleacao dos olhos. Szél, e colaboradores, em 1992, apresentaram um modelo
para a retina do camundongo, no qual foi vista a regionalizacdo das opsinas S e
M. Na regido dorsal ocorre predominantemente a expressao das opsinas M, ao
passo que, na regido ventral predomina a expressdo das opsinas S. Nosso
estudo visa observar se as alteracées na densidade de cones S e M na retina de
camundongos, observadas nos  experimentos  anteriores, ocorrem
preferencialmente em uma das regiées (dorsal ou ventral) da retina.

Os resultados foram separados em trés graficos (n = 3), apresentando em
cada um os diferentes tratamentos. As andlises foram feitas observando as
diferencas nas densidades de cones S e M, que ocorrem nos diferentes genotipos,

e comparado entre as regides, dorsal e ventral.

Sem tratamento

O grafico 4 corrobora os resultados de Szél, A., 1992, quando apresenta
uma pequena regionalizacdo na expressao das opsinas S e M, no gendtipo
selvagem. A regido dorsal apresenta uma maior densidade de cones M, ao passo

que, na regiao ventral predomina os cones S.



A analise da regido dorsal dos animais nao tratados demonstrou valores
crescentes na expressdao das opsinas S, entre o0s gendtipos (wt:
9.648,4cones/mm?; ht: 11.457,0cones/mm? e hm: 12.449,2cones/mm?). O mesmo
ocorreu  na regido ventral da retina (wt: 12.511,7cones/mm?  ht:
12.992,2cones/mm? e hm: 13.558,6cones/mm?), entretanto, em menores
proporcbes. Isto porque, a densidade de cones S ja esta elevada na regido
ventral, perto do numero total de cones, ndo podendo crescer além deste limite.

Por outro lado, os cones expressando as opsinas M vao diminuindo entre
os gendtipos (wt: 12.515,6cones/mm? e ht: 10.765,6cones/mm?), se tornando
completamente ausente no animal em homozigose, independente da regido. A
densidade de cones M € naturalmente menor na regido ventral da retina,
entretanto, houve uma drastica diminuicdo do numero de cones M no animal em
heterozigose nesta regido (wt: 9.121,1cones/mm? e ht: 3.527,3cones/mm?;
P<0,001). Estes resultados sugerem que inibicdo da expressdo das opsinas

ocorra preferencialmente na regido ventral da retina.
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Figura 7. Fotomicrografia de montagens planas da retina de
camundongos sem tratamento, mostrando a expressao das opsinas S e
M, dos diferentes gendtipos. As figuras mostram a regidao superior
(dorsal) e inferior (ventral) da retina dos diferentes gendtipos: selvagem
(Wt), heterozigoto (ht) e homozigoto (hm) (n=3 por gendtipo). Todos os
genotipos apresentaram a expressao das opsinas S, porém, o animal hm
n&o expressou as opsinas M. Barra de calibragdo = 20 micrometros.
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Grafico 4. Densidade média de cones expressando as opsinas S e M, dos
animais sem tratamento. O grafico compara a regiao dorsal com a regiao
ventral da retina, dos diferentes genétipos. Cada coluna representa a média
de trés experimentos com retinas diferentes (n = 3). (*** P<0,001)




Tratados com Metimazole

Os animais selvagens tratados com metimazole ndo apresentaram a
mesma disposicao topografica visto nos animais sem tratamento, e por Szél, em
1992 (gréfico 5). Os resultados mostram uma maior densidade de cones S, tanto
na regido dorsal, quanto na ventral. Em ambas as regidées, ocorreram o aumento
na densidade de cones S dependente do gendtipo (dorsal: wit:
12.691,4cones/mm?; ht: 13.597,7cones/mm? e hm: 15.031,3cones/mm?; Ventral:
wt: 11.472,7cones/mm?; ht: 14.101,6cones/mm? e hm: 15.300,8cones/mm?). Da
mesma forma, observamos a diminuicdo no niumero de cones M dependendo do
gendtipo (dorsal: wt: 11.140,6cones/mm? e ht: 9.757,8cones/mm?; ventral: wt:
8.609,4cones/mm? e ht: 7.968,8cones/mm?). Como visto nos animais sem
tratamento, a densidade de cones M foi sempre menor na regido ventral da retina.

Esta proporgcéo se manteve nos diferentes gendtipos.
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Figura 8. Fotomicrografia de montagens planas da retina de
camundongos tratados com metimazole, mostrando a expressao das
opsinas S e M, dos diferentes gendtipos. As figuras mostram a regiao
superior (dorsal) e inferior (ventral) da retina dos diferentes genétipos:
selvagem (W), heterozigoto (ht) e homozigoto (hm) (n=3 por genétipo).
Todos o0s genoétipos apresentaram a expressao das opsinas S, porém, o
animal hm nao expressou as opsinas M. Barra de calibracao = 20
micrometros.
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Grafico 5. Densidade média de cones expressando as opsinas S e M, dos
animais tratados com metimazole. O grafico compara a regido dorsal com a
regiao ventral da retina, dos diferentes genétipos. Cada coluna representa a
média de trés experimentos com retinas diferentes (n = 3).




Tratados com T4

Os animais tratados com T4 expressaram a mesma regionalizacao de
cones S e M, na regidao ventral, observada nos animais sem o tratamento.
Contudo, a diferenca da densidade de cones S e M na area dorsal, ndo foi
estatisticamente significativa (grafico 6). Os camundongos tratados com T4
aumentaram o numero de cones S na regidao dorsal e ventral, de forma bastante
similar entre os diferentes gendtipos (dorsal: wt: 10.558,6cones/mm?; ht:
11.527,3cones/mm? e hm: 13.347,7cones/mm?; ventral: wt: 9.589,8cones/mm? ht:
13.453,1cones/mm? e hm: 13.347,7cones/mm?). Entretanto, ocorreu um aumento
maior na densidade de cones S dependente do gendétipo, na regido ventral da
retina (P<0,001). A densidade de cones M diminui em propor¢cées semelhantes
entre a regido ventral e dorsal (dorsal: wt: 10.558,6cones/mm? e ht:
8.714,8cones/mm?; ventral: wt: 6.257,8cones/mm? e ht: 5.082,0cones/mm?). Os
resultados demonstram que as alteragcdes ocorridas nas densidades dos cones S

e M, sao bastante similares as obtidas nos diferentes tratamentos.
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Figura 9. Fotomicrografia de montagens planas da retina de
camundongos tratados com T4, mostrando a expressao das opsinas S e
M, dos diferentes gendtipos. As figuras mostram a regiao superior
(dorsal) e inferior (ventral) da retina dos diferentes gendétipos: selvagem
(W), heterozigoto (ht) e homozigoto (hm) (n=3 por genétipo). Todos os
genotipos apresentaram a expressao das opsinas S, porém, o animal hm
nao expressou as opsinas M. Barra de calibracao = 20 micrometros.
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Grafico 6. Densidade média de cones expressando as opsinas S e M, dos
animais tratados com T4. O grafico compara a regiao dorsal com a regiao
ventral da retina, dos diferentes genétipos. Cada coluna representa a média
de trés experimentos com retinas diferentes (n = 3). (*** P<0,001).




Discussao

O estudo dos receptores do horménio tireoidiano tem ganhado destaque
nas ultimas décadas. A atuacdo destes, em diversas doencgas, tem se mostrado
mais importante do que os niveis séricos do horménio T3. Doengas como a
sindrome de resisténcia ao horménio tireoidiano, por exemplo, jA se sabe ser
causada pela expressao de um receptor alterado, € a presenca desta mutacao
remete a um quadro clinico mais severo do que a simples auséncia do receptor
(Yem, 2003). Casos como este nos fazem questionar sobre quem recai a maior
importancia no quadro final do paciente, o receptor ou 0 horménio.

Os pacientes, com esta sindrome apresentam um quadro clinico
concomitante de hipo e hipertiroidismo tecido especifico. Isto ocorre porque os
receptores do tipo B, com reduzida ou nenhuma afinidade pelo HT, diminuem o
feedback negativo que ocorre fisiologicamente sobre as glandulas hipofise, esse
quadro mantém elevados os niveis séricos do hormdnio tireoidiano. Entretanto,
como os receptores do tipo alfa estdo funcionais, ocorre 0 aumento da resposta de
tecidos onde é expressa predominantemente esta classe de receptores, que nao
estdo alterados.

A sindrome de resisténcia ao hormaénio tireoidiano foi descrita em 1956 por
Refetoff, desde entdo diferentes anomalias foram descritas em humanos.
Entretanto, pouco se estudou a respeito de alteragdes na retina destes pacientes.
Apenas um caso foi descrito na literatura, sobre um paciente com a sindrome na
forma recessiva, 0 qual apresentava dificuldades em distinguir os diferentes

espectros de cores (Newell, et al, 1977).



Estudos recentes de Ng e colaboradores, 2001, demonstraram a auséncia
de expressao das opsinas sensiveis ao comprimento de ondas médios em retinas
de camundongos knock-out, para o gene do TRB2 do horménio tireoideano. Este
trabalho concluiu que, primeiramente, o TRB2 inibiam a formacdo de cones S
imaturos e, mais tarde, a inducdo das opsinas M, através de fatores
intermediarios. Na auséncia deste receptor houve uma diminuicdo do numero de
cones M. Entretanto, ndo era vista alteracées na densidades celulares, indicando
que o0s genes regulados pelos TRs ndo causavam nem a morte dos cones M,
nem o aparecimento de novos cones S. Contudo, o trabalho de Ng e
colaboradores, 2001, se restringiu a analisar animais com a auséncia dos
receptores

Os animais knock-in para uma mutacao similar a sindrome de resisténcia
ao horménio tireoidiano (kindred S), possuem um receptor truncado devido a uma
mutacao pontual em uma regidao “hot spot”, delta337T (Usala, 1991). Neste caso,
0s receptores ainda estao aptos a se ligarem ao DNA, mas nao ao horménio. Esta
atuacao caracteriza um novo nivel de controle e com isso, o complexo de
repressao se mantém ligado impedindo a regulacao transcripcional dependente do
HT, o que ndo ocorre com 0s animais knock-out, que nao expressa o receptor.
Além disso, nos animais knock-out em heterozigose para o gen do receptor do
hormonio tireoidiano, os receptores viaveis ndo competem pelos sitios de ligacao
ao DNA, como ocorre em animais com a muta¢cdo dominante negativa.

Analise



Os animais knock-in, no nosso estudo, apresentaram um fendtipo
semelhante, com relagdo a expressao das opsinas, aos animais TRB2 estudado
por Ng e colaboradores, 2001. Os animais selvagens e heterozigotos para o gen
mutado demonstraram serem capazes de expressar os dois tipos de opsinas
presentes normalmente na retina de camundongos. Mesmo com os dois tipos
diferentes de tratamentos utilizados, visando aumentar e inibir a disponibilidade de
hormonio tireoidiano T3, a expressdao de ambas as opsinas se manteve presente
nos animais selvagem e heterozigoto. Entretanto, alteracées nas intensidades das
marcacdes nos fizeram supor na possibilidade dos diferentes tratamentos
modificarem a topografia dos cones da retina, mesmo que n&o iniba a expressao
por completo de uma das opsinas. Os animais em homozigose, em todos os trés
fenétipos, se mostraram incapazes de expressarem a opsina M seguindo
unicamente a via basal de formacdo das opsinas S. Os cones S, entretanto,
apresentaram um numero maior de células marcadas. sugestivo de que, de fato,
a via de diferenciacdao de cones em camundongos seja esta, demonstrada por Ng

e colaboradores, 2001.

Restricao topografica

Szél e colaboraderes em 1992 apresentaram um estudo no qual descrevem
a distribuicdo topogréfica de cones da retina de camundongos. Em seu trabalho
eles demonstraram que a retina apresenta na sua regido dorsal, uma

concentracdo maior de cones expressando os comprimento de ondas médios. Por



outro lado, na regido ventral da retina, predominava os de cones expressando as
opsinas sensiveis a comprimento de ondas curtas S.

Nossos resultados demonstraram existir uma concentracdo maior de
cones M na regido superior da retina, em relacao a inferior, dos animais com
gendtipo selvagens. Contudo, esta variagdo de numeros ndo se aproxima aos
resultados obtidos anteriormente por Szél, em 1992. As retinas dos camundongos
apresentaram na regiao superior, uma concentracdo entre 15% e 16% maior de
células imunomarcadas para opsinas M do que para opsinas S. Na regiao inferior,
0 oposto também é verdadeiro, sendo esta povoada tanto por cones S quanto por
cones M. Estas diferencas quantitativas obtidas com os nossos resultados de
imunomarcacao, podem ser devido ao tempo de exposicdo ao anticorpo,
aumentado em nosso trabalho. Contudo, o menor tempo de interagdo impedia
que a area central da retina fosse marcada pelos anticorpos. Acreditamos que o
maior tempo de exposicao e o tipo diferente de anticorpo, tenha permitido que,
cones que expressavam as opsinas especificas, porém em menores quantidades,
fossem marcados mais acentuadamente e pudessem ser computados durante as
nossas analises.

Inicialmente, durante a visualizacao dos cones em cortes, e também depois,
na contagem de cones em montagens planas, pudemos observar claramente que
diferentes areas da retina apresentavam uma marcacao mais forte ou mais fraca
das opsinas. Contudo, nossas contagens foram feitas ndao objetivando diferenciar
0 grau de expressdao, mas verificar a presenca ou auséncia desta, o que

representa a funcdo espectral ou ndo destes cones. Experimento futuros,



utilizando a técnica de imunoblot, poderdao confirmar se existe um acumulo de
opsinas nas diferentes regides da retina.

A visdo cromadtica baseia-se na comparacdo de um mesmo estimulo
luminoso, processado de forma diferente pelos cones expressando opsinas
sensiveis a comprimentos de ondas distintos. Deste modo, os centros superiores
sdo capazes de analisar uma imagem a partir de diferentes curvas de absorcao
espectral e extrai a percepgcédo cromatica. A pequena densidade de cones, de um
tipo especifico, em uma regido da retina, poderia dificultar o contraste dos sinais
prejudicando a informacdo cromatica. Por outro lado, a co-expressdo também
seria bastante prejudicial a visdo a cores. Contudo, aumentaria o espectro de
sensibilidade dos cones, aprimorando a capacidade visual. Trabalhos recentes
comprovam a discriminagdo cromatica de camundongos (Jacobs, et al, 2004),
estes resultados sugerem que, a maior quantidade de cones, vista em nosso

trabalho, pode ser realmente necessaria a visdo de cores.

Estudos posteriores demonstraram que ao contrario dos resultados de Szél
e colaboradores em 1992, a regido inferior da retina é povoada por diversos cones
que co-expressao os dois tipos de opsinas (Glosmann & Ahnelt, 1998). Trabalhos
mais recentes demonstraram que esta co—expressao poderia estar dispersa por
toda a retina (Applebury, et al, 2000).

Em nossos resultados, observamos que os animais em homozigose para a
mutacdo A337T apresentam sempre uma densidade similar de cones S,
independente dos diferentes tratamentos. Baseando-se nos resultados de Ng e

colaboradores (2001), os quais demonstraram que durante o desenvolvimento da



retina ndo ocorre morte celular e sim uma via alternativa de formacao dos cones,
podemos inferir que a densidade total de cones da retina é igual a densidade de
cones imunorreagidos para opsina S, em animais em homozigose. Esta idéia foi
confirmada em nossos experimentos, onde utilizamos os dois anticorpos
diferentes, incubados simultaneamente (anti-opsina S e anti-opsina M), para
observar a densidade média dos cones totais da retina de camundongos (dados
ndao mostrados). Neste experimento (n=2), o valor obtido (1.408,98células/mm2)
foi similar a densidade média de cones S, observado nos animais em homozigose
nos diferentes tratamentos. Estes dados ndo so ratificam a teoria de Ng, et al,
2001, da via alternativa de cones, assim como demonstraram ndo haver
alteracoes, causadas pelos diferentes tratamentos, tais como, morte celular ou
mesmo indugdo de proliferagdo, na densidade média dos cones dos animais em
homozigose. Somente os animais tratados com o fa&rmaco MMI apresentaram
diferengas estatisticas entre os outros tratamentos. Porém, a densidade média
nao diferiu significativamente dos cones totais da retina.

A hipé6tese de co-expressao parcial das opsinas na retina de camundongos
selvagens também foi corroborada em nosso experimento. Analisando a
densidade de cones nas marcacébes isoladas (S e M), se somadas, apresentam
valores muitos maiores do que os obtidos na densidade de cones totais. Esses
dados indicam que a grande maioria dos cones deve co-expressar ambas as

opsinas. Estudos com dupla marcacao serao realizados futuramente.



Densidade

Considerando o papel dos HTs na modulacao dos genes regulados pelos
TRBs, perguntamos qual o papel do T3 na expressao das diferentes opsinas.
Assim, para identificarmos se os diferentes tratamentos causavam uma alteragéo
na topografia dos cones foram feitas contagens de pequenas areas amostrais da
retina. Os resultados foram analisados como numero total de cones expressando
as duas diferentes opsinas e, baseados nos resultados de Szél e colaboradores,
em 1993, divididas em regiao dorsal e ventral, para posterior comparacao.

Os resultados demonstraram que os diferentes tratamentos nao alteraram
drasticamente a expressdo das opsinas. Mesmo em camundongos selvagens
onde ambos os receptores estavam ativos, o tratamento com T4, visando o
aumento dos niveis séricos de HTs circulantes, n&o foi capaz de induzir o aumento
da expressao das opsinas M. Porém, o tratamento com o inibidor da glandula
tiredide (Metimazole) gerou um pequeno aumento no numero de cones S em
prejuizo dos cones M. Estes resultados demonstram a importancia do horménio
tireoideano na diferenciacao das opsinas, estimulando a expressao das opsinas S
e inibindo as opsinas M. Entretanto, o tratamento com T4 n&o foi capaz de alterar
a expressao das opsinas. Isto sugere que a deficiéncia de HT pode causar
alteracées, mesmo que discretas, na expressdo das opsinas, mas que em
excesso nao interferem nesta.

Os animais heterozigotos, em contrapartida apresentaram em todos os
tipos de tratamento, um aumento no numero de cones expressando as opsinas S

e uma diminuicdo no numero de cones expressando as opsinas M. Este resultado



evidencia que o fendétipo retiniano do heterozigoto € mais acentuado do que o dos
animais selvagens tratados com MMI. Além disso, em ambos os tratamentos a
propor¢do de inibigdo se manteve semelhante. Portanto, o efeito dominante
negativo do receptor mutado, independente do hormdnio tireoideano, parece ser
determinante do fendtipo.

Os animais homozigotos, apesar dos diferentes tratamentos, apresentaram
somente cones expressando as opsinas S. Assim como, as amostras reagidas
contra as opsinas sensiveis ao comprimento de onda médio demonstraram
sempre o0 mesmo padrao de auséncia total de marcacgéo. Este resultado corrobora

o papel essencial do TRP para a diferenciacao normal das opsinas.

Os nossos resultados da analise quantitativa de cones marcados para as
diferentes opsinas demonstraram que a presenca do receptor, normal ou mutado,
€ mais importante na determinacdo do fenétipo final do que os niveis séricos do
hormoénio tireoidiano. Primeiramente, quando analisamos o0s animais com o
genotipo selvagem, apenas uma pequena diferenca foi obtida com o tratamento
com Memitazole. Entretanto, os niveis elevados do horménio nao foram capazes
de alterar a expressao das diferentes opsinas. Em seguida, a anéalise dos animais
em heterozigose também revelou a expressao similar de opsinas S e M, entre os
diferentes tratamentos, porém, uma diferenca relevante em relagdo a expressao
das diferentes opsinas. As opsinas S apresentaram-se, sempre, em uma
concentracdo maior (cerca de 16%) do que os cones M, quando avaliamos a

retina inteira. Esta diminuicdo no numero de cones M, e o conseqliente aumento



de cones S, era esperada, devido a dificuldade imposta pelo receptor truncado a
ligacdo do horménio. Contudo, o receptor funcional se mostrou capaz de suprir,
em parte, o dano causado pelo mutante.

Nas duas regides analisadas, dorsal e ventral, o padrdo de expressao se
manteve sempre 0 mesmo nos diferentes tratamentos. As alteracdes na
expressao das opsinas S e M ocorridas nos diferentes gendtipos, foram
analisadas comparando a regido dorsal com ventral da retina. Os resultados
demonstraram que a inibicAo da expressdo das opsinas ocorre
concomitantemente nas diferentes areas da retina. Somente os cones M, na
regiao ventral da retina dos animais sem tratamento, e 0os cones S, na regido
dorsal dos animais tratados com T4, apresentaram alteragdes estatisticamente
significantes. Os cones M expressaram uma drastica diminuicdo de densidade
quando comparados com o genétipo ht na regido dorsal. Assim como, ocorreu um
aumento na densidade de cones S, no mesmo genétipo (ht), na regiao dorsal dos
animais tratados com T4. Estes resultados seréo refeitos para comprovar uma
possivel alteracdo causada pelos diferentes tratamentos e/ou gendétipos na

densidade de cones, em uma regido preferencial da retina.

Nos animais heterozigotos, o receptor alterado pode se ligar ao DNA e
impedir a transcricdo, mas devem competir com o receptor normal pelos sitios de
ligacdo. Contudo, os receptores de cada cone existente na retina podem interagir
de formas diferentes com o DNA. Durante a janela de diferenciacdo, a ligagao dos
receptores ao DNA, pode alternar diversas vezes entre o TR normal e truncado. A

presenca do receptor alterado durante todo o processo € capaz de inibir



completamente a expressdo das opsinas M, como visto nos animais em
homozigose. Entretanto, esta alternancia claramente favorece a expressdo das
opsinas M, j4 que estas estao presentes em grande quantidade nos animais em
heterozigose. Acreditamos que a ligacdo do receptor normal ao DNA, durante
certo periodo da janela de diferenciacado, seja capaz de impedir a diferenciacao
prematura dos cones S e, mais tarde, promover a expressao das opsinas M, as
quais, mesmo que em pequenas concetragées, serdo marcadas durante 0s

procedimentos de imunohistoquimica e computadas como cones M.

Apesar da mutacéao (delta337) no TR beta expressar de forma dominante a
sindrome de resisténcia ao horménio tireoidiano, o fendtipo de visdo
monocromatica em camundongos € expresso de forma recessiva. Em humano,
ha grande possibilidade de que os pacientes que sofram com a sindrome de
resisténcia ao hormdnio tireoidiano em homozigose, expressem a Vvisao
monocromatica. Além disso, os pacientes em heterozigose podem expressar
dificuldades de distinguir cores um pouco maior ja que, em nossos modelo,

apresentaram alteracées na densidade de cones S e M.



Conclusoes

1. O fendtipo de visdo monocroméatica é recessivo em camundongos com a
mutacao delta337T
2. Em uma analise qualitativa, a expressdo das opsinas M e S ocorreu

independentemente dos niveis séricos do HT, alterados através dos diferentes

tratamentos (MMl e T4).

3. Os gendtipos dos camundongos foram determinantes na densidade de
cones expressando as opsinas S e M, se sobrepondo aos diferentes niveis séricos

do hormonio tireocideano.

4. A analise quantitativa demonstrou possiveis alteracées na topografia da
retina de camundongos causadas pelos deferentes genétipos e tratamentos.
Entretanto, estas alteracdes merecem um estudo maior para retificar os resultados

obtidos.
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