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RESUMO

Dados da literatura mostram o efeito estimulatério direto do acido retindico
(AR) sobre a captacao de radioiodo em alguns casos de cancer de tiredide. Embora
0 acido retindico seja utilizado em tratamentos dermatologicos e oncolégicos, pouco
se sabe a respeito dos efeitos do AR sobre a tiredide normal. Assim, visamos
determinar os efeitos dos isdbmeros do AR, acido All-trans-retindico (All-trans-AR) e
acido 13-cis retindico (13-cis-AR), sobre a funcgao tiredidea normal de ratos. Ratos
Wistar machos adultos foram tratados com All-trans-AR e 13-cis-AR na dose 100
ug/kg PC por dia, sc, por 14 ou 28 dias e com a dose de 1,5mg/kg PC por dia, s.c.,
por 7 ou 28 dias. Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos niveis
séricos de T3, T4, TSH ou na atividade da TPO com ambas as doses. O tratamento
com baixa dose de 13-cis -AR por 14 dias reduziu o peso da hipéfise e ambos os
isdbmeros foram capazes de diminuir a atividade da iodotironina desiodase tipo | (D1)
hipofisaria. O tratamento com All-trans-AR por 28 dias na dose 1,5mg/kg PC reduziu
0 peso da tiredide. O tratamento com 13-cis-AR, com ambas as doses, por 28 dias,
aumentou significativamente a captacdo de radioiodeto 15 minutos apds sua
administracao, que reflete principalmente a funcao do co-transportador sodio-iodeto
(NIS). O tratamento com All-trans-AR por 14 dias diminuiu significativamente o
conteudo de radioiodo 2 horas apds sua administracdo, que é influenciada pelo
transporte e pela organificacdo do iodo. Este mesmo grupo teve reducéo significativa
da atividade Duox, responsavel pela geracdo de H.O., cofator essencial a
organificacdo do iodo. Uma vez que o tratamento com 13-cis-AR por 28 dias
aumentou a captacdo de 15 minutos, nossos dados sugerem efeito estimulatério
sobre a funcado do NIS, mesmo na tiredide normal. No grupo All-trans-AR 14 dias, a
reducao concomitante do conteudo de iodo apéds 2 horas e da atividade Duox sugere
que a menor disponibilidade de H>O. deve ser responsavel pela diminuicdo da
organificacao neste grupo. O AR parece ter acao direta sobre a fungao tiredidea de
maneira dose, tempo e isdbmero dependente.



ABSTRACT

Data from the literature show a direct stimulatory effect of retinoic acid (RA) on
the radioiodine uptake in some cases of thyroid cancer. Although retinoic acid is used
in skin and cancer treatments, little is known about the effects of RA on the normal
thyroid. Thus, our aim was to determine the effects of the RA isomers, All-trans-
retinoic acid (All-frans-RA) and 13-cis-retinoic acid (13-cis -RA) on thyroid function of
rats. Adult male Wistar rats were treated with All-trans-RA and 13-cis -RA, 100 pg/kg
BW daily, sc, for 14 or 28 days and 1,5mg/kg BW daily, sc, for 7 or 28 days. There
were no significant differences in levels of serum T3, T4, TSH or in the TPO activity
among the groups in both doses. The treatment with 13-cis -RA in the lower dose for
14 days decreased the pituitary weight and the activity of pituitary iodothyronine
deiodinase type | (D1) was decreased by both isomers. The treatment with All-trans-
RA 1,5mg/kg BW for 28 days decreased thyroid weight. The treatment with 13-cis -
RA for 28 days in both doses significantly increased the thyroid radioiodide uptake 15
minutes after administration, which reflects primarily the function of the sodium-iodide
symporther (NIS). The treatment with All-trans-RA for 14 days significantly decreased
the radioiodine content 2 hours after its administration, which is influenced by both
transport and organification of iodine. The same group had a significant reduction of
the Duox activity, responsible for H,O, generation, the essential cofactor for iodine
organification. Since the treatment with 13-cis-RA for 28 days increased the 15
minutes thyroid radioiodide uptake, our data suggests a stimulatory effect on NIS
function, even in the normal thyroid. The concomitant reduction in the 2 hour thyroid
iodine content and in the Duox activity in rats treated with All-trans-RA for 14 days
suggests that the reduction in H,O, availability might be responsible for the
decreased organification in this group. The RA seems to have a direct action on
thyroid function in a fashion that is dose, time and isomer-dependent.
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INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS DA TIREOIDE

A tire6ide, maior glandula exclusivamente endécrina humana, apresenta-se aderida
as regides anterior e lateral da traquéia, sendo composta por dois lobos encapsulados
unidos por um istmo, imediatamente abaixo da cartilagem cricoide. O lobo direito é
normalmente maior que o lobo esquerdo. Um terceiro lobo, denominado piramidal,
também pode ser encontrado estendendo-se superiormente a partir do istmo, indicando a
existéncia de uma estrutura remanescente do desenvolvimento embrionario da tiredide
(UTIGER, 2001). Em roedores, suas caracteristicas e localizagcdo sao semelhantes as

dos humanos.

Histologicamente, a tiredide apresenta numerosas estruturas ovoides,
denominadas foliculos, cujas paredes sdo compostas por uma Unica camada de células
epiteliais denominadas tiredcitos. Essas células apresentam alturas variaveis, podendo
ser pavimentosas, cubicas ou cilindricas. O interior do foliculo tiredideo é preenchido por
coléide mucoprotéico responsavel por grande parte da massa tiredidea total. As células
parafoliculares ou células C também s&o encontradas na tiredide, sendo responsaveis
pela producao do horménio calcitonina, importante para o metabolismo do célcio.

Os foliculos tiredideos s&o considerados as unidades morfo-funcionais da
glandula, uma vez que o coldide, no seu interior, tem como principal componente a
tireoglobulina (Tg), uma glicoproteina que serve como substrato para a sintese dos

hormonios tiredideos: triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (LARSEN et al., 2008).
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1.2 BIOSSINTESE DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

1.2.1 TRANSPORTE DE IODETO

A secrecao dos horménios tiredideos T3 (3,5,3’-triiodotironina) e T4 (tiroxina) pela
glandula tiredide é de extrema importancia na diferenciacdo, no crescimento e no
metabolismo celular; desempenhando papel critico no funcionamento normal de quase
todos os tecidos (YEN, 2001). Os principais efeitos dos horménios tiredideos estdo
vinculados a regulagdo do metabolismo basal, termogénese, desenvolvimento
intrauterino, maturacao de uma variedade de sistemas organicos, dentre outros.

O iodo é essencial para a biossintese dessas moléculas, sendo sua captacao pelas
células foliculares tiredideas ou tiredcitos, na forma de iodeto (I) proveniente da dieta,
mediada pelo co-transportador sédio/iodeto (NIS) (DAI et al., 1996; SMANIK et al., 1996)

O NIS, cujo gene foi clonado em 1996 (DAI et al., 1996; SMANIK et al., 1996), é
uma glicoproteina integral da membrana basolateral dos tiredcitos, com 13 regides
transmembrana (DOHAN e CARRASCO, 2003). Essa glicoproteina encontra-se expressa
nao somente na tiredide, mas também em outros tecidos, como glandulas salivares,
mucosa gastrica e glandula mamaria lactante (CHO et al., 2000; RIEDEL et al., 2001).

Para que ocorra o transporte de iodeto é necessario um gradiente eletroquimico de
sodio mantido pela atividade da bomba Na'/K" - ATPase. Dois ions de Na® sao
transportados a favor do seu gradiente eletroquimico e um ion de iodeto entra contra seu
gradiente, ambos em dire¢do ao interior do tireécito (KOGAI et al., 2000). Uma vez no
interior do tiredcito, o iodeto é transportado através da membrana apical para o coldide ou
lamen folicular. O transporte de iodeto nesta regido da célula folicular é realizado pela
pendrina (PDS), uma glicoproteina transportadora de anions (cloreto/iodeto) presente na

membrana apical da célula folicular (KOPP et al., 1999). Recentemente, foi identificado
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um segundo transportador de iodeto, o transportador apical de iodeto de seres humanos,
tratando-se de uma proteina de transporte de acidos graxos de cadeia curta. Mas a sua
importancia fisiologica para o transporte do iodeto ainda ndo esta bem estabelecida
(LACROIX et al., 2004). Também foi descoberto, na membrana apical das células
tire6ideas de camundongos, um canal de cloreto, voltagem dependente, o CIC-5 (VAN
DEN HOVE et al., 2006). Como esse canal apresenta certa seletividade a alguns anions,
sendo o iodeto um deles, os autores propdem que este canal possa ser mais um
transportador de iodeto para o lumen folicular. Outros modelos funcionais também sao
sugeridos; o CIC-5 poderia ter importancia para manter o efluxo de cloreto para o colbide
e, assim, dar suporte para a pendrina que contra-transporta o iodeto em funcdo do
cloreto; ou, ainda, que o CIC-5 tenha acao indireta, através do cloreto, modulando a
expressao da pendrina nos tiredcitos (VAN DEN HOVE et al., 2006). Todavia, ainda néo
estd bem esclarecida a importancia desses outros transportadores, sendo aceito,

portanto, que a pendrina seja o principal transportador apical de iodeto nos tiredcitos.

1.2.2 OXIDACAO DO IODETO E ORGANIFICACAO

As células foliculares, sob estimulo do horménio tireotréfico (TSH), sintetizam
proteinas, como a tireoglobulina (Tg) e a tireoperoxidase (TPO), que se localizam no
coléide e na membrana apical da célula, respectivamente. A Tg recém-sintetizada é
incorporada as vesiculas de exocitose, as quais migram em direcdo ao lumem folicular,
enquanto a TPO, uma hemoproteina glicosilada, ancora-se na membrana plasmatica
apical da célula tiredidea, promovendo a oxidagcao e organificacdo do iodo e acoplamento

de iodotirosinas, com formacao de T3 e T4 (TAUROG et al., 1996).
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A biossintese de T3 e T4 inicia-se entdo, com a oxidacdo do iodeto e sua
organificacdo. A oxidacao geralmente ocorre de maneira muito rapida, sendo o iodeto
oxidado incorporado principalmente a Tg presente no colbdide, formando radicais iodotirosil
(DE FELICE et al., 2004).

Para que ocorra a oxidagao do iodeto, a TPO requer a presenca de perbxido de
hidrogénio (H-0O.2) como um aceptor de elétrons. O H.O, é sintetizado pelo complexo
enzimatico NADPH oxidase, uma flavoproteina dependente de Ca'™, localizada também
na membrana apical das células foliculares (CARVALHO et al., 1996; MORAND et al.,
2003; GINABREDA et al, 2008). Recentemente, o cDNA da porcao flavoprotéica
relacionada a atividade NADPH oxidase foi clonado em tiredcitos porcinos e humanos (DE
DEKEN et al., 2000). Dois genes que codificam flavoproteinas relacionados a atividade
NADPH oxidase foram clonados e correspondem a enzimas denominadas oxidases
tiredideas 1 e 2 (ThOx 1 e ThOx 2) (DE DEKEN et al., 2000). As ThOx, pertencentes a
familia das Nox oxidases, foram também denominadas oxidases duais (Duox) por
apresentarem um dominio N-terminal ectoperoxidase na sua regido extracelular (EDENS
et al., 2001; LAMBETH, 2002). As Duox estdo presentes, além da tiredide, em diversos
tecidos, como glandulas salivares, mucosa gastrointestinal e epitélio pulmonar, nos quais
dao suporte a atividade antimicrobiana das lactoperoxidases (MORAND et al., 2008). A
atividade da Duox 1 na geracdo de H>O. na tiredide ainda ndo esta bem esclarecida e
sabe-se que mutacdes na enzima Duox 2 podem provocar hipotireoidismo, por diminuir a
producdo de hormoénios tiredideos (BEDARD e KRAUSE, 2007). Tanto Duox 1 como 2
necessitam de fatores de maturacdo, DuoxA1 e DuoxA2, respectivamente, para
desempenharem sua atividade (GRASBERGER e REFETOFF, 2006). Para a enzima

Duox 2 ter atividade é necessario o fator de maturagcdo DuoxA2, o qual promove a saida
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da Duox 2 do reticulo endoplasmatico e seu transporte para a membrana apical da célula
e estabelece um complexo estavel com a Duox 2 (MORAND et al., 2008).

Diferentemente da Duox, a TPO é exclusiva da tiredide. Esta peroxidase apresenta
no seu grupamento heme o ferro na forma férrica (Fe*®) que, ao reagir com H.0,, se
oxida. A enzima, entao oxidada, apresenta dois sitios para substrato, um para o I" e outro
para a tirosina. O iodeto sofre oxidagéo e a organificacao do iodo a radicais tirosil forma a
monoiodotirosina (MIT) e a diiodotirosina (DIT). A posi¢cao 3 do anel aromatico da tirosina
€ iodada formando MIT e, a seguir, pode ocorrer iodacdao na posicao 5, formando DIT

(TAUROG et al., 1996).

1.2.3 FORMACAO DAS IODOTIRONINAS

O T3 é formado pelo acoplamento de uma molécula de MIT com uma de DIT e o
T4, pelo acoplamento de duas moléculas de DIT (TAUROG et al, 1996). Outras
possibilidades de acoplamento entre iodotirosinas, podem formar 3,3’,5'-triiodotironina
reverso (rT3), 3,5-T2, 3,3’-T2 dentre outras que podem continuar sofrendo desiodacdes
(BIANCO et al., 2002). Havendo niveis baixos de iodo aumenta a quantidade relativa de
MIT, favorecendo assim, a formacdo de T3; enquanto a sintese preferencial de T4
ocorrera em situacdes nas quais haja maior disponibilidade de iodo (CARRASCO, 2005).

A Tg é recaptada a partir da extensédo de microvilos da membrana apical, formando
vesiculas de endocitose. Estas vesiculas se fundem com lisossomos, formando
fagolisossomas, nos quais a Tg sofre protedlise, liberando MIT, DIT, T3 e T4. As
moléculas de MIT, principalmente, e DIT sdo desiodadas pela enzima iodotirosina
desalogenase 1 (DEHAL 1), isoforma mais expressa na tiredide, presente na vesicula de

endocitose da Tg iodada e na membrana apical da célula folicular (GNIDEHOU et al.,
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2004). Apos a desiodacao, o iodo, juntamente com a tirosina, podem ser reutilizados pela
tire6ide. As moléculas de T3 e T4, liberadas ap6s protedlise, sdo secretados atingindo a
circulacao sangtinea (TAUROG et al., 1996).

A difusdo dos hormbnios tiredideos através da membrana plasmatica é,
provavelmente, mediada por transportadores. A proteina MCT-8 é capaz de realizar tal
transporte, porém sua participacao na secrecdo dos horménios tiredideos ainda nao esta
comprovada (FRIESEMA et al., 2003; FRIESEMA et al., 2005).

Em humanos, a tiredide secreta T4 em proporcdo de aproximadamente quinze
moléculas para uma de T3 (LARSEN et al., 2008). Ha cerca de trés ou quatro moléculas
de T4 em cada molécula de Tg bem iodada, enquanto apenas uma em cinco moléculas
de Tg contém T3. Por esta razdo, o T4 é o principal horménio liberado, mas o T3 é
considerado o horménio metabolicamente ativo, pois a afinidade do receptor nuclear pelo
T3 é de 10 a 15 vezes maior do que pelo T4. T4, o pr6-hormbnio, pode ser convertido a
T3 pela enzima 5-desiodase, que também é estimulada pelo hormdnio TSH na tiredide
(LARSEN et al., 2008).

Apenas, aproximadamente, 0,03% do T4 total sérico e 0,3% do T3 total sérico
encontram-se sob a forma livre (fisiologicamente ativa), enquanto o restante encontra-se
ligado a proteinas carreadoras, como a globulina ligadora de tiroxina (TBG), a transtiretina

e a albumina (YEN, 2001).

1.3 METABOLISMO PERIFERICO DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

O T3 nao é originario exclusivamente da tireéide; a maior parte do T3 sérico é

gerada pela desiodacao periférica do T4 através da acado de enzimas 5’-desiodases, as
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iodotironinas desiodases (LARSEN et al., 2008). Em individuos eutiredideos, a maior
quantidade de T4 liberada é desiodada para gerar T3, sendo 70 a 90% da producao de T3
circulante em humanos derivada da desiodacdo extra-tiredidea do T4 (REFETOFF e
NICOLOFF, 1995). A desiodacao do T4 também gera outras iodotironinas.

Até ha bem pouco tempo, o T3 era considerado o Unico hormdnio tiredideo com
atividade bioldgica, mas varios estudos tém sugerido que este conceito deve ser
reavaliado, pois se tem evidenciado que outras tironinas, em particular o T2 (3,5-
diiodotironina) apresentam efeitos biolégicos (GOGLIA, 2005 apud GEREBEN et al.,
2008).

As iodotironinas desiodases existem em trés isoformas diferentes: tipos I, Il e IlI
(D1, D2 e D3) e apresentam, em seu sitio catalitico, um aminoacido raro, a
selenocisteina, importante para a reacao de desiodacado, uma vez que a deficiéncia de
selénio leva a diminuicao da atividade desiodase (BECKETT et al., 1987; BERRY et al.,
1993).

A desiodase tipo | (D1) € uma proteina integral de membrana, localizada na
membrana plasmatica, facilitando o acesso do T4 circulante a enzima; assim como a
exportagdo do T3 produzido a partir do T4 para o plasma. Esta enzima catalisa a
desiodacao tanto do anel interno (5 desiodacéo), como do anel externo (5’ desiodacao) de
T4, gerando rT3 e T3, respectivamente. Esta enzima também promove a desiodagcédo do
rT3, levando a formacao de 3,3’-T2 (diiodotironina). A D1 € sensivel a inibicdo pelo 6-n-
propil-2-tiouracil (PTU), diferentemente da D2 e D3 (LARSEN et al., 2008). E encontrada,
em humanos, principalmente no figado, rins, tiredide e sistema nervoso central (SNC)

(REFETOFF e NICOLOFF, 1995). Gereben et al., 2008 afirmam que é encontrada
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também na hipéfise. Em roedores esta enzima € encontrada no figado, rins, tiredide,
hipofise, SNC, intestino e placenta (BIANCO et al., 2002).

A desiodase tipo I, também & uma proteina integral de membrana com localizacao
subcelular no reticulo endoplasmatico, explicando assim, o rapido acesso, ao nucleo, do
T3 gerado pela D2 a partir do T4. Essa diferenca de localizagao entre a D1 (membrana
plasmatica) e a D2 (reticulo endoplasmatico) poderia explicar a existéncia de uma
contribuicdo minima na geracao de T3 intracelular por D1, em contraste com a grande
fracdo gerada pela D2 (BIANCO et al., 2002). A D2 catalisa a 5’ desiodagédo do seu
principal substrato, T4, com remoc¢ao do iodo do anel externo, formando T3. Assim como
a D1, esta enzima também converte rT3 em 3,3’-diiodotironina (T2). Acreditava-se que a
principal contribuigao fisiolégica da D2 era regular os niveis intracelulares de T3 nos
tecidos onde a deficiéncia deste horménio seria mais critica (GEREBEN et al., 2008).
Todavia,foi sugerido que além da contribuicdo para a geragdo de T3 intracelular, a D2
também poderia contribuir para a formacéao do T3 liberado para a circulacao (MAIA et al.,
2005).

Bianco et al., em 2002, afirmam que a D2, em humanos, encontra-se na tiredide,
cérebro, coracdo, medula espinhal, placenta e, em quantidades menores, nos rins e
pancreas. Salvatore et al, em 1996, identificaram atividade enzimatica da D2 em
amostras de musculo esquelético. Ja em roedores, é expressa na hipéfise e timo de rato,
cérebro, coracéo, tecido adiposo marrom, gbnadas, glandula mamaria de camundongo e
Utero de rata prenha, apresentando assim expressoes espécie-especificas (GEREBEN et
al., 2008).

Ja a D83, localizada na fracdo microssomal das células, é frequentemente

encontrada no cérebro, na pele e na placenta de ratos adultos e no musculo esquelético,
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figado e intestino de ratos neonatos. Em humanos, a isoforma D3 tem distribuicao
bastante limitada, estando presente somente na placenta, pele e sistema nervoso central
(BIANCO et al., 2002).

A D3 catalisa a 5-desiodagdao do T4, gerando rT3, sendo esta a principal via de
inativacao do T4 e de degradacdo do T3, gerando 3,3-T2 (LEONARD e VISSER, 1986).
Desta forma, a funcao da D3 é muito importante para promover a protecao dos tecidos
quando ha excesso de horménios tiredideos (KOHRLE, 1999). Na embriogénese, a D3 é
fundamental para a homeostase dos hormdnios tiredideos, uma vez que a exposicao
prematura ou em excesso do embrido a estes horménios pode acarretar mal-formacodes,
retardo mental e altera¢des no crescimento e morte (GEREBEN et al., 2008).

A regulacdo da atividade dessas trés isoformas depende dos niveis séricos dos
hormonios tiredideos. O hipotireoidismo acarreta diminuicao da atividade da D1 e da D3,
enquanto o hipertireoidismo estimula a atividade dessas duas enzimas. Por outro lado, o
hipotireoidismo estimula a atividade da D2 e o hipertireoidismo diminui a atividade da
mesma. Sendo assim, pode-se dizer que tanto a D1 como a D3 sdo reguladas
positivamente pelos hormoénios tiredideos e que a D2 é regulada negativamente pelos
niveis séricos de T3 e T4. A desiodase tipo | tirebidea também é estimulada pelo TSH

(GEREBEN et al., 2008).

1.4 REGULACAO DA FUNCAO TIREOIDEA

1.4.1 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-TIREOIDE
A tiredide, assim como outras glandulas do sistema enddcrino, encontra-se sob

regulacao do eixo hipotalamo-adenohipdfise. A fungédo de todo este complexo é regulada
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por um modelo basico de retroalimentacdo negativa envolvendo o horménio liberador de
tireotrofina (TRH) produzido pelo hipotalamo, o hormonio tireotréfico (TSH) produzido pela
hipofise e os horménios tiredideos (T3 e T4) (LARSEN et al., 2002).

A tireotrofina ou horménio estimulador da tiredide (TSH) & um hormbnio
glicoprotéico sintetizado e secretado pelos tireotrofos localizados na adenohipéfise. Para
que o TSH possa influenciar a funcao tiredidea, é necessario que os tiredcitos expressem
o receptor para este horménio. O receptor de TSH (TSH-R) pertence a superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G: Gs e Gq e localiza-se na membrana basal do tireécito,
préximo aos capilares sangliineos ((DUMONT e VASSART, 2001). Quando o TSH se liga
ao seu receptor ocorre ativacdo da adenilato ciclase e, quando em altas concentracoes,
também ha ativacao da fosfolipase C (DUMONT e VASSART, 2001). O TSH é o principal
regulador da funcgao tiredidea, além de modular positivamente a expressao de muitos
genes na tiredide. Fisiologicamente, o TSH estimula, além da captacdo de iodeto, a
oxidacao e organificacdo do iodo aos radicais tirosil da tireoglobulina (Tg); o acoplamento
de iodotirosinas; a expressao da tireoperoxidase (TPO), da Tg, do NIS e da NADPH
oxidase tiredidea; a geracao intracelular de peréxido de hidrogénio (H2O>) e a secre¢ao de
T3 e T4; efeitos mediados por AMPc (VAISMAN et al., 2004).

O TSH apresenta duas subunidades a e B ligadas nao-covalentemente. A
subunidade a é comum a outros hormdnios glicoprotéicos, como hormoénio luteinizante
(LH), horménio foliculo estimulante (FSH) e gonadotrofina coribnica, enquanto a
subunidade B apresenta uma sequéncia de aminoacidos especifica relacionada a ligacao
do TSH ao seu receptor, conferindo desta forma, sua especificidade biolégica. Ambas as

subunidades sao necessarias para a agao hormonal (LARSEN et al., 2008).
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A sintese e secregcdo do TSH sao estimuladas pelo horménio liberador de
tireotrofina (TRH), um tripeptideo produzido no hipotalamo (UTIGER, 2001). Quando o
TRH se liga ao seu receptor nos tireotrofos da adenohipéfise, estimula a sintese de
ambas as subunidades de TSH, assim como seu processamento pés-traducional. Esses
efeitos parecem ser mediados por célcio (LARSEN et al., 2008).

Existe uma inter-relacdo entre a tiredide, a adeno-hip6fise e o hipotalamo.
Variagdes na disponibilidade dos horménios tiredideos livres geram um controle por
retroalimentacédo negativa ou feedback negativo de alga curta na adenohipéfise e de alca
longa no hipotalamo. Um eventual aumento nas concentragdes séricas de hormonios
tire6ideos acarreta inibicdo da producdo de TSH pela adenohipéfise, um controle por
feedback negativo de alca curta. Caso ocorra diminuicdo nas concentragdes circulantes
de T3 e T4, a inibicdo da producado de TSH diminui e assim ha aumento na sua sintese e
secrecao estimulando, entdo, a producdo hormonal pela tireéide. O feedback de alga
longa ocorre com a supressao da producédo de TRH no hipotdlamo pelos niveis elevados
de T3 e T4 na circulacao, acarretando um bloqueio da capacidade do TRH de estimular a
liberagdo do TSH pelo tireotrofo. A diminuicdo nas concentra¢des séricas de horménios
tiredideos, por sua vez, diminui essa inibicao (LARSEN et al., 2008).

Uma inibicdo adicional da secrecdo de TSH, exercida nos tireotrofos diretamente
pela somatostatina, um peptideo do hipotalamo, também auxilia a manter os niveis

séricos dos hormaonios tiredideos na faixa da normalidade (LARSEN et al., 2008).

1.4.2 AUTO-REGULACAO PELO 10DO

A funcdo da tiredide é auto-regulada também de acordo com a concentracao de
iodo disponivel. Administrando-se doses crescentes de iodeto a um individuo normal,

ocorre inicialmente aumento da formacdo de hormoénios tiredideos. Entretanto um
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aumento adicional de iodo acarreta em bloqueio relativo da organificacdo do iodo, o efeito
Wolff-Chaikoff, devido aos altos niveis de iodo intra-glandular (LARSEN et al., 2008).

O efeito Wolff-Chaikoff possui, no entanto, uma limitacdo. Dentre as etapas da
sintese hormonal inibidas, estd o transporte de iodeto, provavelmente causado pela
diminuicdo da expressdao do NIS, o que ocasiona diminuicdo da concentracdo intra-
tiredidea de iodeto e, assim, retorno aos niveis normais, insuficientes para inibir a
organificagado. A tiredide volta a produzir as mesmas quantidades de horménios tiredideos
que produzia antes do tratamento, sendo este fenémeno denominado escape do efeito
Wolff-Chaikoff (LARSEN et al., 2008).

Parte dos efeitos do iodo sobre a glandula tiredide pode ser revertida por drogas
que inibem a sua organificacdo, sugerindo que o iodo primeiro deva ser organificado para
s6 entdo, apresentar efeito inibitério. Entretanto, nem todos os efeitos sdo via iodo
organificado. A inibicdo da secrecdao hormonal e a diminuicdo do bé6cio sdo exemplos de
efeitos que continuam ocorrendo mesmo quando se administra bloqueador da
organificacao do iodo. Essas acdes podem, portanto, ser atribuidas ao préprio iodeto,
demonstrando que o efeito inibitério do iodo provavelmente ndo se dé por um Unico
mecanismo e que varias etapas da sintese e secrecdao hormonal sdo afetadas de maneira

diferente pelo iodo (PISAREV, 1985).

1.5 ACIDO RETINOICO E SEUS RECEPTORES

O acido retindico (AR), um metabdlito ativo da vitamina A, € encontrado na forma
dos isdbmeros All-trans-AR (tretinoina), 13-cis-AR (isotretinoina) e 9-cis-AR (FIGURA 1). A

isoforma 9-cis-AR deriva da isomerizacao espontanea do All-trans-retinol e All-trans-AR
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(URBACH e RANDO, 1994; WOLF, 2006). Estes isbmeros agem através da ligacao aos
seus receptores nucleares que, atuando como fatores de transcricdo dependentes de
ligante, modulam a expressao dos genes responsivos ao AR (MARCUS e COULSTON,

2000).

COOH
N

Acido All-trans-retindico

\ ~J acido 9-cis-retindico
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acido 13-cis-retindico

FIGURA 1 - Isbmeros do acido retindico (AR) (Fonte: NAPOLI, 1999).

O AR é translocado para o nucleo por proteinas celulares de ligagdo ao acido
retindico (CRABP | e Il) (MARILL et al., 2001), onde se liga a dois grupos de receptores, 0
receptor de &cido retindico (RAR) e o receptor retindide X (RXR), pertencentes a

superfamilia de receptores nucleares, que incluem o receptor do horménio tireéideo (TR)
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e o receptor da vitamina D (VDR) (FELIG et al., 1995). Tanto RAR como RXR apresentam
0s subtipos a, B e vy que se diferenciam na regidao N-terminal; esses subtipos possuem
diferentes isoformas (GERMAIN et al., 2006a). As isoformas dos receptores RAR e RXR
formam homo e heterodimeros. O AR liga-se ao receptor RAR, que pode formar
heterodimeros com RXRs, e este ultimo é capaz de formar homodimeros e heterodimeros
com diversos outros receptores da superfamilia de receptores nucleares (FIGURA 2)
Apbés a ligacdo do AR ao receptor, ocorre ativacdo da transcricio génica. Os
heterodimeros se ligam aos elementos responsivos ao AR (RARE) na regido promotora
dos genes regulados pelo AR (NAPOLI, 1999; ESPOSITO et al., 2007).

Mecanismo de agdo do AR

AR
transcrigdo
\RXR_/\ RAR .
I RXEE | RARE "J_I_I_I_D
RXRo,pyRARw. Py

48 combinacdes

REXRRXR

EXER/THR, VDR, PPAR, efc.

FIGURA 2 - Dimerizagao dos receptores de AR. Receptores de AR (RAR) formam heterodimeros com
receptores de retindide X (RXR). A ligacdo do AR ao RAR regula a transcricdo génica. RXR forma

heterodimeros com outros receptores nucleares (Fonte: NAPOLI, 1999).

A isoforma All-frans-AR liga-se exclusivamente ao RAR e 9-cis-AR liga-se com
maior afinidade ao RAR do que ao RXR (GERMAIN et al., 2006a), embora alguns autores
afirmem que 9-cis-AR, um isémero do All-trans-AR, tem grande afinidade tanto pelo

RXRa, como pelo RXRB e RXRy (ROWE et al., 1991; YU et al.,, 1991; HEYMAN et al.,
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1992; LEID et al., 1992; LEVIN et al., 1992; MANGELSDORF et al. 1992 apud GERMAIN
et al., 2006b). Contudo, na presenca do All-trans-AR, quase nao foi detectado o isémero
9-cis-AR em células de mamiferos (GERMAIN et al., 2006b). Ja a isotretinoina (13-cis-
AR) tem pouca ou nenhuma afinidade quer para a CRABP quer pelos receptores (MARILL
et al., 2001), nao interagindo com nenhum dos receptores; entretanto, in vivo, isomeriza-
se espontaneamente a All-trans-AR e 9-cis-AR e, portanto, ativa indiretamente tanto RAR,
quanto RXR (BREEN et al., 1997; MARCUS e COULSTON, 2000). O 13-cis-AR tem alta
atividade biol6gica, mas possui baixa afinidade pelos receptores RAR e RXR, sendo
considerado uma pré-droga, por isomerizar-se a All-trans-AR (TSUKADA et al., 2000;
ZOUBOULIS, 2001a). Schroeder e colaboradores (2007) compararam o 13-cis-AR ao All-
trans-AR e verificaram que os efeitos bioldgicos desses isdbmeros podem diferir muito em
cultura de células de queratinécitos, como no tratamento da psoriase e da acne. Tsukada
e colaboradores (2000), estudando a isomerizacdo do isdmero 13-cis-AR em cultura de
células sebaceas humanas, verificaram que o tratamento com 13-cis-AR levou a baixas
concentracdes deste isdbmero na célula, enquanto os niveis intracelulares do All-frans-AR
aumentavam com o tempo. Porém o tratamento com o isémero 13-cis-AR em cultura de
queratindcitos resultou no aumento intracelular desse isbmero e na baixa isomerizagdo ao
All-trans-AR, sugerindo, assim, que a isomerizacao do 13-cis-AR parece ser especifica de
cada tecido, como, no caso, células sebaceas. Esses autores, portanto, confirmam a
relacdo dos is6meros 13-cis-AR e All-trans-AR como pro-droga e droga. Contudo,
Ishikawa e colaboradores (2008) demonstraram que o uso do 13-cis-AR foi capaz de
alterar a morfologia de neurbnios serotonérgicos de ratos em cultura e que o uso de
antagonistas de RAR blogueia parcialmente o efeito do 13-cis-AR nessas células,

enquanto antagonistas de RXR blogueiam completamente esse efeito; sugerindo, dessa
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forma, que o isdmero 13-cis-AR tem acdo em ambos os receptores, RAR e RXR, porém
essa acao depende da expressao dos subtipos dos receptores nos tecidos.

Desde a década de 70, os isébmeros do AR vém sendo utilizados na terapia
dermatoldgica e oncoldgica. A isotretinoina (13-cis-AR) foi introduzida na terapia da acne
em 1979, sendo aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1982 (SAMPAIO
e RIVITTI, 2000). Peck e colaboradores (1979) demonstraram que o isémero 13-cis-AR foi
0 Unico retindide capaz de manter seu efeito mesmo apds a suspensao do tratamento da
acne sendo, inclusive, menos toxico que o All-trans-AR e, em estudos clinicos,
demonstrou baixa toxicidade.

O principal uso clinico do AR, porém, é na terapia da leucemia promielocitica
aguda (APL) com o isémero All-trans-AR (KAGECHIKA e SHUDO, 2005). Breitman et al.,
1980, estudando o efeito dos retindides em células derivadas de paciente com APL (HL-
60), verificaram que o isébmero All-trans-AR era capaz de reduzir a proliferagdo dessas
células e que tanto All-frans-AR como 13-cis-AR eram capazes de rediferenciar os
promieldcitos, sendo o All-trans-AR mais potente do que os demais retindides.

Dessa forma, o AR, usado inicialmente por seu efeito rediferenciador e
antiproliferativo em varios tipos de tumores (GRAF et al., 1995 apud LOTAN, 1996),
incluindo cancer de pele, mama, pulmao, trato digestivo, pancreas, figado e cancer de
prostata (LOTAN, 1996), tem sido recentemente utilizado no tratamento de carcinoma de
tiredide, principalmente o isdbmero 13-cis-AR (GRUNWALD et al., 1998; SIMON et al.,
1998; GRUNING et al., 2003).

Os retindides podem influenciar a expressao dos receptores para certos hormonios
e fatores de crescimento, influenciando assim o crescimento, a diferenciacdo e a funcao

das células-alvo por acdes diretas ou indiretas (MARCUS e COULSTON, 2000). Os
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retindides desempenham, assim, um papel crucial no controle da proliferacdo e
diferenciacao de células epiteliais normais e inibem processos neoplasicos em varios
orgaos, ja que alteracbes da atividade do receptor nuclear estdo associadas com
neoplasias. Os isdmeros do AR, além de inibir a proliferacdo de células, induzem
apoptose em diversos tipos de tumor (UNTERHOLZNER et al., 2006).

Em tratamentos dermatolégicos, os efeitos provocados nos queratinécitos pelos
isbmeros All-trans-AR e 13-cis-AR na diferenciagdo celular e modulacdo da inflamacéo,
com algum impacto no sistema imune, ocorre através de seus receptores RAR e RXR,
sendo as principais isoformas na pele humana RARa e RARB (THACHER et al., 2000;

SCHROEDER e ZOUBOULIS, 2007).

1.6 ACIDO RETINOICO E CARCINOMA DA TIREOIDE

O carcinoma da tiredide corresponde a aproximadamente 1% de todos os
carcinomas e é considerada a neoplasia endécrina maligna mais frequente (COELHO et
al., 2004; HAUGEN e cols, 2004).

O céancer de tiredide se divide em quatro tipos: papilifero, folicular, medular e
anaplasico. Os cénceres nao-medulares da tiredide, do tipo papilifero e folicular, séo
classificados como diferenciados, correspondendo a 75 a 85% e 10 a 20% dos casos de
cancer, respectivamente; enquanto o cancer anaplasico, corresponde a menos de 5% dos
casos. Os dois primeiros apresentam, em geral, bom progndstico apds tratamento
adequado, normalmente com a combinacdo dos efeitos da cirurgia, radioiodoterapia e
terapia supressora de TSH. Entretanto, 20 a 40% dos pacientes tém recidiva tumoral e,

em até 30% dos casos, ocorre perda da diferenciacao celular. Nos carcinomas papilifero e
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folicular as propriedades do tire6cito podem permanecer normais, mas ja foi demonstrada
diminuicao da expressao do NIS, da expressao e atividade da TPO e da desiodase tipo 1
(SIMON et al., 2002). No carcinoma papilifero também h& diminuicdo da expresséo de Tg
(ELISEI et al., 2005). Ja para os carcinomas medular (de células parafoliculares) e
anaplasico (indiferenciado), caracterizados pela falta de funcédo e propriedades tiredide-
especificas, as opcgdes terapéuticas sado limitadas e pouco eficazes (COELHO et al.,
2004).

A capacidade da glandula tiredide em acumular iodo radioativo é essencial para o
tratamento eficaz do cancer de tiredide por radioiodoterapia (SCHMUTZLER et al., 1997).
O cancer diferenciado de tire6ide tem sido tratado pelo uso da terapia com radioiodo (**'l)
por mais de 40 anos (KOGAI et al., 2000). O ®'| é administrado oralmente, absorvido,
passa para a circulagdo sanguinea e é transportado pelo NIS para o interior da tiredide
(KOGAI et al., 2000). Todavia, os tumores podem perder a capacidade de captar iodeto,
devido a desdiferenciagao, inviabilizando a radioiodoterapia (SCHMUTZLER et al., 1997).
Diversos estudos tém apresentado decréscimo na expressdo do NIS em adenomas da
tiredide e carcinomas, o que contribui para a perda da captagdo de iodo em células
neoplasicas da tiredide. Os pacientes desenvolvem uma doenga agressiva com recidiva
local e até metastases, com perda progressiva da capacidade de captar iodo (ELISEI et
al., 2005).

Ha um grande interesse em estudar o efeito do AR sobre a carcinogénese, devido
a sua capacidade de controlar a diferenciacao e proliferacao celular. Estudos recentes, in
vitro, tém mostrado que os isdbmeros do acido retindico (AR) podem ser Uteis para induzir
a rediferenciacdo da célula tiredidea no carcinoma de tireéide, como evidenciado pelo

aumento da expressao de tireoglobulina, receptor de TSH, 5’desiodase tipo | (SCHRECK
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et al.,, 1994; SCHMUTZLER et al., 1996; KOGAI et al., 2000), fosfatase alcalina e co-
transportador sédio-iodeto (SCHMUTZLER et al., 1997), e pelo incremento da captagao
de iodo (™) pela célula tumoral com o uso do isémero 13-cis-AR (VAN HERLE et al.,
1990); sendo o isdmero 9-cis-AR o menos potente nessas fungdes (SCHRECK et al.,
1994). Além de estudos experimentais, estudos clinicos, como o realizado por COELHO
et al., em 2004, demonstram efeito benéfico do 13-cis-AR, com aumento significativo da
captacdo de iodo e regressao tumoral em parte dos pacientes com carcinoma néo
captante de iodo submetidos ao tratamento com AR (SIMON et al., 1996; GRUNWALD et
al., 1998; SCHMUTZLER, 2001; COELHO et al., 2003). Em 20 a 50% dos pacientes que
nao respondiam ao tratamento com radioiodoterapia, o tratamento com AR foi benéfico,
re-estimulando a captacao de iodo e levando a regressao do tumor por induzir a apoptose
ou, pelo menos, estabilizar seu crescimento, inibindo a mitose (COELHO et al., 2004). A
inducao de apoptose foi verificada em cultura de tireécitos de porco, onde se observou
que os retinbides também reduzem a formacdo de foliculos Tg-imunorreativos
(FROHLICH et al., 2001). Ja a acao antiproliferativa do AR foi demonstrada por Van Herle
et al. em 1990, em linhagem de células de carcinoma folicular metastasico, que
observaram reducéao significativa e dose-dependente do numero de células e da sintese
de DNA com exposi¢cao ao 13-cis-AR. Del Senno e cols, em 1993, também encontraram
resultado antiproliferativo semelhante em cultura de células obtidas a partir de amostras
de tecido tire6ideo humano normal e adenomatoso expostas ao All-frans-AR.

A captacdo de iodo pelo NIS exerce um papel fundamental para diagnéstico e
terapia dos carcinomas de tiredide e suas metastases, sendo util para a terapia com
radioiodo em tumores extratiredideos (DAI et al., 1996). No cancer de tiredide e mama, o

uso do All-trans-AR aumenta a expressao do NIS nos tecidos e aumenta captacao de
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iodo, viabilizando ou otimizando a terapia com iodo radioativo (ALOTAIBI et al., 2006,
UNTERHOLZNER et al., 2006, WILLHAUCK et al., 2007). A inducao do NIS por retindides
seguido por tratamento com radioiodoterapia tem sido uma escolha terapéutica com
grande potencial para diversos tumores (KOGAI et al., 2008); sendo que, segundo Ohashi
e colaboradores (2009), essa indugédo parece ser decorrente da ligacdo do isémero All-
trans-AR nos receptores RARB e RXRa.

A terapia com AR é bem tolerada e os efeitos adversos mais freqlientes séo
alteracao de pele e mucosas, como ressecamento e prurido, além de hipertrigliceridemia
(COELHO et al., 2004).

Contudo, os efeitos de rediferenciacdo do AR na terapia de cancer requerem
receptores intactos de AR nos tecidos tumorais. Os receptores do AR sdo expressos
diferentemente nos diversos tipos de carcinomas (HAUGEN et al., 2004). Na leucemia
promielocitica encontra-se transcricao aumentada do receptor RARY, sendo a leucemia
promielocitica o modelo mais classico de terapia com AR, segundo Haugen e
colaboradores (2004). Ainda conforme estes autores, a isoforma RXRy nao é expressa na
glandula tiredide normal, mas € amplamente expressa no carcinoma tiredideo. Além
disso, em linhagens tumorais de células tiredideas, o RNAm de RXRB néo é detectado
segundo Simon e colaboradores (2002). A reducao da expressdo de RNAm de RARB
também tem sido observada em varios canceres (GEISEN et al., 1997). Em 2005, Elisei
et al., estudando células cancerosas da tiredide, demonstraram que a isoforma RARB tem
um papel antioncogénico, estando ausente em varios tipos de cancer, como da cavidade
bucal, pulmonar, mamario e esofagico, e no cancer folicular de tiredide sua expressao
apresenta-se diminuida em relacédo a tiredide normal. Ainda neste estudo, o tratamento

com All-frans-AR ocasionou inibicdo do crescimento de células tiredideas, que pode estar
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sendo mediada pelo RARB, uma vez que o tratamento com acido retindico é capaz de
aumentar a expressao do RARR, sugerindo que a auséncia dessa isoforma possa ser um
dos fatores responsaveis pela resisténcia das células tumorais ao acido retindico,
explicando o fato do tratamento com AR ser ineficaz em pacientes com tumores
avancados (ZANGH et al.,, 1996). A auséncia da expressdao do RARP foi descrita como
sendo provocada por metilacdo do DNA, sendo que novos estudos, em linhagem de
células de tumores tiredideos desdiferenciados, afirmam que isso pode ser revertido com
agentes desmetilantes que seriam capazes de induzir a expressdo do RNAm de RARP
(MIASAKI et al., 2008; VIVALDI et al., 2009). Recentemente, também foi relatado que em
carcinomas de tiredide ha aumento da expressao de receptores citoplasmaticos RARa,
RARYy, RXRB e diminuicdo da expressao dos receptores nucleares RARB, RARy e RXRa
(HOFTIJZER et al. 2009). Isto posto, sugere-se que diferencas na expressao de subtipos
de receptores e de sua localizacao subcelular possam ser de grande valia para o
diagnéstico diferenciado de cancer de tiredide. Estes estudos sugerem, portanto, que os
receptores para AR podem ser afetados ou mesmo estar envolvidos na carcinogénese

tiredidea (GEISEN et al., 1997; HAUGEN et al., 2004; ELISEI et al., 2005).

1.7 ACIDO RETINOICO E FUNCAO TIREOIDEA NORMAL

A isotretinoina (13-cis-AR), administrada por via oral, tem sido, atualmente,
prescrita de forma abusiva para tratamento dermatolégico, inclusive para casos de acne
vulgar, para a qual ndo é indicada.

A par deste fato e sabendo que os isébmeros do AR tém acdo no cancer de

tiredide, surge a duvida se em pacientes que fazem uso do &cido retindico haveria algum
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efeito colateral sobre a tiredide, uma vez que o uso de algumas drogas pode afetar essa
glandula, levando a disfungdes tiredideas.

O tratamento com All-trans-AR, muito utilizado para psoriase, diminui, embora
temporariamente (1 més de tratamento), os niveis de TSH sérico. Prolongando-se o
tratamento, os niveis do horménio retornam a valores basais, normalizando, inclusive, a
resposta ao TRH. Porém, os niveis de T3 permanecem diminuidos, enquanto o T4 nao é
afetado (ANGIONI et al., 2005). Isto sugere que o uso de retindides possa afetar o
metabolismo dos horménios tiredideos, conforme verificado em experimentos in vitro, em
que retindides, como o All-trans-AR e o 9-cis-AR, mostraram-se capazes de aumentar a
expressdao do gene da desiodase tipo | em células com cancer de mama (GARCIA-
SOLES e ACEVES, 2003) e em linhagens de células tumorais da tiredide com o uso
também, do isémero 13-cis-AR (SCHRECK et al., 1994; SCHMUTZLER et al., 2004).

Assim, o amplo uso do AR, por induzir o aumento da expressdo do NIS e o
aumento da captacao de iodeto em tumores, inclusive em céancer de tiredide (KOGAI et
al., 2000; TANOSAKI et al., 2003; KOGAI et al, 2004; WAPNIR et al, 2004;
UNTERHOLZNER et al., 2006; ALOTAIBI et al., 2006) , reforca a idéia de que o AR possa
ter efeitos diretos e indiretos na tireéide normal. Sabe-se que o TSH regula a captagéao de
iodeto na tireéide e que, na mama, a expressdao do NIS é regulada pelos horménios
estrogénio, prolactina e ocitocina (WAPNIR et al, 2004) e que o All-trans-AR pode
aumentar a captacdo de iodo pelo NIS na glandula lactante e no cancer de mama
(WILLHAUCK et al., 2007). Assim, Wapnir e colaboradores, em 2004, estudando o
carcinoma de mama, propdem o uso concomitante de T3 com o All-frans-AR com o
objetivo de inibir a liberacdo de TSH pela hipéfise e, assim, ocorrer down-regulation da

expressao do NIS na tirebide e a terapia com iodo radioativo ser mais direcionada para a
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glandula mamaria. Van Santen et al., em 2003, também tentaram preservar a funcao da
tire6ide utilizando drogas para inibir a liberacdo de TSH e, assim, tratar seus pacientes
com neuroblastoma com 'l metaiodobenzilguanidina associado ao AR. Estes estudos
realizados in vitro e in vivo presumem que haja necessidade de TSH para o AR ter efeito
sobre a tiredide, mas nao se detém na possibilidade de que o AR possa exercer efeitos
diretos, independentes de TSH, na glandula normal e afeta-la de algum modo. Sendo
assim, sdo necessarios estudos dos efeitos do AR sobre a tiredide normal.

Diversos estudos com cultura de células tumorais e estudos em humanos com
carcinomas diferenciados foram realizados, porém poucos autores avaliaram os efeitos do
AR sobre células normais. Um dos estudos que demonstra os efeitos do AR sobre cultura
de células normais de tiredide foi realizado por Del Senno et al., em 1993. Neste estudo
foi demonstrado que o isébmero All-trans-AR tem atividade antiproliferativa em cultura de
células normais e tumorais.

Segundo alguns estudos, o AR também interfere com o eixo hipotalamo-hipéfise-
tiredide. A ligacao especifica do AR ao receptor RXR pode ocasionar diminuicao do nivel
sérico de TSH, reducdao da resposta do TSH ao TRH e, consequentemente,
hipotireoidismo central em ratos (LIU et al., 2002). Coya et al., em 1997, descreveram que
o AR inibe a resposta do TSH ao TRH em ratos eutirdideos e hipotiredideos que
receberam TRH. No entanto, ndo ha na literatura qualquer estudo, in vivo, referente a
investigacdo de efeitos do AR sobre a funcdo tiredidea normal. Sendo assim, mais
estudos nesta area devem ser realizados com o objetivo de investigar se o uso de AR
exerce algum efeito sobre a tiredide normal.

Estudos realizados em nosso laboratério (SOUZA, 2008) demonstraram que

linhagens de células tiredideas normais de ratos (PCCL3) expressam a maioria dos
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receptores de AR, com excecdo do RARY, estando todos loalizados no nucleo, exceto o
RARB. Como a expressao dos receptores de AR parece ser diferente em células
tiredideas normais e tumorais, cabe ressaltar a importancia de verificar se os tratamentos,
até mesmo estéticos, com acido retindico podem afetar de alguma forma a funcéo
tiredidea.

Tendo em vista que tanto o isémero All-trans-AR como o 13-cis-AR séo
amplamente utilizados em tratamentos dermatol6gicos e oncolégicos, ambos os isébmeros

foram usados no presente estudo.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia do tratamento com os isémeros do acido retindico, acido 13-

cis- retindico e acido All-trans-retindico, sobre a funcao tiredidea in vivo.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito dos isdbmeros de acido retindico sobre a massa corporal,
peso das glandulas tiredide e hipdfise de ratos alimentados ad libitum;

e Avaliar se a administracdo dos isbmeros € capaz de influenciar as
concentracoes séricas de T3 e T4 totais e TSH;

e Analisar os efeitos dos isémeros sobre a atividade das enzimas desiodases
tipo I na tiredide, rim, figado e hipéfise e tipo Il na hipofise;

e Avaliar se os isdbmeros tém efeito sobre a funcédo do co-transportador Na*/I
(NIS) e a atividade da enzima tireoperoxidase (TPO) de oxidacao do iodeto;

e Avaliar se os isbmeros afetam a organificacdo do iodo e a atividade de

geracao de H>O pela enzima Duox.



MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos adultos (250 a 400g), mantidos
sob condicdes de temperatura (24 + 1°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h, com ciclo claro
inciando as 19h) controlados. Os animais, pesados semanalmente, receberam agua e
alimentacdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados ap6s aprovacdo do
protocolo pela Comissdo de Etica em Pesquisa com o Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o numero de

protocolo IBCCF078.

3.2 TRATAMENTO COM ACIDO RETINOICO

Os ratos foram divididos nos seguintes grupos experimentais: controle (animais que
receberam o veiculo DMSO 4% (Sulféxido de dimetil, Hybri-Max®, Sigma Chemical CO)
em Propilenoglicol (P.A., VETEC Quimica Fina Ltda)), animais tratados com o isémero do
acido retinoico All-frans-AR ou tretinoina, e animais tratados com o isémero 13-cis-AR ou
isotretinoina (Sigma Chemical Co.). Foram administrados, por via subcutanea, doses de
100 pg/kg e de 1,5mg/kg de peso corporal diariamente por 14 ou 28 dias e por 7 ou 28
dias, respectivamente. A menor dose foi administrada de acordo com estudos realizados
por Coya et al. (1997).

A dose de 1,5mg/kg de peso corporal, correspondente a dose utilizada em alguns
pacientes com cancer diferenciado de tiredide e no tratamento dermatoldgico, foi

administrada posteriormente para avaliarmos os possiveis efeitos do AR em alguns



44

parametros da funcao tiredidea em um tratamento subagudo (7 dias) ou prolongado (28

dias).

3.3 SACRIFICIO

Ao término do tratamento, os animais foram sacrificados por decapitacdo. As
tiredides e as hipofises foram excisadas e pesadas. As tiredides, figados, rins e hipéfises
excisados foram armazenados a -80° C para posterior andlise das atividades das
desiodases.

O sangue foi coletado no momento do sacrificio e 0 soro armazenado a -20° C para
porterior realizagdo de dosagens hormonais por radioimunoensaio (RIE), conforme

descrito a seguir.

3.4 CONTEUDO TIREOIDEO DE RADIOIODO

A metade dos animais administrou-se, ip, '®I (37000 Bg, Amersham,
Buckinghamshire, Inglaterra) 15 minutos ou 2 horas antes de serem sacrificados. As
tire6ides removidas foram limpas e pesadas. A radioatividade das glandulas foi medida
usando um contador gama automatico de fase sélida (Wallac Wizard™ 1470 automatic
gamma counter) e expressa como o percentual da dose de '?°I administrada por mg de

tiredide.
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3.5 RADIOIMUNOENSAIOS

35.1T3eT4

Os niveis séricos de T3 e T4 totais foram determinados através de kit comercial
para RIE de T3 (DLS — 3100 Active®, Texas, EUA) e T4 (DLS - 3200, Active®, Texas,
EUA), contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de polipropileno. As
curvas padrdao foram realizadas com T3 e T4 diluidos em soro de rato livre de
iodotironinas (soro zero) nas concentracbes de 25 a 1000ng/dL e 1 a 50ug/dL,
respectivamente. Para o kit de T3 os coeficientes de variacdo intra- e inter-ensaio foram
6,0% e 7,4%, respectivamente e o limite de sensibilidade do ensaio foi de 4,3ng/dL,
usando volume de 50uL por amostra. Para o kit de T4 os coeficientes de variagdo intra- e
inter-ensaio foram 7,4% e 5,1%, respectivamente e o limite de sensibilidade do ensaio foi
de 0,4pg/dL, usando volume de 25uL por amostra. Todo o procedimento foi realizado
seguindo-se as recomendacdes do fornecedor. Os resultados foram expressos em ng/dL

para o T3 e em pg/dL para o T4.

3.5.2TSH

A determinacgao dos niveis séricos de TSH foi realizada por RIE especifico, através
de um kit fornecido pelo “National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Diseases
(NIDDK — Bethesda, EUA). Este kit € composto por TSH murino purificado para
preparacdo dos padrdes utilizados para a construcdo da curva padrdo (0,625 a 25 ng/
mL), TSH murino purificado para ser radioiodado e anticorpo de coelho anti-TSH murino
(12 anticorpo). A iodagdo da molécula do TSH com '?°| foi realizada em nosso laboratério,
pelo método da cloramina T, sendo a molécula marcada purificada em coluna de Biogel

(Biogel-P60 fino da Bio-rad, EUA), conforme previamente descrito (ORTIGA, 1992). O RIE
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foi realizado pelo método do 2° anticorpo (anti-rabbit IgG, SIGMA), com adicao de 6% de
polietilenoglicol (PEG). Os coeficientes de variagao intra- e inter-ensaio foram 7,7 e 6,5%,
respectivamente, e o limite de sensibilidade do ensaio foi de 0,625 ng/mL. Os resultados

foram expressos em ng/mL.

3.6 ATIVIDADE DA ENZIMA TIREOPEROXIDASE (TPO)

A extracado da TPO de tiredides murinas e a medicao da atividade de oxidacao do
iodeto da TPO foram realizadas como descrito por Moura et al., em 1987 e Carvalho et
al., em 1994. Cada tiredide foi homogeneizada em 500ul de tampéao Tris-HCI 50mM, pH
7,2, contendo iodeto de potassio 10°M, utilizando-se homogeneizador elétrico (Ultra-
Turrax T-25, Ika-Labortechnik). Os homogeneizados foram centrifugados a 200.000xg,
4°C por 35 minutos e o precipitado foi ressuspenso em solucdo de digitonina 1% e
mantido a 4°C em cémara fria por 24 horas. A seguir, foi realizada uma nova
centrifugagdo nas mesmas condicdes e o sobrenadante contendo a TPO pseudo-
solubilizada foi utilizado nos ensaios de medida da sua atividade. O conteddo de proteina
da amostra foi medido através do método de Bradford (1976).

A atividade de oxidacao do iodeto da TPO foi medida como descrito anteriormente
(MOURA et al, 1987; CARVALHO et al, 1994). Para tal, volumes crescentes da
preparagao contendo TPO (10 a 100uL) foram adicionados a uma cubeta contendo iodeto
de potassio 24mM, glicose 11mM e tampao fosfato de sédio 50mM, pH 7,4, em volume
final de 2ml. A seguir, foram adicionados 10ul de glicose oxidase 1mg/ml (Boehringer
Grade |) para iniciar a reagao. A absorbancia (A) decorrente da geracao de tri-iodeto (I73)

foi medida em espectrofotébmetro (Hitachi U-3300), no comprimento de onda de 353nm



47

durante 4 minutos. O calculo da atividade foi feito a partir da variagao da absorbancia por
minuto, em fungcédo do volume de amostra utilizado, através do calculo da inclinagcdo da
reta de regressao, como exemplificada na figura 3.

A atividade especifica foi obtida dividindo-se a atividade de oxidagdo do iodeto
(Aabssss nm/min por mL) pela concentracdo de proteina (g/mL) de cada amostra. A
atividade especifica da enzima foi expressa em U/g (1 unidade de atividade TPO

corresponde a Aabssss nm/min = 1,0).

0.2 -~

0.1 o

AAbs 353 nm/ min

0.0 T T
0 25 50 75 100

uL de TPO

FIGURA 3 - Medida da atividade da TPO pelo método de oxidagdo do iodeto. A atividade da TPO foi
avaliada através da equacdo da reta de regressdo linear feita a partir dos pontos obtidos como
exemplificado. y = a + bx, onde b é o coeficiente de inclinagdo da reta e corresponde ao Aabszsznm/ min/ uL

de TPO (FERREIRA et al., 2005).

3.7 ATIVIDADE DAS ENZIMAS IODOTIRONINAS DESIODASES TIPO |

(D1) ETIPO Il (D2)

Foram determinadas as atividades da desiodase tipo | (no figado, rim, glandula
tiredide e hipofise) e da desiodase tipo Il (na hipéfise) pelo método previamente publicado
por Berry e colaboradores (1991) e adaptado por Antonio Carlos Bianco e Peer Reed

Larsen (comunicacao pessoal).
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3.7.1 PROCESSAMENTO DOS TECIDOS

Para a mensuracdo da atividade da D1, as amostras de figado e rim, foram
pesadas em balanca digital (Precision advanced) e homogeneizadas em solugao tampao
fosfato -sucrose-DTT (0,25 M de sucrose € 10 mM de DTT em 100mM de fosfato de sédio
com 1mM de EDTA, pH 6,9) (25 mg de tecido em 1mL). Para as amostras de tiredide e
hipofise, cada glandula foi processada em 500uL do mesmo tampao. Para a mensuracao
da atividade da D2, a glandula hipéfise foi processada em 500uL de tampéo. Os tecidos
foram homogeneizados, em gelo, em Ultra-turrax T25 (lka-Labortechnik) e, apds essa
etapa, foram colocados em tubos eppendorf e armazenados a -70°C até o dia do ensaio.
Aliquotas de 20uL foram guardadas separadamente, a -20°C, para dosagem de proteinas
pelo método de Bradford (1976). As amostras foram solubilizadas com NaOH 2,5N pelo
menos 30 minutos antes da dosagem (em duplicata) e a albumina bovina sérica (BSA —

SIGMA, MO, EUA) foi utilizada para a constru¢do de uma curva padrao.

3.7.2 PURIFICACAO DO "I-rT3 E '®|-T4

Antes da dosagem da atividade da D1 e D2 foi necessario purificar o tracador
radioativo em virtude do decaimento radioativo e da desiodacdo das iodotironinas
marcadas, mesmo na auséncia das enzimas. Esta etapa minimiza possiveis interferéncias
de desiodacdo inespecifica. Para isso, utilizamos uma coluna de 2,5mL de Sephadex™
LH-20 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) (4 mL de H>.O/ g de gel seco) para purificar tanto
o '?°|-rT3 (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston, MA) para o ensaio da
atividade da D1, quanto o '?°I-T4 (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston,
MA) para o ensaio da atividade da D2. Uma aliquota de 70uL da 3,3’,5’-Triiodotironina

reversa marcada, com atividade de 1210uCi/ ug (44,8MBq/ pug) para o ensaio de atividade
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da D1 ou da tiroxina marcada, com atividade especifica de 1250uCi/ ug (46,3MBqg/ ug)
para o ensaio de atividade da D2 foi diluida em 12mL de H>O Milli Q e adicionada a
coluna. Desprezou-se o eluato, pois o rT3 ou o T4 radioativo ficam retidos na trama da
coluna. Apéds essa etapa, a coluna foi lavada com émL de H>O Milli Q e posteriormente,
as iodotironinas foram eluidas com 9 aliquotas de 500uL de etanol 70%. Aliquotas de 5uL
foram retiradas para contagem da radioatividade em contador gama automatico (Wallac
Wizard™ 1470 automatic gamma counter), sendo selecionadas as amostras com maxima

radioatividade para as determinacdes de atividade das desiodases.

3.7.3 ENSAIO DE ATIVIDADE DA D1

Para a dosagem da atividade da D1, foram adicionados a tubos eppendorf novos,
na seguinte ordem: tampao (100Mm fosfato de sédio, 1mM EDTA, pH 6,9) em volume
calculado para um volume total de reacéo de 300uL, 10 mM de ditiotreitol (DTT, cofator da
enzima) (USB), 1uM de rT3 frio e, por ultimo, foi adicionado o volume de homogeneizado
contendo 30ug de proteina para figado, rim e tiredide, e 150ug para hipéfise. A reacao foi
iniciada com a adicdo de 50uL do '?°I-rT3 purificado, contendo 50000 cpm, seguindo-se
incubacdo por uma hora a 37 °C. Decorrido o tempo de incubacdo, os tubos foram
colocados no gelo para parar a reacao e foram, entdo, adicionados 200uL de soro fetal
bovino (Cultilab, BR) e 100uL de acido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitacao das
proteinas. Em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente no vértex por 2 minutos e
entdo centrifugados a 8000xg por 3 minutos. Apds a centrifugacao transferiu-se 360uL do
sobrenadante de cada tubo para tubos de polipropileno e a emissao de particulas vy foi

medida no contador gama automatico de fase sélida (Wallac Wizard™ 1470 automatic
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gamma counter). A atividade da enzima foi expressa em pmoles de rT3.min™". mg” de

proteina (MARASSI et al., 2007).

3.7.4 ENSAIO DE ATIVIDADE DA D2

Para a dosagem da atividade da D2 hipofisaria foram adicionados, a tubos
eppendorfs novos, na seguinte ordem: tampao (100Mm fosfato de sédio, 1mM EDTA, pH
6,9) em volume calculado para um volume total de reacdo de 300uL, 20mM ditiotreitol
(DTT) (USB), 1nM T4 frio, 10 mM PTU (para inibicdo da D1) e por ultimo foi adicionado o
volume de homogeneizado do tecido contendo 150 ug de proteina para hipofise. A reacao
foi iniciada com a adicdo de 100 pL do '®I-T4, contendo 100.000 cpm, e posterior
incubacdo a 37 °C por 3 horas. Decorrido o tempo de incubacdo, os tubos foram
colocados no gelo para parar a reacao. Foram adicionados 200uL de soro fetal bovino
(Cultilab, BR) e 100uL de &cido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitacao das
proteinas. Em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente no vértex por 2 minutos e
entdo centrifugados a 8000xg por 3 minutos. Apdés a centrifugacdo, 360uL do
sobrenadante foram transferidos para tubos de polipropileno e a emissao de particulas y
foi medida no contador gama automatico de fase sélida (Wallac Wizard™ 1470 automatic
gamma counter).

A atividade da enzima foi expressa em fmoles de T4. min”. mg™ de proteina.

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

atividade D2 final.
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3.8 ATIVIDADE DA DUOX

Para a extracao da Duox tiredidea, as tiredides foram homogeneizadas em 500ul de
tampao fosfato de sédio 50mM; pH 7,2 contendo sacarose 0,25M; ditiotreitol 0,1mM,;
EGTA 1mM e uma mistura de inibidores de proteases — aprotinina 5ug/mL e PMSF
34,8ug/mL. O homogeneizado foi centrifugado a 100.000xg, por uma hora, a 4°C. O
precipitado foi ressuspenso em tampao fosfato de sédio 50mM; pH 7,2 contendo sacarose
0,25M; MgCl, 1mM e a mistura de inibidores. As amostras obtidas foram armazenadas
para posterior medida da atividade de geracéao de H0..

A atividade Duox foi determinada como descrito por Cardoso e colaboradores (2001)
e Ameziane-El-Hassani e colaboradores (2005). As amostras foram incubadas a 30°C
com azida sodica 1mM, EGTA 1mM, FAD 0,1uM, CaCl, 1,5mM e tampé&o fosfato 150mM,
pH 7,4. A reacao foi iniciada adicionando-se NADPH 100uM, que € o substrato da enzima.
Apés intervalos regulares de tempo, aliquotas de 100ul foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 10ul de HCI 3N, de forma a interromper a reacdo. A quantidade de H.O»
gerada foi determinada pelo decréscimo da fluorescéncia da escopoletina 0,4uM na
presenca da peroxidase de raiz forte e tampéao fosfato 200mM, pH 7,8, em fluorimetro
Hitachi F-45000 no comprimento de onda de excitacdo de 360nm e de emissdo de
460nm.

Determinamos a concentracao de proteina presente em cada amostra pelo método
de Bradford (1976). Para determinagdo da atividade especifica da Duox, a atividade
geradora de H.O, foi dividida pela concentracdo de proteina na amostra. A atividade

especifica da Duox foi expressa em nmoles H:02.h"". mg™” de proteina.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média = erro padrdo da média (S.E.M.),
tendo sido realizado no minimo trés experimentos diferentes, com pelo menos trés
animais por grupo. Para a andlise estatistica dos resultados do ganho de peso dos
animais e do peso das glandulas tiredide e hipdfise e da atividade da D2, empregamos a
analise de variancia univariada seguida de teste de comparacdao multipla de Dunnet. Ja
para a andlise estatistica dos resultados do TSH e da atividade da enzima Duox na dose
de 1,5mg/kg de peso corporal, utilizamos teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido de comparacdao multipla de Dunn. Para a analise estatistica dos demais
resultados, utilizamos a analise de variancia bivariada, seguida de teste Bonferroni. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Na representacdao dos dados mostramos a média dos grupos controle, pois nao
houve diferenca entre os controles realizados em paralelo nos tratamentos de 7, 14 ou 28

dias.
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RESULTADOS

4.1 GANHO DE PESO CORPORAL, PESO DA TIREOIDE E PESO DA

HIPOFISE

Os animais tratados com os isdbmeros do AR nao apresentaram mudangas no
ganho de peso corporal durante o tratamento por 14 e 28 dias na dose de 100ug/kg de
peso corporal.

O peso das glandulas tireéide dos animais tratados com acido All-trans-retindico e
acido 13-cis-retindico, na dose de 100ug/kg de peso corporal, ndo mudaram em relacéo
ao grupo controle.

Houve diminuicdo nas glandulas hipdéfise dos animais que receberam acido 13-cis-
retindico na dose de 100ug/kg de peso corporal por 14 dias de tratamento em relagéo as
hipéfises do grupo controle e do grupo tratado com &cido All-trans-retinéico. Mas, no
tratamento com AR por 28 dias, o peso das glandulas hipéfise ndo sofreu alteragbes
significativas.

Na dose de 1,5mg/kg, o uso de ambos os isdbmeros do AR nao alterou o ganho de
peso corporal por 7 ou 28 dias de tratamento.

As glandulas tire6ide dos animais tratados com o isémero All-frans-AR, na dose de
1,5mg/kg de peso corporal, apresentaram uma diminuicdo significativa de peso com o
tratamento por 28 dias; 0 que ndo ocorreu com o tratamento por 7 dias. Esses dados séao

apresentados nas tabelas a seguir.
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TABELA 1 - Ganho de Peso Corporal, peso da tire6ide e peso da hipéfise em animais tratados com acido

All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de 100ug/kg de peso corporal, por 14 e 28 dias.

Ganho de Peso Corporal

(Peso corporal final/inicial)

Dose 100pg/kg

Peso da Tireoide
(mg/100g PC)

Dose 100pg/kg

Peso da Hipodfise
(mg/100g PC)

Dose 100pg/kg

14 dias

Controle

All-trans-AR

13-cis-AR

28 dias

Controle

All-trans-AR

13-cis-AR

1,15 £ 0,01 (n=69)

1,13 £ 0,01 (n=85)

1,14 £ 0,01 (n=83)

1,24 + 0,03 (n=35)
1,22 + 0,04 (n=38)

1,31 £ 0,03 (n=38)

5,17 + 0,18 (n=45)

4,85+ 0,17 (n=51)

5,13 0,15 (n=50)

5,17 + 0,20 (n=35)
5,04 + 0,22 (n=38)

5,34 + 0,20 (n=38)

2,25 +0,13 (n=19)

2,03 +£0,09 (n=19)

1,77 0,13 * (n=18)

2,49 + 0,08 (n=12)
2,40 + 0,10 (n=15)

2,34 +0,14 (n=14)

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. * p<0,05 vs. controle.
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TABELA 2 - Ganho de Peso Corporal e peso da tiredide em animais tratados com &cido All-trans-retindico e

acido 13-cis-retindico, na dose de 1,5mg/kg de peso corporal, por 7 e 28 dias.

Ganho de Peso Corporal Peso da Tiredide
(Peso corporal final/inicial) (mg/100g PC)
Dose 1,5mg/kg Dose 1,5mg/kg
7 dias
Controle 1,03 £ 0,01 (n=8) 7,06 £ 0,53 (n=14)
All-trans-AR 1,19 £ 0,06 (n=8) 6,07 £ 0,31 (n=23)
13-cis-AR 1,16 + 0,06 (n=8) 7,51 0,43 (n=24)
28 dias
Controle 1,27 + 0,04 (n=29) 7,31 £ 0,22 (n=29)
All-trans-AR 1,22 £ 0,02 (n=31) 6,06 + 0,26* (n=31)
13-cis-AR 1,26 + 0,03 (n=31) 6,65 + 0,30 (n=31)

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. * p<0,05 vs. controle.

4.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS IODOTIRONINA DESIODASES

4.2.1 ATIVIDADE DA ENZIMA IODOTIRONINA DESIODASE TIPO | (D1)

A atividade da D1 nos tecidos tiredide, rim e figado nos ratos tratados com
100pg/kg de peso corporal de isdbmeros do AR por 14 e 28 dias nao foi alterada (FIGURA
4). Porém, na hipdfise, a sua atividade diminuiu significativamente com o uso dos dois
isbmeros por 14 dias de tratamento, em relacdo ao grupo controle, retornando a valores

normais aos 28 dias de tratamento (FIGURA 4 D).
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FIGURA 4 - Efeitos do AR na dose de 100ug/kg de peso corporal sobre a atividade da enzima desiodase
tipo | (D1) por 14 e 28 dias. A, Na tiredide: tratamento com &cido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico
(controle: 145,7 + 5,61, n=25; All-trans-AR 14 dias: 151,4 + 4,02, n=19; 13-cis-AR 14 dias: 150,0 £ 4,75,
n=18; All-trans-AR 28 dias: 149,6 + 9,34, n=11; 13-cis-AR 28 dias: 161,7 = 5,67, n=11). B, No rim:
tratamento com acido All-trans-retinbico e acido 13-cis-retindico (controle: 104,7 + 6,93, n=25; All-frans-AR
14 dias: 89,4 + 5,35, n=19; 13-cis-AR 14 dias: 96,0 + 8,34, n=18; All-frans-AR 28 dias: 86,7 + 14,28, n=11;
13-cis-AR 28 dias: 96,6 + 12,41, n=11). C, No figado: tratamento com acido All-frans-retindico e acido 13-
cis-retindico (controle: 85,3 + 6,62, n=25; All-trans-AR 14 dias: 86,8 £ 7,98, n=19; 13-cis-AR 14 dias: 79,8
7,42, n=18; All-trans-AR 28 dias: 80,2 + 12,94, n=11; 13-cis-AR 28 dias:75,8 + 13,49, n=11). D, Na Hipdfise:

tratamento com &cido All-frans-retindico e acido 13-cis-retindico (controle: 3,88 + 0,43, n=24; All-frans-AR 14
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dias: 1,92 £ 0,19, n=19; 13-cis-AR 14 dias: 2,17 + 0,26, n=17; All-trans-AR 28 dias: 3,70 + 0,84, n=10; 13-

cis-AR 28 dias: 3,04 £ 0,58, n=11). **p<0,01 vs. controle; *p<0,05 vs. controle.

4.2.2 ATIVIDADE DA ENZIMA IODOTIRONINA DESIODASE TIPO Il (D2)

A atividade da D2 hipofisaria foi analisada nos ratos tratados com os isémeros do
AR na dose de 100ug/kg de peso corporal por 14 dias e o uso dos dois isdbmeros nao

acarretou em alteracdes significativas em relacao ao grupo controle (FIGURA 5).

0.6 1
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0.4 A
0.3 A
0.2 A
0.1 A
0.0 -

Controle All-trans-AR 13-cis-AR

D2 (fmoles T4.min"'.mg! proteina)

14 dias
FIGURA 5 - Efeito do tratamento com &cido All-trans-retindico e 4cido 13-cis-retindico na dose de 100ug/kg
de peso corporal por 14 dias sobre a atividade da desiodase tipo Il (D2) hipofisaria (controle: 0,49 + 0,07,

n=10; All-trans-AR: 0,56 + 0,05, n=10; 13-cis-AR: 0,45 + 0,07, n=10).

4.3 CONCENTRACOES SERICAS DE TSH

Foram analisados os niveis séricos de TSH e nenhuma diferenga significativa foi
encontrada com o uso dos isémeros All-frans-AR e13-cis-AR do acido retindico por 14 e
28 dias de tratamento na dose de 100ug/Kg de p.c., conforme apresentado na tabela a

seqguir.
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TABELA 3 — Concentragdes séricas de TSH em animais tratados com acido All-trans-retindico e acido 13-

cis-retinodico, na dose de 100ug/Kg de peso corporal, por 14 e 28 dias.

TSH (ng/mL)

Controle 1,56 £ 0,13 (n=33)
14 dias
All-trans-AR 1,83 £ 0,23 (n=19)
13-cis-AR 1,75 £ 0,26 (n=17)
28 dias
All-trans-AR 1,28 £ 0,15 (n=11)
13-cis-AR 1,33 £0,17 (n=10)

Os dados foram expressos como média t erro padrdo da média.

4.4 CONCENTRACOES SERICAS DE T4E T3

Foram analisados os niveis séricos de T4 total e nenhuma diferencga significativa foi
encontrada com o uso dos isdmeros All-frans-AR e13-cis-AR do acido retindico na dose
de 100ug/Kg de p.c. por 14 e 28 dias de tratamento. Os animais tratados com os isdmeros
do AR apresentaram tendéncia a diminuicAo na concentracdo sérica de T3 total,
entretanto esta diminuicao nao foi significativa nos tratamentos por 14 e 28 dias, conforme

apresentado na tabela a seguir.
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TABELA 4 - ConcentracOes séricas de T4 e T3 totais em animais tratados com acido All-trans-retindico e

acido 13-cis-retindico, na dose de 100ug/kg de peso corporal, por 14 e 28 dias.

T4 (ug/dL) T3 (ng/dL)

Controle 5,88 £ 0,33 (n=25) 74,47 £ 6,30 (n=28)
14 dias

All-trans-AR 6,22 + 0,23 (n=19) 65,23 + 8,93 (n=19)

13-cis-AR 6,02 £ 0,33 (n=18) 56,04 £ 5,46 (n=18)
28 dias

All-trans-AR 5,94 + 0,44 (n=11) 59,37 £5,70 (n=15)

13-cis-AR 6,07 £ 0,70 (n=11) 53,38 £ 3,08 (n=15)

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média.

4.5 FUNCAO DO NIS

A funcdo do NIS foi estimada através do conteudo tiredideo de radioiodo 15
minutos apos sua administracédo, conforme descrito por Ferreira e colaboradores (2005).

Nos ratos tratados com os isdbmeros de AR na dose de 100ug/Kg de p.c. por 14
dias nao houve alteracao significativa na funcédo do NIS. Entretanto, os ratos tratados com
o isébmero 13-cis-AR por 28 dias com a mesma dose tiveram aumento significativo da
captacédo do iodo radioativo em relacdo ao grupo controle e ao All-trans-AR por 28 dias

(FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Efeitos do tratamento com &cido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de

100ug/kg de peso corporal, sobre o conteudo tiredideo de radioiodo 15 minutos ap6s sua administragao por

14 e 28 dias (Controle: 0,029 £ 0,001, n=26; All-trans-AR 14 dias: 0,033 £ 0,003, n=19; 13-cis-AR 14 dias:

0,033 * 0,003, n=19; All-tfrans-AR 28 dias: 0,025 + 0,002, n=11; 13-cis-AR 28 dias: 0,036 + 0,002, n=11).

*p<0,05 vs. controle e vs. All-trans-AR 28 dias.

O tratamento com os isdbmeros acido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico na

dose de 1,5mg/kg de p.c. por 7 dias ndo alterou a funcdo do NIS. Contudo, o tratamento

com 13-cis-AR por 28 dias na dose de 1,5mg/kg de p.c. também aumentou

significativamente a captacédo do iodo radioativo em relacdo ao grupo controle, conforme

verificado com a menor dose (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Efeitos do tratamento com &cido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de

1,5mg/kg de peso corporal, sobre o contetdo tiredideo de radioiodo 15 minutos ap6s sua administragao por
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7 e 28 dias (Controle: 0,040 £ 0,003, n=23; All-trans-AR 7 dias: 0,043 + 0,004, n=14; 13-cis-AR 7 dias: 0,041
+ 0,003, n=14; All-frans-AR 28 dias: 0,035 * 0,004, n=10; 13-cis-AR 28 dias: 0,053 + 0,004, n=10). *p<0,05

vs. controle.

4.6 CONTEUDO TIREOIDEO DE I0DO RADIOATIVO APOS 2 HORAS

O conteudo de iodo radioativo tiredideo 2 horas apds sua administracdo reflete a
capacidade de transporte e de organificacdo do iodo na glandula (FERREIRA et al,
2005). No grupo de animais tratados com o isémero acido All-trans-retindico na dose de
100ug/kg de p.c. por 14 dias, o conteudo de radioiodo tiredideo apresentou uma
diminuicao significativa 2 horas apds a injecdo de iodo radioativo quando comparado ao
grupo controle. Ja a captacédo de 2 horas com o uso dos isémeros do AR na mesma dose

por 28 dias de tratamento ndo apresentou alteragdes em relacdo ao grupo controle

(FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Efeitos do tratamento com &cido All-frans-retin6ico e éacido 13-cis-retin6ico, na dose de
100ug/kg de peso corporal, sobre o contelido tiredideo de radioiodo 2 horas ap6s sua administragéo por 14
e 28 dias. A, (Controle: 0,146 + 0,015, n=23; All-trans-AR 14 dias: 0,096 + 0,006, n=13; 13-cis-AR 14 dias:
0,188 £ 0,017, n=13; All-tfrans-AR 28 dias: 0,098 + 0,013, n=12; 13-cis-AR 28 dias: 0,105 + 0,012, n=12).

*p<0,05 vs. controle.
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O tratamento com All-trans-AR na dose de 1,5mg/kg de p.c. por 7 dias acarretou

em uma diminuicao significativa no conteudo de radioiodo tiredideo administrado 2 horas

apoés a injecao de iodo radioativo. Porém, com 28 dias de tratamento na mesma dose, o

conteudo de radioiodo tiredideo normalizou (FIGURA 9).
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FIGURA 9 - Efeitos do tratamento com &cido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de

1,5mg/kg de peso corporal, sobre o conteldo tiredideo de radioiodo 2 horas apds sua administragao por 7 e

28 dias. (Controle: 0,155 + 0,012, n=21; All-trans-AR 7 dias: 0,097 %= 0,006, n=9; 13-cis-AR 7 dias: 0,185 %

0,010, n=9; All-trans-AR 28 dias: 0,181 + 0,016, n=14; 13-cis-AR 28 dias: 0,185 £ 0,025, n=14). *p<0,05 vs.

controle.

4.7 ATIVIDADE DA TIREOPEROXIDASE

A atividade da TPO de oxidacao do iodeto nas tiredides de ratos tratados com AR

nao sofreu alteracdes significativas em relacdo ao grupo controle durante os tratamentos

de 14 e 28 dias na dose de 100ug/kg de p.c. (apresentado na figura 10) e durante os

tratamentos de 7 e 28 dias na dose de 1,5mg/kg de p.c. (apresentado na figura 11).
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FIGURA 10 - Efeitos do tratamento com &cido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de
100ug/kg de peso corporal, sobre a atividade da tireoperoxidase de oxidagédo do iodeto por 14 e 28 dias
(Controle: 2519 £ 157, n=50; All-trans-AR 14 dias: 3228 £ 391, n=32; 13-cis-AR 14 dias: 2988 + 253, n=31;

All-trans-AR 28 dias: 2387 + 315, n=23; 13-cis-AR 28 dias: 2584 * 260, n=22).
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FIGURA 11 - Efeitos do tratamento com &cido All-frans-retindico e acido 13-cis-retinbico, na dose de
1,5mg/kg de peso corporal, sobre a atividade da tireoperoxidase de oxidagédo do iodeto por 7 e 28 dias
(Controle: 2138 + 288, n=14; All-trans-AR 7 dias: 2742 + 350, n=13; 13-cis-AR 7 dias: 1428 + 146, n=14; All-

trans-AR 28 dias: 1813 + 165, n=7; 13-cis-AR 28 dias: 1459 * 54,9, n=7).
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4.8 ATIVIDADE DA ENZIMA DUOX

A atividade da Duox nas tiredides apresentou reducdo significativa nos ratos
tratados com o isémero All-trans-AR em relagéo ao grupo controle e ao grupo tratado com
o isdmero 13-cis-AR, durante o tratamento de 14 dias com a dose de 100ug/kg. Porém,
com 28 dias de tratamento na mesma dose, a atividade da enzima normalizou. Por outro
lado, o tratamento de 14 dias na dose de 100ug/kg de peso corporal com o isémero 13-
cis-AR ocasionou aumento significativo da atividade da Duox nas tiredides em relacao ao
grupo controle e ao grupo tratado com o isémero All-trans-AR, retornando a valores

normais com 28 dias de tratamento (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - Efeitos do tratamento com &cido All-frans-retindico e acido 13-cis-retinbico, na dose de
100ug/kg de peso corporal, sobre a atividade da enzima Duox tiredidea por 14 e 28 dias (Controle:117,0 +
15,3, n=19; All-frans-AR 14 dias: 35,2 + 6,7, n=10; 13-cis-AR 14 dias: 167,6 + 20,2, n=12; All-trans-AR 28

dias: 73,7 £ 13,9, n=9; 13-cis-AR 28 dias: 131,0 £ 16,1 n=7).** p< 0,01. *p< 0,05.

A atividade da enzima com o tratamento com os isébmeros de AR, na dose de
1,5mg/kg de peso corporal, por 28 dias ndo apresentou alteracdo significativa, conforme

apresentado na figura 13.
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FIGURA 13 - Efeito do tratamento com acido All-trans-retindico e acido 13-cis-retindico, na dose de
1,5mg/kg de peso corporal, sobre a atividade da enzima Duox tiredidea por 28 dias (controle: 222,0 + 22,7,

n=10; All-trans-AR: 196,6 t 26,7, n=10; 13-cis-AR: 237,1 £ 28,0, n=10).
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DISCUSSAO

Desde a descoberta de que os retindides estao envolvidos na diferenciagao celular,
sendo essenciais para a morfogénese, diferenciacdo e homeostase (GIGUERE, 1994;
ROSS et al., 2000), eles tém sido utilizados terapeuticamente, sendo considerados
eficazes no tratamento e na quimioprofilaxia de algumas neoplasias.

Antes mesmo do uso do acido retindico no cancer de tiredide, esta medicacao ja
vem sendo utilizada no tratamento da leucemia promielocitica aguda, cancer de cabeca e
pescoco e carcinoma escamoso de pele, devido ao seu efeito antiproliferativo e
rediferenciador (LOTAN, 1996; HANSEN et al., 2000).

A terapia de cancer de tire6ide diferenciado consiste na combinag¢éo dos efeitos da
cirurgia, radioiodoterapia e supressao de TSH. Como descrito anteriormente
(SCHMUTZLER et al., 1997), a expressao do NIS e a expressado do receptor de TSH
encontram-se geralmente diminuidas em carcinomas de tiredide, assim como a expresséo
e atividade das enzimas TPO e desiodase tipo I. A expressédo da Tg também pode estar
diminuida em carcinoma papilifero. Em carcinomas papilifero e folicular € comum ocorrer
perda da diferenciacao celular e das funcdes especificas da tire6ide. Como consequiéncia,
terapias com radioiodo ndo sdo eficazes pois esses tumores apresentam diminuicdo da
capacidade de concentrar e organificar o iodo, e de sintese hormonal. O AR tornou-se,
dessa forma, uma opcao terapéutica para o carcinoma desdiferenciado, uma vez que o
tratamento com os isémeros All-trans-AR e 13-cis-AR poderia ser capaz de reinduzir as
funcdes diferenciadas do tireécito e do metabolismo de iodo (SCHMUTZLER et al., 1996;

SCHREK et al., 1994; VAN HERLE et al., 1990). O 13-cis-AR mostrou-se um composto
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eficaz em 20% dos pacientes resistentes a tratamentos tradicionais, viabilizando ou
otimizando o mecanismo de captacao de iodo radioativo pelas células tumorais (COELHO
et al., 2004). Além disso, foi relatado que All-trans-AR tem efeito antiproliferativo e é
capaz de induzir a apoptose (FROLICH et al., 2001).

Isto posto, o uso clinico do acido retindico vem sendo amplamente estudado no
tratamento ndo somente de céncer de tiredide, mas também de outros tecidos que
expressam o NIS. A maioria dos estudos analisa as ag¢des do acido retindico em cultura
de células tumorais tiredideas (VAN HERLE et al., 1990; SCHMUTZLER et al., 2004;
JEONG et al., 2006). Porém, ha poucos estudos relacionados ao uso de &cido retindico
em células da tiredide normal, sendo que o numero de estudos in vivo € ainda mais
escasso. Além disso, o &acido retindico tem sido muito utilizado no tratamento
dermatoldgico, sendo este uso, as vezes, até abusivo (ZOUBOULIS, 2001b). No
tratamento dermatolégico, o AR, principalmente o 13-cis-AR, é capaz de diferenciar o
epitélio e modular a inflamagdo com algum impacto no sistema imune; reduzindo o
tamanho da glandula sebacea e a producdo de sebo, alterando a composicdo da
superficie lipidica (WARD et al., 1984). Além disso, € muito utilizado no tratamento
antienvelhecimento e da seborréia (ZOUBOULIS, 2001b). O isémero All-trans-AR também
€ bastante estudado no tratamento da psoriase, rosacea, foliculite eosindfila, dentre
outras dermatoses (ZOUBOULIS, 2001b).

Diante do exposto, pessoas que fazem uso de acido retindico com a finalidade
estética, ou mesmo como um agente quimiopreventivo ou terapéutico para diversos tipos
de cancer e dermatoses, poderiam desenvolver alguma disfuncédo na tiredide, uma vez
que o acido retinbico exerce tantos efeitos sobre o cancer da tiredide. A preocupacgao

provou-se justificada perante o uso até mesmo abusivo do AR na estética. A isotretinoina
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(13-cis-AR) é indicada para este fim somente em casos de formas graves de acne, como
nddulo-cistico e conglobata ou acne com risco de cicatrizes permanentes e quando 0s
quadros de acne sdo resistentes a terapias como antibidticos sistémicos e agentes
tépicos (bula do medicamento Roacutan® do laboratério Roche); contudo, esta
medicacado esta sendo, muitas vezes, prescrita para pacientes com acnes nao severas,
que nao se enquadram nesta indicacao.

Este trabalho foi, portanto, desenvolvido visando avaliar os efeitos do acido
retindico sobre a funcao tiredidea de ratos normais. Para tanto, utilizamos os isémeros
acido All-trans-retinéico (All-trans-AR) e o acido 13-cis-retindico (13-cis-AR), por serem 0s
mais utilizados nos tratamentos tanto dermatolégicos como oncolégicos e para abranger a
acao nos dois grupos de receptores do AR, uma vez que o All-trans-AR isomeriza-se a 9-
cis-AR, espontaneamente, tendo assim, afinidade tanto pelo receptor de acido retindico
(RAR), como pelo receptor retindide X (RXR) (BREEN et al., 1997; MARCUS e
COULSTON, 2000). Contudo, é controverso se o isbmero 9-cis-AR é de ocorréncia
natural, pois durante tratamentos com All-trans-AR em células de mamiferos quase nao
foi detectada a presenca de 9-cis-AR (GERMAIN et al., 2006). Ja o isbmero 13-cis-AR, in
vivo, isomeriza-se espontaneamente a All-frans-AR e 9-cis-AR (BREEN et al.,, 1997;
MARCUS e COULSTON, 2000). Schroeder e colaboradores, 2007, comparando 0s
efeitos do All-trans-AR e do 13-cis-AR em queratindcitos, verificaram que os efeitos
desses isdbmeros podem diferir muito. Esses autores também avaliaram a isomerizacéo do
13-cis-AR a All-frans-AR e afirmaram que o 13-cis-AR é uma pré-droga, isomerizando-se,
in vivo, a All-trans-AR. Contudo, a isomerizacao depende do tipo celular, uma vez que o
tratamento com 13-cis-AR ndo aumenta a concentragao intracelular do All-trans-AR em

queratindcitos, enquanto o tratamento com 13-cis-AR leva ao aumento da concentracao
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do All-trans-AR em células sebaceas humanas. Portanto, as diferencas dos efeitos do
tratamento com os isémeros pode ser decorrente da baixa afinidade do 13-cis-AR pelos
receptores RAR e RXR (SCHROEDER et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2009).

Avaliamos varios parametros como ganho de peso corporal dos animais tratados
com os isémeros All-trans-AR e 13-cis-AR, peso das glandulas tiredide e hipofise desses
animais, atividade da enzima TPO, fungédo do NIS, conteldo de iodeto radioativo por 2
horas ap6s sua administragdo, dosagem dos niveis séricos de horménios tiredideos e de
TSH, atividade das enzimas desiodases tipo | na tiredide e em diversos tecidos, e tipo Il
na hipéfise e atividade da Duox tiredidea.

Os tratamentos com os isdmeros do AR foram utilizados em duas doses diferentes.
Primeiramente analisamos os parametros com a dose de 100 pg/kg de peso corporal por
dia, de acordo com a descricao de Coya e colaboradores (1997), os quais avaliaram o uso
do AR in vivo por 14 dias de tratamento. Apés, analisamos o0s principais parametros com
dose de 1,5mg/kg de peso corporal por dia, dose esta utilizada tanto para o tratamento
dermatoldgico (WARD et al., 1984) como para o tratamento de pacientes com carcinomas
de tiredide (SIMON et al., 2002; COELHO et al., 2004). O tempo de tratamento com a
menor dose, 14 dias, correspondeu ao descrito na literatura (COYA et al.,, 1997) e o
tratamento com AR por 28 dias em murinos equivale a um tratamento crénico. Ja o
tratamento com AR com a maior dose é uma tentativa de demonstrar os efeitos do AR
sobre a tiredide normal em um tratamento agudo (7 dias) e mais prolongado (28 dias).
Como os pacientes fazem uso de AR por aproximadamente 24 semanas de tratamento
dermatoldgico e em torno de 5 semanas no tratamento de cancer de tiredide, 0 uso de 28

dias em murinos equivaleria ao uso mais prolongado.
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Avaliando o ganho de peso dos animais tratados com os isébmeros do &cido
retindico em ambas as doses, verificamos que estes ndo apresentaram diferenca no
ganho de peso quando comparados aos animais do grupo controle. Nosso grupo também
desenvolveu um trabalho com ratas tratadas com o AR que também nado apresentaram
diferenga no ganho de peso (SILVA et al., 2009). Nao ha nada, inclusive, na literatura que
relate que o tratamento com o acido retindico possa alterar o ganho de peso corporal;
embora Ziouzenkova e colaboradores (2007) tenham relatado que o retinaldeido, outro
derivado da vitamina A, cause reducédo no ganho de peso de camundongos.

O peso da glandula tire6ide também nao sofreu alteracdes significativas com o uso
do &cido retindico na dosagem de 100ug/kg de peso corporal por dia. Porém, o tratamento
com o isébmero All-trans-AR na dosagem de 1,5mg/kg PC por dia, durante 28 dias
diminuiu o peso da glandula, conforme relatado em muitos trabalhos que mencionam o
efeito antiproliferativo do acido retindico em linhagem de células tumorais tire6ideas (VAN
HERLE et al, 1990). O unico trabalho encontrado que se refere ao efeito do acido
retindico sobre o peso da tiredide in vivo, postulou que a diminuicdo do peso da glandula
em ratos que receberam altas doses de vitamina A possa ser resultado de mecanismos
centrais (SHADU e BRODY, 1947 apud SHARMA et al, 2006). No entanto, nao
detectamos diminuicdo do TSH nesses animais.

Nossos resultados mostraram que o uso do isémero 13-cis-AR com baixa dosagem
diminui significativamente o peso da glandula hipéfise de ratos machos no tratamento de
14 dias. Paez-Pereda e colaboradores (2001) verificaram que o All-trans-AR tem atividade
antiproliferativa e apoptética tanto em cultura de corticotrofos tumorais, como em cultura
de células hipofisarias normais de ratos. Neste estudo, verificou-se também que o

tratamento com acido retindico in vivo inibiu o crescimento de corticotrofos tumorais,
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confirmando os efeitos antiproliferativo e apoptético encontrados in vitro. Assim, nossos
resultados corroboram a literatura, demonstrando que o acido retindico pode afetar o peso
da hipéfise, uma vez que o peso da glandula diminuiu significativamente, porém esse
efeito pode nao ser em tireotrofos. Este efeito, entretanto, foi transitério, ndo havendo
diferenca aos 28 dias em relacdo ao grupo controle. Assim, é provavel que outros
mecanismos atuem, revertendo a acao do acido retindico. Inclusive, sabe-se que o AR é
capaz de exercer efeitos diferenciadores na hipéfise através do fator de transcricao
hipofisario (Pit 1), afetando varios tipos de células e, consequentemente, sua secrecao
hormonal (SAGAZIO et al., 2007; BONDIONI et al., 2008). Foi relatado que os isébmeros
do AR sdo capazes de estimular a producdo de GH em linhagem de células
somatotréficas tumorais (PAEZ-PEREDA et al., 2001; SAGAZIO et al., 2007; BONDIONI
et al., 2008) e Angioni e colaboradores (2005) verificaram que o uso do AR no tratamento
de pacientes com psoriase diminui os niveis de prolactina, o que é condizente com os
dados encontrados por Bondioni e colaboradores (2007), os quais relatam que o uso do
AR é capaz de aumentar a expressdao de receptores de dopamina em células de
adenomas hipofisarios.

Em relagdo ao metabolismo periférico dos horménios tiredideos em tecidos
extratiredideos, nossos resultados mostraram que o uso de ambos os isémeros do acido
retindico, diminui significativamente a atividade da D1 na hipdfise, ndo alterando a
atividade da D1 no rim e figado; e a atividade da D2 hipofisaria também néo sofre
alteraces significativas com o tratamento de AR na dose de 100 ug/kg de peso corporal
por 14 dias. A diminuicdo da D1 hipofisaria coincidiu com a diminuicdo do peso da
glandula, porém com o tratamento por 28 dias com AR tanto a atividade da D1 hipofisaria

como o peso da hipéfise retornaram aos valores normais. Dados da literatura mostram
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que os isbmeros do acido retindico sdo capazes de estimular a atividade da D1 em
diversos tecidos tumorais (SCHRECK et al., 1994; GARCIA-SOLIS e ACERVES, 2003),
Em linhagem de células tumorais de mama (MCF-7), na qual a expressao da D1 é
reduzida significativamente, deixando, as vezes, até mesmo de ser expressa, o uso do AR
€ capaz de aumentar a expressao desta enzima (GARCIA-SOLIS e ACERVES, 2003). O
uso de &cido retindico estimula a atividade de D1 em células tumorais. Além do aumento
da atividade da D1 em células tumorais, foi verificado que o uso do AR também aumenta
a atividade de D3 em cultura de células astrogliais no cérebro (ESFANDIARI et al., 1994)
e, aumenta tanto a expressdo de D3 como a sua atividade em cultura primaria de
astrécitos de ratos neonatos (PALLUD et al, 1999). Parece, portanto, que o efeito do
acido retindico sobre o metabolismo periférico dos horménios tirebideos depende do tipo e
estado de tecido, sugerindo que mais estudos devam ser realizados para estabelecer as
acoes do AR sobre a atividade das desiodases.

Além dos efeitos do acido retindico sobre a hipodfise, ele parece regular marcadores
de diferenciacdo especificos do tireécito, como desiodase tipo |, co-transportador Na*/I" e
tireoperoxidase. Estudos avaliaram que o uso dos isdmeros All-trans-AR, 9-cis-AR e 13-
cis-AR, além de reinduzir a expressao de proteinas, como Tg, TPO e NIS, que deixaram
de ser expressas no carcinoma de tiredide, estimulou a atividade da D1 tiredidea em
linhagem de células de carcinoma de tiredide folicular (FTC-133 e FTC-238), mas néao
modulou sua atividade no carcinoma de tiredide do tipo anaplasico (SCHRECK et al.,
1994). A literatura relata que, em células de carcinoma de tiredide diferenciado, a
expressao da enzima D1 é reduzida e nao responde fisiologicamente nem ao T3 nem ao
TSH, mas torna-se responsiva ao uso dos isdbmeros do acido retindico e que em

carcinoma anaplasico de tiredide, a expressdo de D1 ndo é detectavel, ndo se verificando
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estimulo pelo acido retindico (SCRECK et al., 1994; SCHMUTZLER et al., 1996). Por
outro lado, van Herle e colaboradores, em 1990, verificaram que em linhagem de células
tumorais de carcinoma folicular de tire6ide metastatico (UCLA RO 82 W-1) houve
diminui¢do significativa da atividade da D1 com o uso do isdmero 13-cis-AR. Portanto,
embora a atividade da D1 tiredidea em linhagens de células de carcinomas de tiredide
diversos seja modulada pelo uso do acido retindico, nossos resultados demonstraram que
o tratamento com &cido retindico, in vivo, nao afeta significativamente a atividade da D1
tireGidea em machos. Por outro lado, o tratamento com All-trans-AR por 14 dias em
fémeas aumentou significativamente a atividade desta enzima, embora esse aumento
tenha sido transitorio, normalizando-se apés 28 dias de tratamento (SILVA et al., 2009).
Marassi e colaboradores (2007) reportaram que a atividade da D1 tiredidea, assim como
renal, hepatica e hipofisaria, apresentam-se diminuidas em fémeas quando comparadas
aos machos. Sabe-se que existe um dimorfismo sexual e que hormdnios sexuais
influenciam a fungéo tiredidea, embora 0 mecanismo ainda ndo esteja bem definido
(DONDA et al., 1990).

Embora o &cido retindico seja tdo estudado para o tratamento de céncer de
tiredide, ainda nao estdo definidos os efeitos que o acido retindico pode provocar na
tire6ide normal in vivo. Coya e colaboradores (1997) verificaram que o uso de acido
retindico, na dose de 100ug/kg de peso corporal, em ratos eutiredideos e hipotiredideos
diminuiu significativamente os niveis de TSH em resposta ao TRH aos 14 dias de
tratamento. Outros autores avaliaram também os niveis séricos de diversos hormdnios
hipofisarios em pacientes que faziam uso do All-frans-AR para tratamento de psoriase e
os niveis de TSH também diminuiram significativamente nestes pacientes, retornando a

valores normais com trés meses de tratamento (ANGIONI et al., 2005). Foi relatado que
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ratos com deficiéncia de vitamina A apresentavam na hipofise niveis elevados de RNAm
para a subunidade B do TSH (TSHp), subunidade que confere especificidade biolégica do
TSH pelo seu receptor, e que esses niveis retornavam a valores normais com a
administracdo do isémero All-trans-AR (BREEN et al., 1995). Além disso, camundongos
com auséncia de receptores RXR apresentaram niveis elevados de TSH e T4 e o uso de
agonistas seletivos para RXR foi capaz de diminuir os niveis circulantes de TSH por
algumas horas, retornando a valores normais apds 24h de tratamento, ndo afetando,
deste modo, os niveis de RNAm para TSHB na hipéfise (LIU et al.,, 2002). Entretanto,
nossos resultados demonstraram que o uso do acido retindico por 14 e 28 dias de
tratamento na dosagem de 100ug/ kg PC nao alterou os niveis séricos de TSH. Sabe-se
que os retindides em altas doses sao capazes de suprimir o eixo dos horménios tiredideos
tanto em roedores como em humanos via RXR, podendo ser uma nova estratégia na
terapia de cancer a utilizacdo de ligantes de receptores nucleares em associacao com o
AR com o objetivo de inibir o crescimento do tumor em pacientes com cancer de mama
(BONOFIGLIO et al., 2009). Todavia, a literatura deixa claro que o uso de acido retindico
diminui os niveis séricos de TSH apenas temporariamente (COYA et al., 1997; LIU et al.,
2002; ANGIONI et al., 2005), nao sendo capaz de afetar os niveis de RNAm para TSHf
na hipoéfise (LIU et al., 2002).

Além disso, sabe-se que T4 é convertido a T3 na hipdfise e os niveis de T3
hipofisario regulam negativamente os niveis de TSH sérico. Como estd descrito na
literatura que o uso do acido retindico parece diminuir os niveis séricos de TSH, uma
hipbtese seria a atividade da D2 hipofisaria estar aumentada, o que causaria maior
conversdo do T4 a T3 e, assim, diminuicdo do TSH. Mas nossos resultados

demonstraram que a atividade da D2 nao sofreu alteracdes significativas com o uso dos
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dois isébmeros de acido retindico por 14 dias de tratamento. A literatura afirma, inclusive,
que a D2 hipofisaria € mais importante do que a D1 para modular os niveis de TSH
(SCHNEIDER et al., 2006). A deficiéncia de D1 em camundongos nao altera niveis
séricos de T3, mas aumenta T4 e nao altera os niveis de TSH (BERRY et al., 1993;
SCHNEIDER et al., 2006). O fato do nivel de TSH sérico estar normal em camundongos
com auséncia de D1, provavelmente é resultado dos niveis séricos normais de T3 e da
conversdo de T4 a T3 pela D2 hipofisaria, conforme proposto por Schneider e
colaboradores (2006). Portanto, na hipéfise, a diminuicdo tanto da atividade da enzima
D1, como do peso da glandula nao estdo relacionadas aos niveis de TSH, que se
encontram normais.

Em relacdo aos niveis séricos dos hormdnios tiredideos, sabe-se que até 80% da
producdo diaria de T3 em humanos é devida a conversao de T4 a T3 em tecidos
extratiredideos através da atividade das enzimas D1 e D2 (SCHRECK et al., 1994;
BIANCO et al., 2002) , sendo a D2 mais importante (BIANCO et al., 2002); e que em
ratos, essa producédo de T3 extratirebidea em funcédo da conversao realizada igualmente
por D1 e D2 chega a ser de 60% (GEREBEN et al., 2008). Inclusive, a D1 é responsavel
pela geragdo da maior quantidade de T3 circulante em ratos e é expressa
predominantemente no figado, rim e tiredide (ACEVES e VALVERDE-R, 1989; KOHRLE,
2000; BIANCO et al., 2002). Como mencionado anteriormente, avaliamos a atividade da
D1 em diversos tecidos e ndo houve alteracdes significativas na sua atividade no rim,
figado e tiredide, podendo contribuir também para os niveis séricos inalterados de T3
encontrados. Com o uso do acido retindico por 14 dias de tratamento, na dose de

100ug/kg de peso corporal por dia, houve diminuicdo significativa da atividade da D1
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hipofisaria, sugerindo mais uma vez que na hipodfise, o &cido retindico exerce efeitos
diretos, provavelmente em outras células, que nao os tireotrofos.

Além da hipdfise, o acido retindico parece também exercer efeito direto sobre a
tire6ide. Sabe-se que muitos fatores, como insulina, IGF-1 (fator de crescimento insulina
simile-1), EGF (fator de crescimento epidérmico), TGFB (fator de crescimento
transformador ), TNFa (fator de necrose tumoral a), interleucinas, e o préprio iodeto,
podem influenciar a capacidade do tireécito em concentrar iodo. Entretanto, o TSH é o
principal regulador da captacdo de iodeto no tireécito. O TSH, além de estimular a
transcricdo do NIS, regula a funcao deste transportador através de fosforilagdo. Na
auséncia de TSH, o NIS é redistribuido da membrana basal para estruturas intra-celulares
(RIEDEL et al., 2001). Entretanto, como o peso da tiredide, os niveis séricos dos
horménios tiredideos, a atividade da D1 tiredidea e os niveis séricos de TSH nao foram
alterados com o tratamento com os isdbmeros do AR por 14 e 28 dias, nossos resultados
sugerem que o0 aumento do conteudo tiredideo de iodo radioativo 15 minutos apds a
administracdo do isbmero 13-cis-AR, em ambas doses, por 28 dias de tratamento nao
seja um efeito indireto sobre a tiredide em funcado do TSH, mas sim um efeito direto do AR
sobre a glandula. Em linhagem de células tirebideas tumorais, o tratamento com o
isbmero 13-cis-AR também foi capaz de aumentar a captacao de iodo (VAN HERLE et al.,
1990). Ha varios estudos demonstrando a atividade do NIS aumentada com o uso do AR
em carcinomas de tiredide, sendo este medicamento utilizado no tratamento de cancer da
tire6ide ndo responsivo ao tratamento convencional e em cancer extratireéideos, onde ha
diminuicdo da expressao da proteina NIS, viabilizando a terapia com o iodo radioativo,
como descrito anteriormente (ALOTAIBI et al., 2006, UNTERHOLZNER et al., 20086,

WILLHAUCK et al., 2007).
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Foi mostrado também que, em cultura de células foliculares originadas de
carcinoma de tiredide, os isdmeros All-tfrans-AR e 13-cis-AR tém efeito direto sobre a
expressao do NIS (SCHMUTZLER et al, 1997), porém in vivo ainda ndo havia sido
relatado nenhum estudo a este respeito em tiredide normal. Nossos estudos
demonstraram que, em ratas, o 13-cis-AR é capaz de aumentar a captagcédo de iodo pelos
tiredcitos apds 28 dias de tratamento (SILVA et al, 2009). Ja em cultura de células
normais da tiredide, foi verificado que o acido All-trans-retinéico diminui o RNAm do
receptor de TSH e do NIS, embora este ultimo por um curto periodo de tempo, retomando
a seus niveis basais com aumento do tempo de tratamento; e houve diminuicado também
da captacao de iodo radioativo (TUNCEL et al., 2007). Além disso, nestas células também
foi observado aumento do RNAm de TPO e tireoglobulina. Deste modo, nossos resultados
demonstram que in vivo 0 AR aumenta a atividade do NIS na tire6ide normal assim como
ocorre em células tumorais da tiredide. Todavia, o efeito do AR sobre a captacao do iodo
parece ser influenciado pelo padrao de expressado dos seus receptores de AR no tireécito;
ja que em carcinomas de tiredide ha aumento da captacdo de iodo e da expressao de
receptores citoplasmaticos RARa, RARy, RXRB e diminuicdo da expressao dos
receptores nucleares RARB, RARy e RXRa (HOFTIJZER et al. 2009); enquanto que, em
células PCCL3, ha diminuicdo da captagcdo de iodeto e os receptores de AR sao todos
nucleares, exceto o RARPB, lembrando que RARY nédo é expresso nessas células (dados
nao publicados do nosso laboratério).

O RNAm do NIS também esta presente em tecidos extratirebideos capazes assim,
de concentrar iodo, como glandula salivar (células ductais), estbmago (células parietais),
timo e mama; sendo também detectado na préstata, ovario, adrenal, pulméo e coragao

(TANOSAKI et al., 2003). Kogai et al. em 2004 demonstraram que, in vivo, o uso do All-
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trans-AR aumenta a expressao do NIS e captacdo de iodo radioativo em céncer de
mama. Foi proposto, inclusive, o uso do AR concomitante ao T3, associado ou ndo com
metimazol (inibidor de peroxidases), com a finalidade de diminuir a expressao do NIS na
tireGide e melhorar a eficacia da radioiodoterapia no cancer de mama (WAPNIR et al.,
2004); uma vez que altas doses de T3 sado capazes de suprimir a transcricado do gene de
TSHB (WOLF, 2002). Entretanto, como apresentado, o préprio AR parece exercer efeito
direto na glandula tire6ide aumentando a captacao de iodeto, ou seja, a administracao de
T3 pode nao contribuir para a melhora da eficacia da radioiodoterapia no cancer de
mama. Novos estudos também estdo sendo realizados utilizando ligantes de receptores
retindides X e de receptores ativados por proliferacdo de peroxissomas (PPARY), fatores
de transcricdo pertencentes a familia de receptores nucleares, os quais tém sua
expressdao aumentada em células tumorais de mama. Em células tumorais de mama o All-
trans-AR e 0 9-cis-AR em associacao com ligantes de PPARYy, foram também capazes de
induzir tanto a diferenciacao celular como a apoptose nestas células, além de inibir o
crescimento do tumor. Agonistas de RXR em altas doses sdo capazes de suprimir 0 €ixo
dos horménios tiredideos, propiciando dessa forma, uma melhora da terapia com o iodo
radioativo no céncer de mama (BONOFIGLIO et al., 2009). Cabe ressaltar que a
expressao dos receptores de AR difere em diversos tipos de carcinomas (HAUGEN et al.,
2004) e que a inducao do NIS por retinbides parece ser decorrente da ligagdo do isdmero
All-trans-AR nos receptores RARB e RXRa em células tumorais de mama ou por
mecanismos nao-gendmicos (OHASHI et al.,2009).

Contudo, a presenca do NIS no tecido tumoral ndao deve ser o Unico fator
considerado para avaliar a eficacia do tratamento radioativo, igualmente relevante é a sua

localizacdo. Este transportador deve estar posicionado na membrana basal. Dohan e
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colaboradores (2001), através de imunohistoquimica, observaram aumento da expressao
do NIS com o tratamento com o AR em varias amostras carcinomatosas; entretanto, o
transportador estava localizado ndo somente na membrana basal, mas, principalmente,
no compartimento intracelular. Nao menos importante que a expressao do NIS na
membrana basal, é a expressao de outras proteinas relacionadas a organificacao, como
TPO e Duox. Diferente de outros tecidos capazes de concentrar iodo, a tirebide consegue
acumular de forma prolongada o iodo, devido a rapida organificacdo, ou seja, a sua
ligacdo as proteinas. Entretanto, proteinas responsaveis pela organificacdo do iodo
devem estar expressas e possuirem atividade para garantir que o iodo permanecga no
tiredcito. A aplicacao terapéutica de radioiodo depende também da sua captacdo e da
permanéncia de uma dose suficiente no tumor e é necessario que o iodo seja, portanto,
organificado no tiredcito.

Isto posto, quantificamos o contelddo de iodo radioativo tireéideo 2 horas apo6s sua
administracdo, o que corresponde a capacidade de transporte e organificacdo do iodo na
glandula tiredide (FERREIRA et al., 2005). A captacdo de 2 horas de iodo radioativo
diminuiu significativamente com o isdmero &cido All-trans-retindico por 14 dias na dose de
100ug/kg PC e por 7 dias de tratamento na dose de 1,5mg/kg PC, retornando a valores
normais com 28 dias de tratamento. O fato de diminuir a captagdo de 2 horas de iodo
radioativo com o isémero All-frans-AR poderia ser reflexo da diminuicao da atividade da
TPO ou da diminuicao de H>O. gerado pela Duox com o tratamento por 14 dias. Namba et
al., em 1993, analisando os efeitos do acido retindico em tiredcitos provenientes de
tireGide de pacientes com Graves, verificaram que o acido retindico inibe a sintese de
tireoperoxidase, suprimindo a expressao de genes especificos da tiredide. Além disso,

retindides séo capazes de inibir o metabolismo de iodeto estimulado pelo TSH, diminuindo
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tanto a captacao de iodeto como a sua organificacao, através da diminuicao do estimulo
de TSH sobre a expressao da TPO, em cultura de células de tiredide porcinas. Essa
inibicdo ocorre devido a reducdo de AMPciclico, via de acdo do TSH (ARAI et al., 1991).
Porém, como descrito anteriormente, Tuncel e colaboradores, em 2007, verificaram que o
All-trans-AR, em linhagem de células tiredideas normais de ratos, aumenta os niveis de
RNA mensageiro para TPO e Tg. Os estudos sugerem assim, que o acido retindico tem
aclOes diferentes em linhagem de células normais e tumorais da tiredide (TUNCEL et al.,
2007). Foi relatado que os receptores envolvidos com a resposta ao acido retindico em
linhagem de células tumorais da tiredide sdo o RARB e o RXRy, sendo que RXRy nao é
encontrado em linhagem de células normais da tiredide (HAUGEN et al., 2004).

Avaliando a atividade da enzima TPO em tire6ide normal de ratos, verificamos que
0 uso dos isdmeros do &cido retindico, em ambas as dosagens, ndo alterou sua atividade.
Entretanto, em nosso estudo anterior com ratas, o tratamento por 28 dias com o isémero
13-cis-AR diminuiu significativamente a atividade dessa enzima (SILVA et al., 2009).
Dados da literatura sao, inclusive, controversos quanto aos efeitos do acido retindico
sobre a expressdao da TPO. Alguns autores verificaram que o acido retindico inibe a
sintese de tireoperoxidase em tiredcitos provenientes de tiredide de pacientes com
Graves (NAMBA et al., 1993), enquanto outros autores afirmam que o uso de &cido
retindico em linhagem de células tire6ideas normais de ratos aumenta os niveis de RNA
mensageiro para TPO (TUNCEL et al., 2007).

Como nossos resultados demonstraram que o tratamento com o AR nao afetou a
atividade da TPO, a diminuigdo da organificacdo do iodo avaliado pela captacao de 2
horas de iodo radioativo ocorreu, provavelmente, devido a diminuicdo da producao de

peréxido de hidrogénio, uma vez que a oxidagdo e a organificacdo do iodo sdo reacdes
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catalisadas pela enzima TPO e sua atividade depende da geracdao de peréxido de
hidrogénio pela Duox; sendo a disponibilidade de H>O, uma etapa limitante da
organificacao do iodeto (CARDOSO et al., 2001). A atividade da enzima Duox diminui
com o tratamento com o isdmero All-trans-AR na dose de 100ug/kg PC por 14 dias e na
dose de 1,5mg/kg PC por 7 dias, enquanto a funcdo do NIS e a atividade da TPO néao

foram afetadas, sugerindo desta forma, uma reducéo da organificacdo do iodo.

Isso demonstra a importancia da duracao do tratamento com o acido retindico e do
isbmero utilizado para atingir o efeito desejado. Nao basta que o radioiodo entre no
tire6cito, este deve permanecer na tiredide para a radioiodoterapia ter eficacia. Neste
estudo demonstramos que o isdmero 13-cis-AR também aumentou significativamente a
captacdo de radioiodo com ambas as doses utilizadas por 28 dias de tratamento. A
captacao de radioiodo apdés 15 minutos da sua administracdo pode ser utilizada para
avaliar o transporte basolateral do iodo através do NIS (FERREIRA et al., 2005). Contudo,
o conteudo de radioiodo aumentou, porém nao significativamente, apenas nos ratos
tratados com a alta dose de 13-cis-AR e com a dose baixa por 14 dias. Este resultado
reforca 0 conceito que um aumento na funcdo do NIS ndo necessariamente resulta em
um aumento do conteudo de radioiodo no tiredcito. Neste contexto, a geracdo de H>O»
aumentou em ratos tratados com a baixa dose do isébmero 13-cis-AR por 14 dias,
enfatizando novamente a importancia da atividade da Duox como etapa limitante na

organificacao do iodo.

Cabe ressaltar que, pela primeira vez, foi apresentado o efeito regulatério do acido
retindico na atividade da oxidase dual. Segundo Lambeth e colaboradores (2007), a
expressdao da Duox1 e da Duox2 € regulada tanto em células tiredideas como

extratiredideas por uma regiao promotora com 150 bp no primeiro exon da Duox 1 e com
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250 bp da Duox2. Em tire6citos de caes e porcos, o AMPc é capaz de aumentar a
proteina e o RNAm da Duox (DE DEKEN et al., 2000; MORAND et al., 2003). Entretanto,
ndao ha nenhum estudo sobre o efeito do AR na expressao ou atividade da Duox. No
entanto, um efeito do acido retindico sobre o promotor da Duox ndo pode ser excluido,
sugerindo que mais estudos sao necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual o AR
tem efeito na atividade da Duox.

Com todos os resultados analisados, é inegavel que o acido retindico pode exercer
efeitos diretos sobre a funcao da tiredide normal e que esses efeitos parecem ser dose,
isbmero e tempo-dependentes, sugerindo que a resposta possa mudar, devido a
mudancas no repertério de receptores, ao longo do tratamento. Assim, devem-se
considerar os efeitos que o acido retindico pode provocar diretamente na tiredide de

pacientes que fazem uso, tanto oncolégico como dermatoldgico, desta medicacgéao.
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CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o acido retindico exerce acao direta sobre a
funcdo da tiredide e da hipofise in vivo. Na hipofise o isbmero 13-cis-AR, na dose de
100pug/kg PC ao dia, é capaz de diminuir o peso da glandula durante 14 dias de
tratamento, porém este efeito é transitério e nao parece afetar a secrecéao de TSH.

A atividade da D1 hipofisaria diminui significativamente com o uso de ambos os
isdbmeros do &cido retindico durante 14 dias de tratamento em ratos, normalizando sua

atividade apds 28 dias de tratamento, efeito também transitério.

Na tiredide, o AR exerce efeitos diretos causando diminuicdo do peso da glandula

na dose mais alta por um periodo mais longo, apesar do TSH normal.

A captacédo de iodo pelo tireécito, in vivo, € aumentada quando administrado o
isbmero 13-cis-AR, em ambas as doses, por 28 dias de tratamento. Contudo, um aumento
na fungéo do NIS ndo necessariamente resulta em um aumento do conteudo de radioiodo
no tireécito.

O &cido retindico apresenta efeito regulatério na atividade da Duox, uma vez que o
tratamento por 14 dias com o All-trans-AR, com ambas as doses, diminui a atividade da
enzima, sugerindo uma reducao da organificacao do iodo.

O uso do acido retindico por 28 dias de tratamento ndo afeta a fungao tiredidea de
ratos.

E inegavel que o &cido retindico tem efeitos diretos sobre a fungdo da tiredide
normal in vivo; entretanto, cabe ressaltar que esses efeitos parecem ser dose, isbmero e

tempo-dependentes.
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ABSTRACT

The sodium iodide symporter (NIS) mediates iodide uptake into the thyrocytes, which is
important for the diagnosis and therapy of thyroid disorders. Decreased ability to uptake iodide in
thyroid carcinomas reduces the efficacy of radioiodine therapy, and retinoic acid (RA) treatment re-
induces iodide uptake. The effectiveness of treatment depends not only on iodide uptake, but also
on the ability of thyrocytes to organify iodine, which is catalyzed by thyroperoxidase (TPO) in the
presence of H202, generated by dual oxidase (DuOx). Our goal was to determine the influence of
RA on thyroid iodide uptake, iodine organification, and TPO and DuOx activities in normal rats.
Normal rats were treated with all-frans-RA or 13-cis-RA (100 or 1500ug/100g b.w., s.c.) for 14 and
28 days. The 2h thyroid radioiodine content was significantly decreased in rats treated with all-
trans-RA 100pug/100g b.w. for 14 days. In this group, NIS function and TPO activity were
unchanged, whereas DuOx activity was significantly decreased, which might have contributed to
the decrease in iodine organification. Both doses of 13-cis-RA for 28 days increased the 15 min
thyroid radioiodine uptake. However, the 2h thyroid radioiodide uptake was increased only in rats
treated with the highest dose of 13-cis-RA. While TPO activity did not change, H,O, generation
was increased in this group. Since radioiodine half-life in the thyroid gland is important for
treatment efficacy, our results highlight the importance of correctly choosing the RA isomer, the

time and the dose of treatment, in order to improve the efficacy of radioiodine therapy.
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INTRODUCTION

The content of iodine in the thyroid gland depends on the presence of proteins that are
necessary for iodide uptake through the basolateral membrane of thyrocytes and its incorporation
into the acceptor protein thyroglobulin (Tg) at the apical surface of these cells (DeGroot L] &
Niepomniszcze 1977; Kopp 2005). The sodium-iodide symporter (NIS) is responsible for iodide
uptake through the thyroid cell basolateral membrane against its electrochemical gradient. At the
apical pole of thyrocytes, intracellular iodide is transported through pendrin (PDS) (Royaux et al.
2000) into the follicular lumen and then incorporated into Tg. Iodide oxidation and organification
occur at the apical surface of the follicular cell and these reactions are catalyzed by thyroperoxidase
(TPO) in the presence of hydrogen peroxide. Thus, thyroid iodide organification depends on TPO
activity, which is modulated by the concentration of iodide, and hydrogen peroxide ( DeGroot LJ &
Niepomniszcze 1977; Kopp 2005). In the presence of sufficient amounts of iodine, the limiting step
for thyroid hormone biosynthesis is the availability of H,O,, which is generated by thyroid dual

oxidase (DuOx) (Corvilain et al. 1991; Dupuy et al. 1999).

Treatment with RA was shown to increase NIS, TPO and Thyroglobulin (Tg) mRNA levels
in cancer cell lines and to decrease NIS mRNA levels and iodide uptake in normal rat thyroid cell
line (Schmutzler et al. 1997). In normal thyroid cell line, RA reduces TSH receptor mRNA levels
and increases TPO and Tg mRNA levels (Schmutzler ef al. 1997; Kurebayashi et al. 2000). On the
other hand, some authors demonstrated that RA suppress the accumulation of TPO and Tg mRNA
stimulated by TSH in a time- and dose-dependent manner in cultures of human thyrocytes (Arai et
al. 1991; del Senno et al. 1993; Namba et al. 1993; del Senno et al. 1994). However, the possible

effect of retinoic acid on thyroid dual oxidase (DuOx) has not been assessed so far.

RA is widely used in dermatological treatment and thyroid cancer management (Vershoore

et al. 1993; Coelho et al. 2004), although the effects of this drug on normal thyroid function are
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poorly defined. We have recently demonstrated that 13-cis-retinoic acid is able to increase thyroid
radioiodide uptake in normal female rats (Silva et al. 2009), however the effect on the thyroid of

male rats was not evaluated.

Therefore, the aim of the present study was to analyze the influence of RA treatment on

thyroid iodide uptake, TPO and DuOx activities in male rats.

MATERIALS AND METHODS
Materials

All-trans- and 13-cis-retinoic acid were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Tris(hydroxymethyl)aminomethan, glucose and potassium iodide were from Merck (Rio de
Janeiro, RJ, Brazil). Fetal bovine serum was purchased from Cultilab (Rio de Janeiro, RJ, Brazil).
Glucose oxidase (Grade I) was from Boehringer (Mannheim, Germany) and Na- 1231 was purchased

from Amersham (Buckinghamshire, England).

Animals

Adult male Wistar rats weighing 250-300g were housed under controlled conditions of
temperature (24 + 1°C) and light (12h light starting at 7:00 a.m.) with water and food ad libitum.
The study 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 Animal Welfare Committee (CAUAP/UFRJ).

Rats were randomly divided into the following groups: control, all-trans-retinoic acid (all-

trans-RA) and 13-cis-retinoic acid (13-cis-RA). Retinoic acid was administered in the dose of
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100ug/kg body weight (B.W.), subcutaneously, daily, for 14 days according to Coya et al. (1997)
and in the doses 100ug/kg and 1500pg/kg body weight for 28 days. The dose of 1500ug/kg body
weight is similar to that used in the treatment of thyroid cancer in humans (Coelho et al. 2004).
Both all-trans- and 13-cis-RA were dissolved in DMSO and suspended in propylene glycol (1:1,

v/v). Rats from all experimental groups were sacrificed 24 h after the last injection.

TPO preparation

TPO extraction from rat thyroids was performed as previously described (Moura et al. 1989;
Ferreira et al. 2005). Pools of two 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 the peroxidase. The digitonin-
treated suspension was centrifuged at 100,000 g, 4°C for 1 h, and the supernatant containing the
solubilized TPO was used for the assays. Protein content was determined by the method of Bradford

(1976).

Thyroid peroxidase activity

The TPO iodide-oxidation activity was measured as previously described, (Nakashima and
Taurog 1978; Pommier 1978; Moura et al. 1989; Carvalho et al. 1994; Ferreira et al. 2005). 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 (20 to 80 pl) of solubilized

TPO. The final volume was adjusted to 2.0 ml with 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, and
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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 AAsssnn/min was determined from the linear portion of the
reaction curve and one unit (U) of TPO corresponds to AA3s3,m/min = 1.0. The enzymatic activity is

expressed as U/g protein.

DuOx preparation

For dual oxidase (DuOx) preparation, the excised thyroid glands remained at 4 C for 24h in
50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2, containing 0.25 M sucrose, 0.5 mM DTT, 1 mM EGTA,
Sug/ml aprotinin and 34,8ug/ml PMSF before homogenization. Then, the homogenate was
centrifuged at 100,000 g for 35 min at 4°C and resuspended in 0.5 ml 50 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.2, containing 0.25 M sucrose, 2 mM MgCl,, Sug/ml aprotinin and 34,8ug/ml PMSF

and stored at —20°C until H,O, generation measurements.

Ca2+ and NADPH-dependent H,O, generating activity — Dual oxidase activity

H,0; production was measured as previously described (Leseney et al. 1999; Cardoso et al.
2001). We incubated samples of thyroid particulate fractions at 30°C, in 1 ml 170 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.4, containing 1 mM sodium azide, 1 mM EGTA, 1 uM FAD and 1.5 mM
CaCl,. The addition of 0.2 mM NADPH started the reaction; aliquots of 100 pl were collected at
intervals up to 20 minutes, and mixed with 10 ul 3 N HCI to stop the reaction and destroy the
remaining NADPH. Initial rates of H,O, formation were determined from eight aliquots of each

assay by following the decrease in 0.4 uM scopoletin fluorescence in the presence of HRP (0.5
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pg/ml) in 200 mM phosphate buffer, pH 7.8, in a Hitachi spectrofluorimeter (F 4000). The
excitation and emission wavelengths were 360 and 460 nm, respectively. Specific activities were

expressed per mg protein (nmoles H,O,.h™'.mg™" protein).

Thyroid radioiodide content

We have previously shown 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 influence of in vivo thyroid iodine organification activity (Ferreira et al. 2005;
Lima et al. 2006). Thus, in order to evaluate the in vivo NIS function, the animals received Na-'%1
(3700 Bq, i.p., Amersham, Buckinghamshire, England) 15 min before decapitation. We also
administered Na-'>1 (3700 Bgq, i.p., Amersham, Buckinghamshire, England) 2 hours before
decapitation, in order to evaluate both iodide transport and in vivo organification activities (thyroid
iodine accumulation). In the thyroid, iodine organification is catalyzed by TPO and consists of
binding of iodine to tyrosil residues of thyroglobulin, an essential step of thyroid hormone

biosynthesis. The radioactivity of the thyroid glands was measured using a gamma counter (LKB)

and expressed as percentage of total 125 injected per mg of thyroid.

Statistical analysis

The experiments were repeated at least two times, using at least 3 animals per group in each
experiment, so a total number of at least 6 animals per group was achieved. Results are expressed as
mean + SEM and were analyzed by unpaired t-test. Differences were considered significant when

p<0.05.
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RESULTS

14 days retinoic acid treatment

Short-term (15 minutes) thyroid radioiodide uptake was unchanged by the treatment with
both isomers of RA in the low dose administered (100ug/100g b.w.) for two weeks (figure 1A),
suggesting that retinoic acid did not affect NIS function in the period of time and dose used. On the
other hand, treatment with all-trans-retinoic acid for two weeks produced a significant decrease in
thyroid iodine accumulation (2h) (Figure 1B). TPO activity was not affected by the treatment with
either isomers of RA for two weeks when compared to the control group, as shown in figure 1C.
However, administration of the low dose of all-trans-retinoic acid (100ug/100g b.w.) for two
weeks led to a significant decrease in H,O, formation while treatment with 13-cis-retinoic acid had

no effect (Figure 1D), suggesting an inhibitory effect of all-trans-retinoic acid on DuOx activity.

28 days retinoic acid treatment

All-trans-retinoic acid treatment did not affect 15 minutes thyroid radioiodide uptake
(Figure 2A). However, treatment with 13-cis-retinoic acid for 28 days significantly increased NIS
function in both doses (Figure 2B), as previously described for thyroid cancers (Coelho et al. 2004)

and female rats (Silva et al. 2009).

Treatment with 13-cis-RA at the higher dose (1500ug/100g b.w.) for four weeks produced a
significant increase in the 2h thyroid radioiodine content (Figure 2D), which was unchanged by

treatment with all-frans-RA (Figure 2C).
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While TPO activity was not affected by retinoic acid treatment in both doses (Figures 3A
and 3B), DuOx activity was significantly increased in the thyroid of rats treated with 13-cis-RA in

the dose of 1500ug/100g b.w. for four weeks (Figure 3D), but not with all-trans-RA (Figure 3C).

DISCUSSION

We have shown herein that retinoic acid may affect thyroid function not only by interfering
with NIS function, but also by modulating dual oxidase activity. It is well documented that retinoic
acid stimulates thyroid iodide uptake in human thyroid follicular carcinoma cells (Schmutzler
2001), thyroid cancer (Coelho et al. 2004) and thyroid gland of female rats (Silva et al. 2009). We
now demonstrate that, although 28 days of treatment with 13-cis-retinoic acid stimulates
radioiodide uptake, in fact, 14 days of all-frans-retinoic acid decreased thyroid iodide content, what
has been shown to be related to decreased thyroid iodide organification. DuOx activity was reduced
in this group while NIS function and TPO activity were not affected. It is known that the
availability of H>O, is a limiting step for iodine organification (Corvilain et al. 1991), so the
decreased radioiodine content 2h after its administration might be related to the decreased DuOx
activity. This result highlights the importance of the duration of treatment with retinoic acid and the
isomer used in order to achieve the desirable effect. It is known that radioiodide uptake per se is

important although not sufficient for its therapeutic effectiveness.

On the other hand, 13-cis-retinoic acid significantly increased radioiodide uptake in both
doses used when the rats were treated for 28 days. Increased NIS function after RA treatment is in
agreement with data shown by Schmutzler ez al. (2002). However, the increased radioiodine content

was only detected in rats treated with the highest dose of 13-cis-retinoic acid. This result reinforces
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the concept that an increase in NIS function does not necessarily lead to increased thyroid
radioiodine content. In this sense, HyO, generation was increased in rats treated with the highest
dose of 13-cis-retinoic acid for 28 days, showing again the importance of dual oxidase activity as a

limiting step for iodine organification.

To our knowledge, we have reported herein for the first time the regulatory effect of retinoic
acid on dual oxidase activity. As reviewed by Lambeth et al. (2007), Duox1 and Duox2 expression
are regulated in both thyroid and non-thyroid cells by a promoter region within —150 bp of the first
exon of Duox1 and within —250 bp of Duox2. In dog and pig thyrocytes, cAMP, which is a pathway
downstream of the TSH receptor, increase Duox protein and mRNA (Dupuy et al. 1999; De Deken
et al. 2000; Morand et al. 2003). However, no data about a retinoic acid responsive element in
Duox promoter are available. Pailler-Rodde et al. (1991) have shown that retinoic acid induces an
increase in PKC activity. Since Duox is a calcium-dependent NADPH oxidase (Dupuy et al. 1999;
Carvalho et al. 1996; Ferreira et al. 2003; Ginabreda et al. 2008) 13-cis-retinoic acid could also
increase Duox activity by a stimulatory effect on the calcium pathway. Nevertheless, a direct effect
of retinoic acid on dual oxidase promoter cannot be excluded. Further experiments are needed to

elucidate the mechanism underlying the effect of retinoic acid on dual oxidase activity.

In conclusion, our data suggest that treatment with RA produces direct effects on thyroid
function that are dose, isomer and time-dependent. Treatment with 100ug/100g b.w. of all-trans-
retinoic acid for 2 weeks reduced thyroid iodine content while treatment with 1500ug/100g b.w. of

13-cis-retinoic acid increase thyroid iodine content.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Effect of all-trans-retinoic acid and 13-cis-retinoic acid for 14 days, in the dose of
100ug/kg b.w., daily injections, sc, on some parameters of thyroid function. A: Short-term iodide
uptake 15 minutes after radioiodide administration [Control (n=16), All-trans-RA (n=19), 13-cis-
RA (n=19)]. B: Thyroid iodine accumulation 2 hour after radioiodide administration [Control
(n=11), All-trans-RA (n=13), 13-cis-RA (n=13)]. * p<0.05 vs. Control and vs. 13-cis-RA100ug/kg
b.w.. C: Thyroperoxidase iodide-oxidation activity [Control (n=27), All-trans-RA (n=32), 13-cis-
RA (n=31)]. D: DuOx Ca*"*-dependent H,0,-generating activity [Control (n=12), All-trans-RA
(n=10), 13-cis-RA (n=12)]. * p<0.0001 vs. control and 13-cis-RA. Measurements were performed

as described in Material and Methods. Data are expressed as mean + S.E.M.

Figure 2: Effect of all-trans-retinoic acid and 13-cis-retinoic acid for 28 days, in the doses of 100
and 1500ug/kg b.w., daily injections, sc, on thyroid iodide uptake (15 min) and accumulation (2h).
A: Short-term iodide uptake 15 minutes after radioiodide administration in rats treated with all-
trans-retinoic acid [Control (n=17), All-trans-RA100ug/kg BW (n=11), All-trans-RA1500ug/kg
b.w. (n=7)]. B: Short-term iodide uptake 15 minutes after radioiodide administration in rats treated
with 13-cis-retinoic acid [Control (n=17), 13-cis-RA100ug/kg b.w. (n=11), 13-cis-RA1500ug/kg
b.w. (n=7)]. * p<0.05 vs. control. C: Thyroid iodine accumulation 2 hour after radioiodide
administration in rats treated with all-trans-retinoic acid [Control (n=24), All-trans-RA100ug/kg
b.w. (n=12), All-trans-RA1500ug/kg b.w. (n=14)]. D: Thyroid iodine accumulation 2 hour after

radioiodide administration in rats treated with 13-cis-retinoic acid [Control (n=24), 13-cis-
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RA100ug/kg b.w. (n=12), 13-cis-RA1500ug/kg b.w. (n=14)]. * p<0.05 vs. Control. Measurements

were performed as described in Material and Methods. Data are expressed as mean + S.E.M.

Figure 3: Effect of all-trans-retinoic acid and 13-cis-retinoic acid for 28 days, in the doses of 100
and 1500ug/kg b.w., daily injections, sc, on thyroperoxidase and DuOx activities. A:
Thyroperoxidase iodide-oxidation activity in the thyroid of rats treated with all-trans-retinoic acid
[Control (n=26), All-trans-RA100pug/kg b.w. (n=23), All-trans-RA1500ug/kg b.w. (n=7)]. B:
Thyroperoxidase iodide-oxidation activity in the thyroid of rats treated with 13-cis-retinoic acid
[Control (n=26), 13-cis-RA100ug/kg b.w. (n=22), 13-cis-RA1500ug/kg b.w. (n=7)]. C: DuOx
Ca*""-dependent H,O,-generating activity in the thyroid of rats treated with all-trans-retinoic acid
[Control (n=17), All-trans-RA100ug/kg b.w. (n=9), All-trans-RA1500ug/kg b.w. (n=10)]. D: DuOx
Ca""-dependent H,0,-generating activity in the thyroid of rats treated with 13-cis-retinoic acid
[Control (n=17), 13-cis-RA100pg/kg b.w. (n=7), 13-cis-RA1500ug/kg b.w. (n=10)]. * p<0.05 vs.
Control and vs. 13-cis-RA100ug/kg b.w. Measurements were performed as described in Material

and Methods. Data are expressed as mean + S.E.M.
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FIGURE 2

28 days RA
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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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