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RESUMO

Sobre o controle neuroenddcrino da atividade da tiredide em diferentes estados
metabdlicos e o envolvimento de receptores Y.
Ricardo Henrique da Costa e Sousa rhcs@biof.ufrj.br

Objetivou-se investigar o papel de Y1 e Y5 no controle do eixo hipotdlamo-hipdfise-
tiredide (HHT) durante o jejum, assim como a ativacdo deste eixo durante a
realimentagdo. Foram realizadas 2 microinje¢des diarias (3o0. ventriculo) de
antagonistas de receptores Y1 (BIBP3226; 10 nmoles/rato) ou Y5 (CGP71683; 15
nmoles/rato) por 3 dias, em ratos com livre acesso a racao, ou em jejum. Nos animais
alimentados, o bloqueio de receptores Y5 centrais promoveu reducao de 32% (P=0,01)
no consumo alimentar total e quase 10% (P<0,01) na massa corporal. Houve reducao
na concentracdo de T4 (P<0,0001) e T3 (P=0,033) mas ndo ocorreu alteracdo na
concentragdo de TSH. J& o bloqueio de receptores Y5 centrais durante o jejum
acentuou a perda de massa corporal (P=0,005) e promoveu incremento de mais de 3
vezes na concentragao sérica de T4 (P<0,001), sem alteracao na concentracao de TSH
ou T3. Por outro lado, a administracdao tnica do antagonista de receptores Y5 apés 72h
de jejum promoveu incremento de cerca de 4 vezes na concentragao sérica de TSH
(P<0,001). O bloqueio de receptores Y1 centrais por 72h em animais com acesso a
racdo nao modificou os parametros analisados. Quando o mesmo tratamento com o
antagonista de receptores Y1 foi realizado em animais em jejum, houve discreto
incremento na concentragao sérica de T4 (P=0,046) e maior perda de massa corporal
(P=0,044). Sobre a ativacao do eixo HHT durante a realimentacao, realizando coleta
seriada de sangue, demonstrou-se que a secrecao de TSH aumenta nas 3 primeiras
horas de realimentacao, havendo correlacio entre a variacio na concentracao
plasmatica de TSH e o consumo de racao (r=0,56; P= 0,049). Em outro experimento,
no qual cada grupo sofreu eutandsia apés um periodo de realimentagao, foi observado
que as concentracdes de TSH e T3 apresentaram valor maximo por volta de 2h de
realimentacdo (P<0,01), retornando aos valores de jejum ap6s 6h. Ja a concentragao de
T4 alcangou o valor maximo no grupo realimentado por 6h (P<0,001). A captagao de
iodeto estava aumentada com T1h de realimentacao (P<0,05). As concentracoes de
leptina e corticosterona nao sofreram modificacdo. Por outro lado, concentragao sérica
de PYY aumentou ja na primeira hora (P<0,05). A administracao de PYY3.36 (O,Tnmol/
rato, icv) promoveu efeito inibitério sobre a secrecao de TSH (P<0,01) e a incubagao de
adenohipdfises isoladas de ratos em jejum com diferentes concentracdes de PYY3.36
ndo modificou a secrecdo de TSH. Em suma, foi demonstrado que os receptores Y5
centrais participam do controle da ingestao alimentar em condicdes basais e sua
ativacdo durante o jejum contribui para a supressdio do eixo HHT. Durante a
realimentacdo ocorre rapida ativagao do eixo HHT, simultaneamente ao incremento na
concentracao de PYY.
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ABSTRACT

On the role of Y receptors in the neuroendocrine control of thyroid acitivity during
fasting and refeeding.
Ricardo Henrique da Costa e Sousa rhcs@biof.ufrj.br

The present work investigated the possible role for central Y1 and Y5 receptors in the
control of hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis in both fed and fasted rats. It was
also studied the refeeding-induced HPT axis activation and its relationship to peptide
YY (PYY), an Y2 agonist. Twice daily central injections (3rd ventricle) of Y1 (BIBP3226;
10 nmoles/rat) or Y5 (CGP71683; 15 nmoles/rat) receptor antagonist were performed in
fed or fasted rats for a 3 day period. Y5 receptor blockade in free fed rats reduced total
food intake by 32% (P=0,01) and body mass by almost 10% (P<0,01). Serum T4 and T3
were reduced as well (P<0,001 and P<0,033, respectively), probably as a result of
weight loss. However there were no changes in serum TSH, PYY or leptin. On the other
hand, Y5 blockade during 72h fasting increased body mass lost and produced a 3-time
rise in serum T4 (P<0,001). Nevertheless, there were no changes in serum TSH, T3, PYY
or leptin. A new experiment, with a single dose of Y5 antagonist at the end of 72h
fasting period, revealed a 4-time increase in serum TSH (P<0,001), suggesting that in
the former experiment, serum TSH was reduced due to chronic treatment. Central Y1
receptor blockade in free fed rats did not change any evaluated parameter. However, Y1
blockade during fasting produced an increase in both body mass lost (P=0,044) and
serum T4 (P=0,046)., without changes in serum TSH or T3. Regarding refeeding-
induced HPT axis activation, the present work clearly demonstrated that it is an early
event. Through serial blood sample it was also demonstrated that TSH secretion is
correlated to the amount of food intake in the first 3 hours (r=0,56; P= 0,049). In a
different experiment one group was killed for each time point (fasted, 1, 2, 3, or 6h of
refeeding).Body mass increased gradually up to 6th hour and serum glucose increased
in the first hour, remaining still up to the 6th. Thus, it seems that rats keep eating during
all refeeding period. Serum TSH and T3 peaked around 2 hours of refeeding (P<0,01),
but returned to fasted values after 6 hours. On the other hand, serum T4 highest level
was found after refeeding for 6h (P<0,001). Thyroid iodide uptake was also increased in
the first hour (P<0,05), suggesting an increased NIS activity. Although both leptin and
corticosterone are able to modulate HPT axis activity, those changes described here
does not seem to be related to these hormones, since their serum levels have not
changed. Since serum PYY increased in the first hour of refeeding (P<0,05), it is
possible that Y2 receptor activation contributed to HPT axis activation. However,
present data is puzzling, because central administration of PYY3.3¢ has decreased serum
TSH (0,Tnmol/rat; P<0,01) and in pituitaries isolated from fasted rats, PYY3.3¢ did not
change TSH secretion. In conclusion, it was demonstrated for the first time that Y5
receptor activation contributes to fasting-induced HPT axis suppression. Present work
also support an important role for this receptor on the basal control of food intake.
Finally, refeeding induces a rapid increase in HPT activity that could be related to PYY
secretion.
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1 INTRODUCAO
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A manutencao do meio interno em condicoes adequadas € vital para organismos
pluricelulares, notoriamente para os vertebrados. Para que isso ocorra, é fundamental
que haja meios de comunicacao entre os diversos tecidos que compde o organismo,
possibilitando a integracdo da atividade destes, fundamental para o fenémeno
homeostatico.

Existem, basicamente, dois tipos de sinalizagao entre tecidos, uma ocorre através
de moléculas sinalizadoras secretadas para o fluido extracelular e outra através de
alteragoes bioelétricas de células especializadas. A primeira resulta da atividade de
células enddcrinas, enquanto a segunda, de células nervosas e, a principio,
representam mecanismos de sinalizacdo independentes. Todavia, achados clinicos do
final do século XIX e inicio de XX ja sugeriam alguma relacao entre o sistema nervoso e
o sistema enddcrino, como por exemplo, o relato de Erdheim em 1904 sobre um
paciente com obesidade e desenvolvimento sexual inadequado, o qual possuia um
tumor deformando o diencéfalo (apud Moreira e col., 2005). Adicionalmente dados
experimentais do inicio do século XX demonstraram que esta distrofia adiposo-genital
podia ser induzida através de lesdes na base do encéfalo, sem afetar a hipdfise
(Aschner B. 1912 apud Moreira e col., 2005), sugerindo que, de alguma forma, o
sistema nervoso central fosse importante para o funcionamento adequado do sistema
enddcrino.

Gracas aos trabalhos pioneiros de Santiago Ramén y Cajal, no final do século XIX,
descrevendo o trato hipotalamo-neuro-hipofisario e de Bernardo Houssay, na década
de 30, descrevendo a circulagdo porta-hipofisaria, o conceito da interacdo
neuroenddcrina, o controle da atividade hipofisaria e, conseqiientemente, do sistema
enddcrino, por neurdnios hipotalamicos, evoluiu. Diversos trabalhos, principalmente

na segunda metade do século passado, caracterizaram moléculas hipotaldmicas e
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hipofisarias, assim como o efeito destas sobre os diversos tecidos enddcrinos (ver
Tepperman J., 1977a e Moreira e col., 2005).

Evidéncias da influéncia hipofisaria sobre a atividade da glandula tiredide,
fundamental para o processo de metamorfose em anfibios, existem desde o inicio do
século XX, quando se observou que girinos hipofisectomizados nao sofriam
metamorfose. Por outro lado, o tratamento destes com extratos de hipdfise bovina
induzia a metamorfose (ver Tepperman J. 1977b). Todavia, foi Eduard Uhlenhuth (1927)
o primeiro a demonstrar que a hipdfise anterior secreta uma substancia capaz de
estimular a glandula tiredide, a tireotrofina (TSH). Em 1966, Pastan e colaboradores
evidenciaram que o TSH exerce seus efeitos através de sua interacdo com receptores

presentes nas membranas plasmaticas das células tireoideanas.

1.1 Controle neuroenddcrino da atividade da tireéide

Atualmente sabemos que o TSH é uma glicoproteina composta por duas sub-
unidades codificadas por genes distintos, sendo a sub-unidade beta especifica para o
TSH. Sintetizado por células baséfilas da adenohipdfise, os tireotrofos, o TSH é o
principal fator estimulador da atividade da glandula tire6ide, sendo fundamental para o
seu adequado desenvolvimento e funcionamento. Seu receptor estd acoplado a
proteina Gs e, portanto, sua ativacdo resulta em aumento na concentracao
citoplasmatica de AMPc (Parmentier e col., 1989; Szkudlinski e col., 2002).
Adicionalmente, pelo menos em humanos, o TSH também é capaz de estimular a
sintese de trifosfato de inositol (Van Sande e col.,, 2006). Como consequéncia da
ativacao do receptor do TSH ocorre estimulagdo da sintese de diversas proteinas, como

a tireoglobulina, o transportador de Na'/ I- e a peroxidase tireoideana (TPO), entre
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outras, promovendo desta forma, um aumento na sintese dos horménios tireoideanos
(ver Szkudlinski e col., 2002 e Yen P.M. 2001).

Desde a metade do século passado sabe-se que a secrecio de TSH e,
conseqlientemente, a atividade tireoideana sdo reguladas tanto por fatores centrais,
como por periféricos (Greer MA, 1951; Greer & Erwin, 1956; Yamada T., 1959; Yamada
& Greer, 1959; Campbell e col., 1960; D’Angelo & Snyder, 1963; Matsuda e col.,
1963; Bowers e col., 1967). A regulacdo central ocorre principalmente por neurénios
hipotaldmicos, os quais secretam um peptideo, o hormdnio liberador de tireorofina
(TRH), que estimula a secrecao de TSH pelos tireotrofos (Schreiber e col., 1961; 1962;
1963; Bowers e col., 1965; Schally e col., 1966a; 1966b; Redding & Schally, 1967). Por
outro lado, os hormdnios tireoideanos, através de retroalimentacao negativa, inibem a
sintese e a secrecao tanto de TSH hipofisario, como de TRH hipotaldmico (Martin e
col., 1970; Chin e col., 1985; Shupnik e col., 1985; Shupnik & Ridgway, 1985; Dyess e
col., 1988; Taylor e col., 1990). Embora neurénios TRHérgicos sejam encontrados em
diversas dreas do sistema nervoso central, os principais reguladores da secrecao de TSH
apresentam seus corpos celulares localizados nos nucleos paraventriculares do
hipotdlamo (PVN), particularmente, os neurdnios parvocelulares da regiao medial
destes ndcleos (Aizawa & Greer, 1981; Lechan & Jackson, 1982; Dyess e col., 1988).
Dyess e colaboradores (1988) demonstraram que o hipotireoidismo induz um
incremento na marcagao para o RNAm do proTRH, assim como para o préprio proTRH
em neurdnios parvocelulares da regidao medial do PVN, sendo este efeito revertido pela
administracao local de triiodotironina (T3). Refor¢ando estes dados, Koibuchi e
colaboradores (1991) demonstraram que a tireoidectomia promove um aumento na
expressao de Fos, um indicador de atividade neuronal, em neuronios parvocelulares do

PVN medial marcados para TRH. Ainda, mostraram haver uma alta correlagdo entre o



14

nimero de neurdnios positivos para Fos e a concentracdo plasmatica de TSH. Dados
mais recentes sugerem que o receptor para hormonios tireoideanos (TR) mais envolvido

neste fendmeno de retroalimentacdo negativa seja do subtipo TR-B,, apesar da

importante participagdo do subtipo TR-a na regulacdo da expressdo do gene do TSHP
(Abel e col., 1999; 2001; 2003).

Analisando estudos funcionais observamos que, embora ocorra retroalimentagao
negativa dos hormonios tireoideanos sobre a secrecao de TSH diretamente na hipdfise,
a integridade dos neuronios TRHérgicos do PVN é fundamental para a adequada
secrecao de TSH. A lesdo do PVN além de promover reducdo acentuada na
concentragdo plasmatica de TSH, compromete o seu incremento secunddrio a
tireoidectomia e ao hipotireoidismo farmacolégico (Martin e col., 1970; Taylor e col.,
1990), sugerindo que o TRH seja fundamental para a adequada secrecao hipofisaria de
TSH. Além disso, o TRH também apresenta importante papel na determinacdo da
atividade biolégica do TSH. Nikrodhanond e colaboradores (2006) demonstraram que
a concentracao plasmatica de TSH de camundongos depletados do gene do proTRH
apresenta-se ligeiramente elevada. Todavia, a concentragao plasmatica de T4 encontra-
se reduzida nesses animais devido a reducdo na bioatividade do TSH. Ainda nesse
trabalho, foi demonstrado que a concentracdo plasmatica de TSH de camundongos

depletados dos genes do TRH e do TR-B é muito inferior a dos depletados somente do
TR-B (TRBKO), sugerindo que o incremento na concentragdo plasmatica de TSH nos

animais TRBKO resulte, principalmente, da elevada sintese e secrecdo de TRH.

Conhecemos dois tipos de receptores para o TRH, denominados TRH-R1 e TRH-
R2, estando o TRH-R1 presente em humanos, ratos e camundongos e o TRH-R2

somente em ratos e camundongos (ver Sun e col., 2003). O TRH-R1 é encontrado na
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adenohipéfise e no hipotdlamo, dentre outras regides (Zabavnic e col., 1993 apud
Zeng e col., 2007), e sua auséncia os animais apresentam reduzida concentracao
plasmatica de T4 e alteragbes comportamentais (Zeng e col., 2007). Ja4 os animais
depletados do gene do TRH-R2 ndo apresentam alteracao no eixo HHT (Sun e col.,
2009). Assim sendo, o receptor TRH-R1 parece ser o mediador dos efeitos
neuroenddcrinos do TRH. As agdes do TRH sobre os tireotrofos dependem, pelo menos
em parte, da ativacdo de proteina Gq , com conseqliente incremento na concentragao
citoplasmadtica do ion célcio e ativacao de proteina cinase C (Carr e col., 1991 apud
Nunes MT, 2005).

Portanto, sob determinado ponto de vista, os neurénios TRHérgicos do PVN que
se projetam a eminéncia média poderiam ser interpretados como um ponto inicial na
regulacdo da atividade tireoideana, como um centro primordial de regulacao da sintese
e secrecao de TSH. Todavia, se considerarmos o processamento central de informagdes
viscero-sensoriais, esses neurénios podem ser interpretados como uma via final
comum, para a qual confluem diversas eferéncias resultantes de estimulos provenientes
tanto do meio externo, como do meio interno (Krulich e col., 1977; Szabo & Frohman,
1977; Ishikawa e col., 1984; Toni e col., 1990; Zoeller e col., 1990; Joseph-Bravo e
col., 1998; Kalsbeek e col., 2000; Mihaly e col., 2001; Everson & Nowak, 2002; Fekete
e col., 2002b; Wittmann e col., 2002; Hollenberg A.N., 2008).

Outros importantes mecanismos capazes de influenciar a concentragao de TRH
na circulacdo porta-hipofisdria relacionam-se a atividade de duas enzimas expressas
pelos tanicitos: a desiodase 2 (D2) e a piroglutamil peptidase Il (PPIl) (Fig.01). Como os
neurdnios TRHérgicos hipofisiotrépicos ndo expressam a D2 (Tu e col., 1997), os
tanicitos representam a principal fonte de T3 para estes, sendo portanto fundamentais

para o fendbmeno de retroalimentagdo negativa. Assim sendo, alteragdes na atividade
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desta enzima sdo capazes de modular a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-tiredide
(HPT), como no caso de processos infecciosos, quando ocorre incremento na atividade
de D2 hipotalamica e supressdao do eixo HPT (ver Fekete e col., 2007). Ja a PPIl é uma
enzima capaz de degradar o TRH, encontrada préxima a sinapses e localizada na
membrana plasmatica, com seu sitio ativo voltado para a face extracelular (ver Joseph-
Bravo e col. e 1998; Vella & Hollenberg, 2009). Sanchez e colaboradores (2009)
demonstraram que esta enzima é expressa por tanicitos, sendo tanto a expressao, como
a atividade, estimuladas pelo T4. Adicionalmente, esses autores demonstraram que a
administracao sistémica de um inibidor da atividade da PPII ndo altera a concentracao
plasmatica de TSH em condic¢bes basais. Por outro lado, esse mesmo procedimento
promoveu incremento na concentracao de TSH de animais expostos ao frio (Sanchez e
col., 2009). Dessa forma, é provavel que a expressio ou atividade da PPIl sofra

regulacao em condicdes especificas, modificando a atividade do eixo HPT.
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Figura 1: Representacao esquemdtica do papel dos tanicitos no controle da sintese e
degradagao do TRH (Publicada por Vella & Hollenberg, 2009). 1: captacao de T4
circulante pelos tanicitos e sua conversdo a T3 por agdo da D2 (dio2); 2: entrada de T3
nos neuronios TRHérgicos através do transportador MCT8; 3: efeito supressor do T3
sobre a sintese de TRH e das prohormonio convertases (PC1/3 e PC2);, 4:
processamento do proTRH ao longo do axo6nio, por difersas peptidases; 5: liberacao do
TRH na eminéncia média e sua degradacgao pela piroglutamil peptidase (PPII).
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1.2 Regulacao da expressao do TRH

Conforme discutido acima, o TRH apresenta um papel fundamental no controle
da atividade tireoideana e, consequentemente, da concentracao plasmatica dos
horménios tireoideanos. Por outro lado, estes hormonios sdo capazes de regular, in
vivo, a transcricao do gene do TRH especificamente no PVN (Sugrue e col., 2010).
Todavia, pouco sabe-se sobre os mecanismos envolvidos no controle da expressao
deste gene.

O TRH é um tripeptideo produzido a partir da clivagem do proTRH, por agao
das enzimas prohorménio convertase (PC1 e PC2), carboxipeptidase E e PAM
(peptidylglycine a-amidating monooxygenase) (Schaner e col., 1997; Nillni E.A., 2010)
que, por sua vez, tem a expressao inibida pela acao dos hormonios tireoideanos
(Perello e col., 2006). Seu gene apresenta 3 exons, sendo a seqiiéncia codificador
localizada no segundo (Lee e col., 1988), e seu promotor possui um sitio capaz de
interagir tanto com homodimeros, como com heterodimeros de receptores de
hormdnios tireoideanos (Hollenberg e col., 1995). Em experimentos in vitro, o TRB2
nao ligado ao T3 é capaz de ativar o gene do TRH, sendo esse dado compativel com
seu efeito in vivo (Langlois e col., 1997). Embora ainda ndo se tenha demonstrado essa
interagcdo in vivo, recentemente Sugrue e colaboradores (2010) demonstraram que os
hormdnios tireoideanos sao capazes de suprimir a transcricio do gene do proTRH
especificamente no PVN.

Os receptores de hormonios tireoideanos (TR) sdo receptores nucleares com

sitios de interacdo com o DNA e com o T3, dentre outros. Embora haja TR em
virtualmente todos os tecidos, a distribuicio do TRB2 na fase adulta é restrita a
adenohipdéfise, ao ouvido interno, a retina e algumas areas do hipotdlamo,

apresentando um papel fundamental no controle da expressio do TRH no PVN e,
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consequentemente, na regulacdo da atividade tireoideana (Abel e col., 1999; 2001).
Esses receptores podem se ligar aos elementos responsivos nas regioes promotoras de
genes alvos na forma de monémeros, homodimeros ou heterodimeros e, mesmo na
auséncia do ligante (T3), sdo capazes de modular a transcricdo génica. Diversos
estudos in vitro demonstraram que os TRs ndo ligados ao T3 podem reprimir a
expressao basal de genes regulados positivamente pelo T3. Esses efeitos devem-se, pelo
menos em parte, a interacao do TR com o correpressor de receptores nucleares (NCoR)
e o mediador silenciador de receptores retinéides e de HT (SMRT) (ver Yen P.M., 2001).
Recentemente, Astapova e colaboradores (2008) demonstraram a relevancia da
interacdo entre TR e NCoR no controle de diversos genes hepdticos. Neste trabalho, foi
desenvolvido um camundongo que expressa especificamente no figado um NCoR
mutante, incapaz de interagir com os TRs. Como resultado, observou-se aumento na
expressao de genes regulados positivamente pelos hormonios tireoideanos (HT), sendo
esse efeito marcante mesmo ap6s a inducao do hipotireoidismo nestes animais.
Portanto, esse trabalho demonstrou in vivo que o efeito supressor dos TRs independente
de ligante depende de sua interacio com o NCoR, reforcando a relevancia deste
correpressor na modulagdo dos efeitos de receptores nucleares.

Por outro lado, pouco se sabe sobre o controle da expressao de genes regulados

negativamente pelos HT, como o TRH. Tagami e colaboradores (1997) demonstraram
in vitro (em ensaios de transfeccdo) que, na presenca de TRB e NCoR, os promotores
dos genes TRH, TSHP e TSHa sdao extremamente ativados, sendo esse efeito revertido
pela adicdao de T3. Ainda, ao substituir o TRB normal por um mutante incapaz de

interagir com o NCoR, essa estimulacao ndo ocorre. Portanto, eles propuseram que a
interacdo TR-NCoR exercesse efeito ativador sobre genes regulados negativamente e

que, a adicao de T3 dissociasse essa interacdo, resultando em supressdao da expressao
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génica. Assim sendo, dependendo do promotor alvo, é possivel que o NCoR atue junto
aos TRs como um coativador. J& foram caracterizados diversos elementos responsivos
aos hormonios tireoideanos tanto em promotores de genes regulados positivamente,
como negativamente pelos HT e, em ambos casos, a ligagdo do TR ao DNA é
fundamental para que ocorra a regulagao (Shibusawa e col., 2003).

Além dos hormonios tireoideanos, diversos neurotransmissores sao capazes de
modular a expressao do TRH, notoriamente aqueles sintetizados em neur6nios do
nicleo arqueado (ARC). Este nlcleo é um importante centro integrador da homeostase
energética, participando tanto do controle da ingestao alimentar, como da regulacao
do eixo HHT (ver Lechan & Fekete 2006 e Hollenberg AN, 2008). Deste nicleo partem
diversas eferéncias ao PVN, sendo a principal origem de neurdnios produtores de
neuropeptideo Y (NPY) que realizam sinapse com neurénios TRHérgico do nucleo
paraventricular (Toni e col., 1990; Légradi & Lechan, 1998). Ainda, neur6nios do ARC
produtores de melanocortina (¢MSH), via ativacao de receptores melanocortinérgicos
MC4), também sdo capazes de influenciar os neurdnios TRHérgicos do PVN, tanto
diretamente, como indiretamente através do nuicleo dorsomedial do hipotdlamo (Singru
e col., 2005; Lechan & Fekete, 2006a). Outro neurotransmissor sintetizado no ARC e
encontrado em terminais sindpticos em contato com neuronios TRHérgicos é o
peptideo relacionado ao agouti (AgRP), um antagonista enddgeno de receptores
melanocortinérgicos MC4 (Légradi & Lechan. 1999). Portanto, esses 3
neurotransmissores sao os principais moduladores do eixo HHT, provenientes do
nucleo arqueado. Enquanto a administracao de NPY e AgRP inibe, a ®aMSH estimula a
expressao de TRH no PVN (Kim e col., 2000; Fekete e col., 2001; Fekete e col., 2002¢;

Lechan & Fekete 2006). A &MSH ativa receptores acoplados a proteina Gs, ja o NPY

pode interagir com receptores acoplados a proteina Gi (Herzog e col., 1992 apud
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Sarkar & Lechan, 2003). Portanto, modulam de forma oposta a sintese de AMPc. Dessa
forma, a sinalizacao do &aMSH resulta ativacao de proteina quinase A (PKA), enquanto

o NPY inibe esta ativagao. Como consequéncia da ativacao da PKA, ocorre aumento na
fosforilagao da proteina ligadora ao elemento responsivo ao AMPc (CREB) (Sarkar &
Lechan, 2003), que pode interagir com o elemento responsivo ao AMPc (CRE), presente

no promotor do gene do TRH, induzindo sua transcricao (Harris e col.,, 2001).
Neurbnios produtores de cadMSH também sintetizam outro neurotransmissor, o

transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) (Elias e col., 1998), capaz de
estimular a expressdao de pré-proTRH no PVN de ratos em jejum (Fekete e col., 2000b).
Esse neurotransmissor € amplamente encontrado em terminais pré-sindpticos no PVN,
além de ser co-expresso com o pré-proTRH (Broberg, C., 1999; Fekete e col., 2000b).
Além disso, projecoes caudais ao PVN também utilizam o CART como
neurotransmissor, como por exemplo neuronios catecolaminérgicos das areas C1-3,
responsaveis por cerca de 50% da inervagdao (contendo CART) dos neurdnios
TRHérgicos hipofisiotropicos do PVN (Fekete e col., 2004b; Wittmann e col., 2004).
Portanto, como é proposto um papel estimulatério para esses neurdnios
catecolaminérgicos durante a exposicdo ao frio, é possivel que o CART também
contribua para a ativacao do eixo HHT nesta condicao (ver Nillni, E.A., 2010).

Um importante modulador humoral da atividade desses neurénios do ARC € a
leptina, um hormonio sintetizado principalmente no tecido adiposo, capaz de inibir

neuronios que expressam NPY, estimular aqueles produtores de aMSH e, também, de

influenciar a atividade do eixo HHT (ver Hollenberg AN, 2008). Adicionalmente, o
receptor para leptina ObR-b é encontrado no PVN e, em culturas primdrias de
neuronios hipotalamicos, ocorre secrecao de TRH em resposta a leptina (EImquist e

col., 1998; Nillni e col., 2000). Ainda, a leptina aumenta a atividade da luciferase em
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células transfectadas com o promotor do TRH e o ObR-b (Nillni e col., 2000). De fato,
ha um elemento responsivo a STAT-3 no promotor do TRH (Harris e col., 2001). Ainda,
in vivo, a administracdo de leptina estimula a expressio do RNAm do supressor da
sinalizagdao de citocinas (SOCS-3; um marcador da acdo direta da leptina) em
neuronios do PVN que expressam o TRH (Harris e col., 2001). Reforcando esses dados,
Huo e colaboradores (2004) demonstraram que a administracao sistémica de leptina
induz rapida (<45 minutos) fosforilagdo da STAT-3, uma proteina da cascata de
sinalizacdo da leptina, em cerca de 40% dos neurdnios TRHérgicos do PVN, sendo este
efeito especifico, ja que este efeito ndo foi verificado em neurbnios TRHérgicos
localizados em outros nucleos hipotalamicos. Portanto, a leptina é capaz de estimular a
expressao do TRH tanto diretamente no PVN, como indiretamente através de seus
efeitos no nicleo arqueado. Todavia, evidéncias sugerem a existéncia de duas
subpopulagdes de neurdnios TRHérgicos no PVN, sendo uma sensivel as agoes diretas,
e outra as indiretas (Fig.02). Perello e colaboradores (2006) avaliaram a fosforilagao de
STAT-3 (acao direta) e da CREB (acdo indireta) ap6és administracao
intracerebroventricular de leptina. Seus resultados mostram que a leptina induz a
fosforilacdo da STAT-3 em cerca de 28% e 37% dos neurdnios TRHérgicos do PVN
medial e posterior, respectivamente, e somente em 4% dos neurénios TRHérgicos do
PVN anterior. Por outro lado, a fosforilagdo de CREB ocorreu, respectivamente, em
92%, 66% e 18% dos neuronios TRHérgicos do PVN anterior, medial e posterior,
principalmente em neurdnios periventriculares. Ainda, a leptina estimulou a sintese de
TRH no PVN (todo o nucleo) e a utilizagdo de um antagonista de receptores
melanocortinérgicos reduziu, parcialmente, esse efeito. (Perello e col., 2006). Assim

sendo, considerando a localizacdo dos neurdnios afetados (ver Lechan & Fekete,
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2006b), os efeitos indiretos da leptina parecem ter maior relevancia para sua agao

sobre o eixo HHT.

PVN

SNS?

HPT axis v
SNS?
Food Intake?

HPT axis v
SNS?
Food Intake?

Ob-Rb

ARC

Figura 2: Esquema proposto, representativo das vias direta e indiretas através das quais
a leptina pode modular a expressio do TRH e destacando as subpopulacdes de
neurdnios TRHérgicos do PVN, assim como os possivei envolvimentos funcionais:
controle do sistema nervoso simpatico (SNS), eixo HHT ou ingestdo alimentar
(Publicada por Perello e col., 2006).
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1.3 Disponibilidade de energia, atividade do eixo hipotidlamo-hipéfise-tire6ide (HHT)
e o envolvimento de receptores Y

Sabemos, ha varias décadas, que a restricao alimentar promove decréscimo na
concentracao plasmatica de hormdnios tireoideanos (Grossie & Turner, 1962 apud
Connors e col., 1985; Croxson e col., 1977), pelo menos em parte, devido a redugao
na secrecao de T4 (Kinlaw e col., 1985; Yen e col.,, 1994). Durante o jejum, o
metabolismo intratireoideano sofre modificagdes e o percentual de iodo organificado
como mono e diiodotirosina (MIT e DIT) aumenta, simultaneamente a reducao como
T4 e T3 (Harris e col.,, 1978). Apds 72 horas de jejum em ratos, a atividade da
tireoperoxidase encontra-se reduzida, sendo este fendmeno revertido pela
administracao diaria de TSH (Moura e col., 1987). De forma semelhante, a atividade da
5" desiodase tireoideana também sofre reducao com o jejum prolongado (48 e 72h) e a
administracao de TSH restabelece esta atividade (Wu S.Y., 1990). Embora esses autores
também tenham demonstrado reducao na atividade de D1 hepdtica, Yen e
colaboradores (1994) demonstraram que o percentual de conversao periférica de T4 a
T3 aumenta mais de 80% apds 4 dias de jejum. Portanto, a interpretacao desses dados
nao € simples, sendo provavel que a conversado periférica de T4 a T3 aumente durante o
jejum em algum tecido e diminua em outros.

Connors e colaboradores (1985) mostraram que o contetido de TSH em hipdfises
de ratos em jejum (6 dias) é menor e demonstraram ndo haver alteracao no volume de
distribuicdo ou na depuragdo plasmatica do TSH durante o jejum. A concentracao
plasmatica de TSH também sofre reducdo durante o jejum, o que sugeriria a
hipoatividade hipofisdria, mas a resposta secretora de TSH a administracdo de TRH
continua adequada (Campbell e col., 1977; Harris e col., 1978), indicando que a

reducdo na atividade hipofisaria deva ser secundaria a reduzida secrecao de TRH.
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Reforcando esta hipétese, ocorre decréscimo na concentragao plasmatica de TRH (Mori
e col., 1988), na concentracao de TRH na circulacdo porta-hipofisaria e na expressao
de pré-proTRH no PVN durante a privacao alimentar (Blake e col., 1991). Ainda, a
restricdo alimentar aumenta os sitios disponiveis para ligagdo do TRH em tireotrofos. J4,
o conteldo nuclear de T3 (em extrato de hipdfise) sofre reducdo proporcional a
restricdo alimentar (Rodriguez e col., 1991). Portanto, embora possa haver diferencas
nos mecanismos de supressao da secrecao de TSH entre o jejum e a restri¢ao alimentar,
esses dados ndao apoiam a hipdtese desta supressao ocorrer pela agao repressora do T3
em tireotrofos. Por outro lado, ndo podemos excluir a possibilidade de sua acao sobre a
sintese de TRH, ja que ocorre incremento na atividade da desiodase do tipo 2 no
hipotdlamo mediobasal de ratos em jejum (Diano e col., 1998). Todavia, essa hipétese

€ pouco provavel, visto que os animais depletados do gene do TRB>, quando em jejum,

apresentam reducdo da expressao de TRH no PVN proporcional aos controles e intensa
redugcdo na concentragao plasmatica de T4 (Abel e col., 2001).

Apesar dos mecanismos centrais envolvidos na reducdao da atividade de
neurodnios TRHérgicos do PVN no jejum ainda ndo estarem elucidados, sabe-se que a
administracdo de leptina restabelece a expressio de pré-proTRH no PVN e a
concentragdo plasmatica de T3 e T4 (Légradi e col., 1997), o que ndo ocorre com a
administracao de insulina ou glicose (Fekete e col., 2006). Seoane e colaboradores
(2000) demonstraram que a concentragao plasmatica de leptina encontra-se reduzida
no jejum, assim como a concentragao de TSH e a amplitude de seus pulsos de
secrecao. Nesse mesmo trabalho, foi evidenciado que a administragao
intracerebroventricular de leptina estimula a secrecdo de TSH nos animais em jejum,
embora nao restabeleca seu padrdao pulsatil de secrecao. Esse efeito da leptina sobre a

secrecdo de TSH também ocorre apds sua administracdo sisttmica em ratos
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alimentados (Ortiga-Carvalho e col., 2002). Entretanto, a incubagdo de adenohipdfises
com leptina resulta em supressdo dose-dependente da secrecio de TSH, o que,
provavelmente, representa um papel fisiolégico da leptina produzida localmente
(adenohipdfise) e atuando de forma paracrina (Ortiga-Carvalho e col., 2002).

Conforme discutido anteriormente, esse efeito estimulante da leptina sobre o
eixo HHT pode envolver tanto sua acao direta sobre os neurdnios TRHérgicos do PVN,
como sua agao indireta, através de seus efeitos no nicleo arqueado. De fato, a lesao
deste ndcleo (através da administracdo neonatal de glutamato monossédico) impede a
queda na expressao do pré-proTRH no PVN e nas concentracoes séricas de TSH e T4
decorrentes do jejum (Légradi e col., 1998). Por outro lado, as concentragdes de TSH e
T4 dos animais lesionados, mas com livre acesso a ragao, ja era inferior aos controles
intactos, o que nao ocorreu com expressao do pré-proTRH. Portanto, aparentemente,
essa supressdo observada nos animais alimentados ndo estaria relacionada ao
comprometimento da expressdo do proTRH. Embora esses dados reforcem a
importancia do nucleo arqueado como mediador da supressao do eixo HHT durante o
jejum, devido ao protocolo utilizado, ndao devemos excluir o possivel
comprometimento de outras estruturas encefdlicas (Lemkey-Johnston & Reynolds,
1974).

Tanto em humanos, como em roedores, existem terminais sindpticos contendo

NPY, AgRP e aMSH, em contato com neurdnios TRHérgicos do PVN (Toni e col., 1990;

Légradi e col., 1999; Fekete e col., 2000a; Mihaly e col., 2000). Portanto, através de
suas acgOes sobre os neurdnios do nicleo arqueado que sintetizam esses
neurotransmissores, a leptina é capaz de influenciar a atividade dos neurdnios
TRHérgicos do PVN. Afinal, esses 3 neurotransmissores sdo capazes de influenciar o

eixo HHT.
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O AgRp € um antagonista endégeno de receptores MC3-R e MC4-R que, por sua
vez, sdao ativados pelo aMSH. Todavia, os efeitos do AgRP sobre o eixo HHT sao
abolidos pela deplecao do MC4-R (Fekete e col., 2004a), sugerindo que este seja o
principal receptor de melanocortina envolvido na regulagio do eixo HHT. A
administracao intracerebroventricular de AgRP promove redugdo na expressao do pré-
proTRH (Fekete e col., 2002c), na concentracdo plasmatica de TSH em ratos
alimentados, mas ndo modifica a de ratos em jejum (Kim e col., 2000). Por outro lado,
a administracdo de &aMSH ndo altera a concentragao plasmatica de TSH em animais
alimentados, mas promove incremento deste parametro quando os animais estdo em
jejum (Kim e col., 2000), assim como aumento na expressao do pré-proTRH (Fekete e
col., 2000a). Nesse mesmo trabalho demonstrou-se que a administracdo de AgRP
diretamente no PVN também promove redugdo na concentragdo plasmatica de TSH e
T4, sendo este efeito independente do efeito do AgRP sobre o consumo alimentar.
Assim sendo, esses dados sugerem que, em animais alimentados, ocorra ativacao de
receptores MC4 em neurdnios TRHérgicos hipofisiotrépicos do PVN, contribuindo para
a manutencdo da atividade do eixo HHT. Ja durante o jejum, como o AgRP nado
modificou a secrecao de TSH, é provavel que haja liberagao endégena deste peptidio
suficiente para bloquear os receptores MC4. De fato, durante as primeiras horas de
jejum ocorre um intenso incremento na expressao hipotalamica de AgRP (Mizuno &
Mobbs, 1999; Palou e col., 2009). Kim e colaboradores (2000) também demonstraram
que a incubacao de explantes de hipotalamo de ratos em jejum com leptina promove
aumento na secrecao de ’MSH e de TRH, sendo este efeito sobre a secrecao de TRH

bloqueado pela incubagao com AgRP. Portanto, o efeito estimulante da leptina sobre a

atividade do eixo HHT durante o jejum deve envolver a liberacdo de ®MSH no PVN e,
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consequentemente, ativagao de receptores MC4-R em neuronios TRHérgico, resultando
em liberacdo de TRH na eminéncia média.

A principal origem de neurdnios NPYérgicos que realizam sinapse com
TRHérgicos do PVN € o nicleo arqueado (Légradi & Lechan, 1998) e, assim como o
AgRP, a expressao hipotalamica do NPY sofre incremento durante o jejum (Beck e col.,
1990; Palou e col., 2009). A administracao central de NPY também reduz a expressao
de pré-proTRH no PVN, as concentragoes plasmaticas de TSH, T4 e T3, sendo esses
efeitos independentes da alteracdo na ingestao de alimento (Fekete e col., 2001). A
NPY apresenta afinidade pelos receptores Y1, Y2 e Y5, todos ele acoplados a proteina
Gi. Entretanto, em neurdnios TRHérgicos do PVN, sé foi demonstrada a presenga do
receptor Y1 (Broberger e col., 1999), embora o Y5 também seja expresso no hipotdlamo
(Campbell e col., 2001; Wolak e col., 2003). Por outro lado, estudos funcionais,
sugerem que tanto o receptor Y1, como o Y5 seja mediador dos efeitos do NPY . A
administracao central de agonistas especificos para os receptores Y1 ou Y5, em animais
alimentados, reproduz os efeitos do NPY, ou seja, reducao na expressao do pré-proTRH
e na concentragdo plasmatica dos hormonios tireoideanos (Fekete e col., 2002a). Assim
sendo, € possivel que a redugao na concentracao plasmética de leptina durante o jejum
contribua para o incremento na neurotransmissao NPYérgica no PVN, levando a
inibicao da expressao do proTRH e supressao do eixo HHT. Portanto, considerando
essa hipotese, a reducao na secrecao de TSH durante o jejum seria, em grande parte,
resultante do aumento na neurotransmissao NPYérgica no PVN e ativacdo de
receptores Y1 e Y5. Todavia, isso ainda ndo foi demonstrado.

Além da leptina, outro horménio relacionado ao estado metabdlico e capaz de
influenciar neurénios do nucleo arqueado é o PYY3.36. Produzido principalmente pelas

células L do ileo distal e do célon, esse hormonio é secretado com a chegada de
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alimento no intestino delgado e esse mecanismo de secrecao envolve reflexos neurais
(Fu-Cheng e co., 1997). Através de sua interacdo com receptores Y2, o PYY3.36 € capaz
de inibir o consumo alimentar, pelo menos em parte, através de seu efeito inibitério
sobre neurdnios do arqueado que sintetizam NPY (Batterham e col., 2002; Acuna-
Goycolea & van den Pol, 2005). Assim como a leptina, esse hormonio também é capaz
de estimular a secrecdo de TSH em ratos em jejum, mas apresenta efeito inibitério
sobre a secrecao de TSH por adenohipdfises isoladas de ratos alimentados (Oliveira e
col., 2006). Portanto, é possivel que a reducao na sua concentragao plasmatica durante
jejum também contribua para a supressao da atividade do eixo HHT. Entretanto, os
mecanismos envolvidos em seu efeito sobre a secrecdao de TSH ainda ndo foram
elucidados.

Embora haja estudos investigando os mecanismos através dos quais ocorre a
reducdo na atividade tireoideana durante o jejum, faltam investigacbes sobre os
mecanismos envolvidos no restabelecimento da atividade desta glandula durante a
“realimentacdo”. E possivel que dependa da recuperacio das reservas energéticas e da
concentragdo plasmatica de leptina, mas ndo podemos descartar a possibilidade da
participagao de horménios do trato gastrointestinal, como o PYY3.3e.

Rothwell e colaboradores (1982) demonstraram que, ap6s 72h de jejum, a
realimentacdo com uma dieta rica em carboidratos promove incremento na
concentragcdo sérica de T3 durante as primeiras 3 horas de realimentacao. Na mesma
época, Hugues e colaboradores (1983) demonstraram um rdpido incremento na
concentracao sérica de TSH, j& na primeira hora de realimentacdo, sendo este
bloqueado pela administracdo sistémica de anticorpos contra o TRH. Todavia,
recentemente, Sanchez e colaboradores (2008) propuseram que a atividade do eixo

HHT s6 seria restabelecida apés 24 horas de realimentagao. Neste trabalho, o primeiro
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tempo de realimentagdo estudado foi 4 horas, mas eles s6 evidenciaram incremento na
expressao de pré-proTRH e de TSH plasmético ap6s 24 horas. Portanto, a literatura
ainda é controversa sobre o controle do eixo HHT durante a realimentacao e carece de

informacdes sobre os mecanismos envolvidos neste fenébmeno.
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2 OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo principal investigar o papel de receptores Y1 e
Y5 centrais na supressao da atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-tire6ide (HHT)
durante o jejum, assim como mecanismos envolvidos na ativagao deste eixo durante a
realimentacao.

Para tanto, através da utilizacdao de antagonistas de receptores Y1 ou Y5, visamos
estudar o efeito do bloqueio, no sistema nervoso central, destes receptores sobre as
concentragOes séricas de tireotrofina, tiroxina e triiodotironina, no jejum. Também
objetivamos verificar o efeitos destes bloqueios sobre o comportamento alimentar e
concentracoes dos mesmo hormdénios em animais com livre acesso a ragao.

Visamos realizar uma andlise temporal da ativagdo do eixo HHT durante a
realimentacdo, através da investigacdo de alguns parametros da atividade tireoideana
(captagao de iodeto e atividade da 5’ desiodase) e da quantificagdo das concentragoes
séricas de tireotrofina e hormonios tireoideanos em diferentes tempos de
realimentacdo. Adicionalmente, investigamos o possivel envolvimento de mediadores
capazes de influenciar o eixo HHT - como leptina, PYY3.36 e glicocorticéides - neste
fendbmeno.

Por fim, investigamos o efeito do PYYss36 sobre a secrecio de TSH por

adenohipdfises isoladas de ratos em jejum ou apds sua administragdo central.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Protocolos experimentais

Em todos os protocolos experimentais foram utilizados ratos Wistar, machos,
pesando cerca de 320g em média e mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
luzes acesas as 7:00 horas. No periodo anterior ao inicio dos protocolos, o acesso a
racdo e agua era livre e eram agrupados 4 ou 5 animais por gaiola. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela CEUA/CCS/UFR]
(Comissao de ética para utilizacdo de animais em experimentacdo cientifica do centro

de ciéncias da saude) e estdo esquematizados na figura 3.

3.1.1 Administragdo seriada intracerebroventricular de antagonistas de receptores Y1 e
Y5 em ratos com livre acesso a ragdo, ou em jejum

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica (conforme descrito a seguir)
para implantacao de uma canula guia no 3o. ventriculo e, ap6s um periodo de 7 a 10
dias teve inicio os experimentos. Nestes, foram testados os efeitos da administragao
intracerebroventricular (icv) dos antagonistas de receptores Y1 (BIBP3226; Tocris) ou Y5
(CGP71683; Tocris) em ratos com livre acesso a ragao, ou em jejum. Portanto, foram
formados 4 grupos experimentais (Y1-alimentado, Y1-jejum, Y5-alimentado e Y5-jejum)
e seus respectivos grupos controle (veiculo) com, pelo menos, 10 animais em cada.
Foram realizadas 6 microinjecoes de 10 nmoles/rato de BIBP (em 2ulL de agua), 15
nmoles/rato de CGP (em 2uL de DMSO 30%) ou seus respectivos controles (Fig. 3 A e
B). As primeiras, 3% e 53 microinjegdes ocorreram 1 hora antes do inicio do periodo
escuro, enquanto as 2%, 4% e 6% microinjecoes foram realizadas 1 hora apds o inicio

do periodo claro e os animais sofreram eutanasia, por decapitacdo, 1 hora apods a
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dltima microinjecdo. O sangue foi coletado, centrifugado a 1800 x g por 20 minutos e
o soro obtido foi armazenado a -20°C para posterior realizacao do radioimunoensaio.
Em todos os experimentos os animais foram mantidos em gaiolas individuais e,
quando o acesso a racao era livre, o consumo alimentar era medido na instante
anterior a microinjecdo. Ja para os experimentos em jejum, a racao foi retirada cerca de

10 horas antes da primeira microinjegao.

3.1.2 Efeito agudo da administracao intracerebroventricular de antagonista de
receptores Y5 em ratos em jejum

Para identificar possivel diferenca entre o efeito da administracao croénica de
CGP e seu efeito agudo, dois grupos de ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica
e, ap6s uma semana, ficaram em jejum por 72 horas. Ao término desse periodo foi
realizada a administracao intracerebroventricular de veiculo ou CGP (15 nmoles/rato)
e, ap6s uma hora os animais foram eutanasiados por decapitacdo sendo o sangue

coletado e processado conforme descrito anteriormente (Fig.3 C).

3.1.3 Relacao entre ingestao alimentar e secrecao de TSH apds 72 horas de jejum

Com o objetivo de investigar a secrecao de TSH durante a realimentacao e sua
possivel relagdo com a ingestdao alimentar, ap6s 72h de jejum os animais foram
divididos em 2 grupos, um permanecendo em jejum e o outro sendo realimentado por
6h. No dia anterior a realimentagdo os animais foram submetidos a cirurgia para
implantagcdo de canula jugular, através da qual foram obtidas as amostras de sangue
para quantificar a concentragao plasmatica de TSH. Essas amostras foram coletadas, em
ambos os grupos, em 3 instantes: 72h de jejum (exatamente antes da realimentacao), 3

e 6h ap6s o inicio da realimentagdo. Os resultados foram expressos como a variagao



36

percentual da concentragao de TSH em relacao ao seu valor inicial (72h de jejum) (Fig.
3 D). Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais apds a cirurgia para
implantagdo de canula jugular e o consumo de alimento durante a realimentacao foi

medido nos diferentes tempos, antes da coleta de sangue pela canula jugular.

3.1.4 Realimentacao ap6s 72 horas de jejum

Para esta abordagem experimental os animais foram divididos em 5 grupos
(jejum ou realimentados por Th, 2h, 3h ou 6h), cada um contando, pelo menos, 10
animais. Apés 72 horas de jejum um grupo sofreu eutandsia, enquanto os demais foram
realimentados por 1, 2, 3 ou 6 horas e sofreram eutandsia logo ap6s o término deste
periodo (Fig. 3 E). Os animais foram mortos por decapitacao.

O sangue foi coletado e processado conforme descrito anteriormente para
posterior realizagdo de radioimunoensaio. Adicionalmente também coletou-se a
tiredide (utilizada para quantificar a atividade da desiodase do tipo 1) e o hipotalamo

mediobasal (no qual se quantificou a expressdao de um receptor para leptina, o ObR-b).

3.1.5 Captacdo de '2°| pela tiredide no jejum e na realimentacao

Em um novo experimento os animais também foram submetidos as 72 horas de
jejum e dois grupos foram formados: um sofreu eutanasia ainda em jejum e o outro foi
realimentado por 1 hora. Em ambos os grupos os animais receberam 325000 DPM
(i.p.) de 121 15 minutos antes da eutanasia (Ferreira e col., 2005), que foi realizada por
anestesia inalatéria profunda e pungdo cardiaca (Fig. 3 F). Coletou-se o sangue e a
tiredide e foram medidas a radiagao emitida (CPM) em TmL de plasma e total da
tireide. Para o célculo da captagdo de iodeto foi utilizada a relagao: [(CPM/mg)mir/

(CPM/mL)plasmal -
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3.1.6 Administragcdo intracerebroventricular de PYY3.35 em ratos em jejum

Entre 7 e 10 dias ap6s a cirurgia estereotaxica para implantacao de canula guia
no 3o ventriculo, os animais foram submetidos a 72 horas de jejum e divididos em 3
grupos contendo, pelo menos, 8 animais cada. Os animais receberam 0,1 nmol ou
0,01 de PYY3.36 (Tocris) e o grupo controle 2ul de solucdo salina. A eutandsia ocorreu
por decapitacdo 15 minutos apés a administracdo icv e o sangue foi coletado e

processado conforme descrito (Fig.3 G).

3.1.7 Incubagao de adenohipdfises, isoladas de ratos em jejum, com PYY3.36

Ap6s 72 horas de jejum, os ratos foram sacrificados por decapitagdo e as
hipdfises retiradas. Estas foram dissecadas, retirando-se a neurohipdfise e separando
cada hemi-adenohipéfise para incubacdo em meio adequado (Krebs-Ringer
bicarbonato, 37°.C, 95%0: e 5%CQO,) (da Veiga e col., 2008). Ap6s um periodo de 30
minutos (pré-incubagdo), o meio foi substituido por meio fresco, contendo ou nao
PYY336 em diferentes concentragdes (10'°, 10 ou 10 M). Apés um periodo de 2

horas foram coletadas amostras do meio para dosagem de TSH (Fig.3 H).
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3.2 Estereotaxia

Os ratos foram anestesiados (quetamina 80mg/Kg e xilazina 8mg/Kg, i.p.) e
posicionados no aparelho estereotdxico para implantagao da canula guia no 3o.
ventriculo. A extremidade inferior desta canula (16 mm de comprimento e 0,6 mm de
diametro externo) foi posicionada 0,6 mm posterior ao bregma e 8,0 mm inferior a
superficie do cranio (da Veiga e col., 2008). A verificagdo do posicionamento da canula
foi feita pela observagao do deslocamento de uma coluna de liquido conectada a esta,
confirmando sua localizacdao no interior do 3o. ventriculo. Apds o término da cirurgia,
os animais receberam uma dose profildtica de antibiético (Pentabidtico veterinario -

Fort Dodge; TmL/Kg, i.m.).

3.3 Implantacao de canula jugular

Objetivando a coleta de sangue seriada, foi implantada uma canula de silastic,
através da veia jugular direita, no atrio direito. Para tanto, os animais foram
anestesiados (quetamina 80mg/Kg e xilazina 8mg/Kg, i.p.) e, através de uma incisao na
pele, localizou-se a veia jugular. Utilizando uma agulha como guia, a canula foi
introduzida na veia e inserida até o atrio direito. A outra extremidade da canula foi

exteriorizada na regido entre as escapulas (da Veiga e col., 2008).

3.4 Radioimunoensaio

As amostras ou os padrdes foram incubados durante duas horas com o anticorpo
(IgG de coelho) contra TSH (National Hormone and Peptide Program; Torrance, CA,
USA). Ap6s este periodo foi adicionado o TSH ligado ao radioisétopo (12°) e, passadas
24 horas, os complexos antigenos-anticorpos foram precipitados pela adicao de IgG de

cabra contra IgG de coelho e 5% de polietilenoglicol, seguida de centrifugacao (1800 x
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g, 30 minutos). Apds desprezar o sobrenadante, a radioatividade foi determinada em
um cintilador de fase sélida (Ortiga-Carvalho e col., 1996). Para a mensuracdo das
concentragoes séricas de T4, T3, PYY, corticosterona e leptina foram utilizados kits

comerciais (MP Biomedicals para T4 e T3 e LINCO Research para os demais).

3.5 Atividade da 5’ desiodase tireoideana

A atividade da 5'-desiodases foi verificada através de ensaio in vitro quantificando
a radioatividade proveniente da liberacdo de '?°l da reagdo de conversao do rT;
marcado com '2°| na presenca do agente redutor Dithiothreitol (DTT), conforme
descrito em trabalhos anteriores do nosso grupo (Pazos-Moura e cols., 1991; Lisboa e

cols., 2003).

As tiredides foram homogeneizadas em tampao tris-HCI pH6,8 (50mM de Tris,
10mM de DTT e TmM de EDTA). O T3 reverso marcado com '?*’lodo (12°] rT3)
(1,07mCi/g; PerkinElmer Life Sciences — Massachusetts, Estados Unidos) foi utilizado
como tragador do ensaio. Este foi purificado imediatamente antes de seu uso nos
ensaios por eletroforese em papel (Whatman®, GE Healthcare UK Limited —
Buckinghamshire, Inglaterra) utilizando acetato de amonio a 0,05M como tampao. Sua
extragao do papel foi realizada por eluicdo com tampao 1M de KH,PO4 e 10mM de
EDTA (pH6,9) e solucao 0,04N de NaOH com consecutiva lavagem com d&gua

destilada.

Os ensaios enzimaticos foram realizados a 37°C na presenca de 50pl de "I rT;

purificado e em tampao 100mM de KH:PO,; contendo TmM de EDTA (pH6,9)

utilizando condic¢des apropriadas para cada enzima.
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A atividade da 5’desiodase tireoideana foi avaliada em 50-150pg de proteina do
homogenato da amostra na presenca de 10mM de DTT (Sigma Aldrich — Missouri,
Estados Unidos) e 1,5uM de rT3 durante 30minutos. A reagao foi parada com a adigao

de solugdo 10mM de PTU contendo albumina de soro bovino (BSA) a 8% (Sigma

Aldrich) e solucao de acido tricloroacético (TCA) a 20% gelado (Vetec).

O sobrenadante obtido ap6s centrifugacao a 350xg/10min foi aplicado em coluna
(Bio rad) com resina de troca catibnica (Dowex 50WX2 -200 — Acros organics — Geel,
Bélgica). A coluna foi eluida com solucao de acido acético a 10% (Vetec) e o eluato
obtido contendo o '2°| livre foi quantificado em contador gama. A atividade enzimdtica

foi expressa como massa de rT3 desiodado por hora por miligrama de proteina.

Os ensaios foram testados quanto a linearidade da reacao dentro da faixa protéica

utilizada. O percentual de desiodacao do tubo branco foi menor que 3%.

3.6 Western blotting

Os hipotalamos foram homogeneizados para extracdo de proteina total em
tampao de lise (pH 7,4) em volume total de 250 pl contendo: 10 mM de EDTA, T mM
de MgCly, 50 nM de Hepes, TritonX-100 1%. No momento do processamento dos
tecidos, foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases na proporcao de 2pl/
TmL de solugdo. Apés homogeneizagdo, o homogenato foi centrifugado a 13000 x g
durante 5 minutos e o sobrenadante armazenado a -20° C para posteriores andlises. A
quantificagdo de proteina total do homogenato foi feita através do método de Bradford.

Ap6s quantificagdo, as amostras protéicas foram separadas em gel de

poliacrilamida 10% (SDS-PAGE). Foi padronizada a utilizagdo de 40pg de proteina.
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Ap6s separagdo, as amostras foram transferidas para uma membrana de PVDF, em
sistema Umido (Biorad) (300mA durante 2 horas).

A membrana, contendo as amostras protéicas, foi incubada com solugao tampao
TBS (20 mM Tris, 0,5 NaCl) contendo leite desnatado (Molico) 5%, sob agitacao
constante por 60 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada overnight e sob
agitacdo constante, com anticorpo especifico para reconhecimento do receptor de
leptina (Ob-R; Santa Cruz Biotechnology Mouse Monoclonal Ig-C). Utilizamos a
técnica de coloracdo da membrana com Vermelho de Ponceau como controle interno.
O anticorpo para ObR foi diluido em tampao TBS-BSA 2% na diluicao de 1:500. Ap6s
o periodo de incubagao foram realizadas 4 lavagens sucessivas de 5 minutos com TBS-
T 0,05%, e a membrana foi entdo incubada sob agitacao constante durante 3 horas
com o segundo anticorpo anti-mouse biotinilado (Santa Cruz Biotechnology Anti-
mouse Ig-C) diluido em tampao TBS-BSA 1%, na diluicao de 1:10.000. Apds este
periodo de incubacao, foram realizadas mais 4 lavagens de 5 minutos em TBS-T
0,05%. Posteriormente a membrana passou por mais 1 hora de incubacdo com
estreptavidina (Invitrogen Streptavidin Horseradish Peroxidase Conjugate) diluida em
tampao TBS (1:120.000), e ap6s isso foram realizadas mais 5 lavagens de 5 minutos
com TBST-T 0,05% para entdo procedermos a revelagao.

A membrana foi entdo banhada uniformemente durante 5 minutos com
aproximadamente 1,5 mL de solugdo comercial do método de luminescéncia nao
radioativa de deteccdo de antigenos especificos imobilizados (ECL Western Blotting
System — Amersham Biosciences). Ap6s isso, a membrana foi colocada em um cassete
onde o filme foi exposto por aproximadamente 1 minuto para a deteccao do sinal
imunorreativo. A andlise densitométrica foi realizada utilizando-se o software Kodak

1D v3.5.4.
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3.7 Analise estatistica

As médias dos parametros analisados nos grupos submetidos aos diferentes
tratamentos foram sempre comparadas com as médias dos grupos controles,
administrados com o veiculo correspondente ao do tratamento, seguindo o mesmo
protocolo experimental e realizado simultaneamente. Para a comparagao entre as
médias de mais de dois grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Bonferroni, exceto para a concentracao sérica de TSH que, por nao
apresentar uma distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
de Dunn. Para comparacdo das médias de dois grupos foi utilizado o teste t, exceto
para a concentragao sérica de TSH, quando foi utilizado o teste de Mann Whitney.

Todos os dados estao expressos como a média + o erro padrao da média.
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4 RESULTADOS
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4.1 EHfeitos do bloqueio de receptores Y1 ou Y5 centrais em animais com acesso a
racao, ou em jejum

A administracdo icv seriada de um antagonista de receptores Y5 (CGP71683; 15
nmoles/rato, 2 vezes ao dia por 72h) reduziu o consumo de alimento total (durante as
72h) em cerca de 32% (P=0,014), sendo esse efeito mais marcante durante o primeiro
periodo escuro (Fig.4 A e B). Esse procedimento também promoveu perda de massa
corporal de quase 10% (P<0,001) (Fig.4 C).

No que se refere as andlise hormonais, houve reducao de 62 e 18% nas
concentragoes séricas de T4 e T3, respectivamente (P<0,001 e P=0,033), sem alteracao
significativa na concentracao de TSH (Fig. 5 A, B e C). Também nao houve alteragao
significativa nas concentragoes séricas de PYY ou leptina (Fig.6 A e B).

J& animais em jejum submetidos ao mesmo protocolo de tratamento com o CGP
apresentaram atenuacao da queda na concentragdo sérica de T4, que permaneceu mais
de 3 vezes superior a dos animais controles (P<0,001) (Fig.7 B). Por outro lado, ndao
houve alteragdo significativa nas concentra¢des de TSH e T3 (Fig.7 A e C). O bloqueio
dos receptores Y5 centrais também acentuou a perda de massa corporal durante o
jejum de 15 para 17% (P=0,005) (Fig.8 A), sem alteragdao nas concentragoes de PYY e
leptina (Fig.8 B e C).

Por outro lado, administracdo tnica do CGP (na mesma dose utilizada no
protocolo de administracdo seriada) ap6s 72 horas de jejum promoveu incremento de
cerca de 4 vezes na concentracao sérica de TSH (P<0,001) (Fig.9 A). Entretanto, ndao
houve alteracao estatisticamente significativa nas concentracdes de T4 (P=0,195) ou T3

(P=0,085), quando comparadas ao grupo controle (Fig. 9 B e C).
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Bloqueio de receptores Y5 centrais por 72h
em animais com livre acesso a racao
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Figura 4:Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais por 72 horas (CGP, 15 nmoles/
rato, icv; 2 administracOes didrias) sobre o consumo alimentar (A e B) e a massa
corporal de ratos. Em “A”, as barras pretas representam o periodo escuro, enquanto as
brancas o periodo claro. Cada seta indica 0 momento de uma microinjecao. Dados
expressos como média + erro padrdo da média** P<0,01 vs controle. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y5 centrais por 72h
em animais com livre acesso a racao
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Figura 5: Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais por 72 horas (CGP, 15 nmoles/
rato, icv, 2 administracoes diarias ) sobre as concentracoes séricas de TSH (A), T4 (B) e
T3 (C) de ratos com livre acesso a racao. Dados expressos como média + erro padrao
da média. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y5 centrais por 72h
em animais com livre acesso a racao
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Figura 6: Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais por 72 horas (CGP, 15 nmoles/
rato, icv; 2 administracdes didrias) sobre as concentragoes séricas de PYY (A) e leptina
(B) de ratos com livre acesso a ragdao. Dados expressos como média + erro padrao da
média. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y5 centrais por 72h
em animais em jejum
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Figura 7: Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais durante 72 horas de jejum (CGP,
15 nmoles/rato, icv; 2 administragbes diarias), sobre as concentracoes séricas deTSH
(A), T4 (B) e T3 (C). Dados expressos como média + erro padrao da média. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y5 centrais por 72h
em animais em jejum
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Figura 8: Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais durante 72 horas de jejum (CGP,
15 nmoles/rato, icv; 2 administragdes didrias), sobre a perda de massa corporal (A) e as
concentragoes séricas de PYY (B) e leptina (C). Dados expressos como média + erro
padrao da média. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y5 centrais
apos 72h de jejum

P<0,001

TSH (ng/mL)

Controle CGP

3 P=0,1946

T4 (ug/mL)

Controle CGP

P=0,085

60+ T
50+

404
30
20+

T3 (ng/mL)

10+

Controle CGP

Figura 9: Efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais apés 72 horas de jejum (CGP 15
nmoles/rato, icv, administracao Gnica), sobre a as concentragcoes séricas de TSH (A), T4
(B) e T3 (C). Dados expressos como média + erro padrdo da média. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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O mesmo tratamento seriado com um antagonista de receptores Y1 (BIBP3226;
10 nmoles/rato, icv, 2 vezes por dia durante 72 horas) ndo modificou significativamente
os parametros analisados (consumo alimentar, massa corporal e concentragdes séricas
de TSH, T4 e T3) nos animais com livre acesso a racao (Fig.10 e 11). Em animais em
jejum, o bloqueio de receptores Y1 centrais também ndao modificou a concentracao
sérica de TSH e T3 (Fig.12 B e D). Entretanto, esse tratamento modificou
significativamente a concentracao sérica de T4, que foi 15% superior ao grupo controle
em jejum (P=0,046) (Fig.12 C). Adicionalmente, os animais em jejum tratados com o
antagonista Y1 tiveram a perda de massa corporal acentuada (P=0,044) (Fig.12 A).
Diversos animais apresentaram o comportamento de barrel rolling! em até 5 minutos
apo6s a administracao do BIBP.
4.2 Efeito da realimentacao sobre o eixo HHT e possiveis mediadores deste efeito

Ap6s 72h de jejum, os animais foram realimentados por 6 horas (o grupo
controle permaneceu em jejum) e amostras de sangue foram coletadas através da
canula na jugular, permitindo a andlise das variacdes na concentracao plasmatica de
TSH durante a realimentacdo. Apés 3h, o grupo realimentado apresentou um
incremento de aproximadamente 45% na concentragao plasmética de TSH (relativo ao
basal, antes da realimentagao), enquanto o grupo em jejum apresentou um decréscimo
de cerca de 8% (P=0,053) (Fig.13 A). Depois de 6h, a média da concentragao
plasmatica de TSH do grupo realimentado permaneceu cerca de 12% superior ao
basal, enquanto no grupo em jejum esse parametro foi 22% menor que o estado basal
(P=0,096) (Fig.13 B). Ainda, a variagdo na concentragdo plasmatica de TSH apés 3h de
realimentacdo apresentou correlagao positiva com a quantidade de alimento ingerido

(r=0,56 ; P=0,049).

' Alteragcdo motora caracterizada por rotagées ao longo do eixo longitudinal do animal
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Bloqueio de receptores Y1 centrais por 72h
em animais com livre acesso a racao
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Figura 10: Efeito do bloqueio de receptores Y1 centrais por 72 horas (BIBP, 10 nmoles/
rato, icv; 2 administracbes didrias), sobre o consumo de alimento (A) e a variacao da
massa corporal (B) de ratos com livre acesso a ragdo. Dados expressos como média +
erro padrao da média. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y1 centrais por 72h
em animais com livre acesso a racao
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Figura 11: Efeito do bloqueio de receptores Y1 centrais por 72 horas (BIBP, 10 nmoles/
rato, icv; 2 administracdes didrias), sobre as concentracbes séricas de TSH (A), T4 (B) e
T3 (C) de ratos com livre acesso a racao. Dados expressos como média + erro padrao
da média. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Bloqueio de receptores Y1 centrais por 72h
em animais em jejum
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Figura 12: Efeito do bloqueio de receptores Y1 centrais durante 72 horas de jejum
(BIBP, 10 nmoles/rato, icv; 2 administracbes didrias), sobre a variacio de massa
corporal (A) e as concentragdes séricas deTSH (B), T4 (C) e T3 (D). Dados expressos
como média + erro padrao da média. Os grupos experimentais continham 9 a 12

animais.
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Realimentacao apds 72h de jejum:
Coleta seriada de sangue através de canula jugular
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Figura 13: Alteragdes na concentragdo plasmatica de TSH durante a realimentacao,
ap6és 72 horas de jejum. As colunas representam as médias das variagoes da
concentragdo plasmatica de TSH 3 (A) ou 6 (B) horas ap6s o inicio da realimentagao,
em relacdo ao periodo basal, anterior a realimentagdo. O grupo controle permaneceu
em jejum. Dados expressos como média + erro padrao da média. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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Em outro experimento de realimentacdo o sangue foi coletado em jejum ou
posteriormente a realimentacdo por 1, 2, 3 ou 6 horas, apés a eutandsia por
decapitagdo. A concentracao de glicose sérica aumentou cerca de 83% na primeira
hora de realimentagdo, permanecendo em valores semelhantes até sexta hora
(P<0,001) (Fig. 14 A). Jd& a massa corporal sofreu incremento gradual, alcancando um
ganho de 6,6% (em relagdo a massa em jejum) apds 6 horas de realimentagao
(P<0,001 vs 1, 2 e 3h) (Fig. 14 B). Sob o ponto de vista end6crino, ocorreram alteragoes
nas concentragoes séricas de TSH, T4, T3 e PYY, sem alteracOes estatisticas nas
concentracoes de leptina e corticosterona (Fig. 15 e 16). As concentragoes de T4 e T3
aumentaram cerca de 26 e 29% , respectivamente, com Th de realimentacao (P<0,01),
tendo a concentragao de T4 aumentado gradualmente até 6 horas, quando foi 78%
superior ao jejum (P<0,001) (Fig. 15 B). Por outro lado, a concentragao sérica de T3
comegou a reduzir apés 2h de realimentagdo e ndo apresentou diferenca significativa
dos valores de jejum apds 6 horas de realimentacgao (Fig. 15 C). De forma semelhante,
a concentracao de TSH aumentou ap6s 2h (P<0,01), permaneceu em valor semelhante
a este ap6s 3h, mas sofreu decréscimo para valor semelhante ao controle ap6s 6h de
realimentacao (Fig. 15 A).

A concentragdo sérica de PYY aumentou ja na primeira hora de realimentagao e
permaneceu estavel por todo o periodo analisado (P<0,05) (Fig. 16 A). Entretanto, as
concentragoes de leptina e corticosterona ndo sofreram alteragoes significativas (Fig. 16
B e C). A expressao do receptor para leptina, ObR-b, no hipotdlamo mediobasal
também nao sofreu modificagao durante o periodo estudado (Fig.17).

Ap6s a primeira hora de realimentagdo, nao houve modificagao estatisticamente

significativa na atividade da 5’ desiodase tireoideana (P=0,446) (Fig. 18 A). Porém, a
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captagao de iodeto durante 15 minutos (avaliada em um novo experimento) estava

aumentada cerca de 32% neste mesmo periodo (P=0,042) (Fig. 18 B).

4.3 Efeitos central e hipofisario do PYY3.35 sobre a secrecao de TSH, em animais em
jejum

Apés 15 minutos da administracdo icv de 0,1nmol de PYYs3¢ ocorreu
decréscimo na concentracao sérica de TSH de aproximadamente 44%(P<0,01). Ja a
administracdo de 0,01 nmol n3o promoveu alteragdo significativa (Fig. 19 A). A
incubacdo de adenohipdfise, isoladas de ratos em jejum, com diferentes concentragdes

de PYY3.36 também ndo alterou a secrecao de TSH (Fig. 19 B).
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Realimentacao apds 72h de jejum:
Grupos distintos para cada tempo
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Figura 14: Efeitos da realimentagdo sobre a concentragdo sérica de glicose (A) e a
massa corporal (B). A variagdo na massa corporal é relativa ao periodo anterior a
realimentacdo (72h de jejum). Dados expressos como média + erro padrdao da média.
** P<0,01 e ***P<0,001. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Realimentacao ap6s 72h de jejum:
Grupos distintos para cada tempo
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Figura 15: Efeitos da realimentacdo sobre a concentragdo sérica de TSH (A), T4 (B) e T3
(C). Dados expressos como média + erro padrao da média. *P<0,05, ** P<0,01 e
***¥P<0,001 vs jejum. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Realimentacao apds 72h de jejum:
Grupos distintos para cada tempo
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Figura 16: Efeitos da realimentagdo sobre a concentracao sérica de PYY (A), leptina (B)
e corticosterona (C). Dados expressos como média + erro padrao da média. *P<0,05 vs
jejum. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Realimentacao apds 72h de jejum:
Grupos distintos para cada tempo
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Figura 17: Efeitos da realimentacdo sobre expressao hipotalamica do receptor para
leptina, ObR-b. Dados expressos como média + erro padrdo da média. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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Realimentacao apds 72h de jejum:
Metabolismo tireoideano
na 1a hora de realimentacao
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Figura 18: Efeitos da realimentacdo sobre a ativadade da 5" desiodase tireoideana (A) e
captagao tireoideana de iodeto (B). Dados expressos como média + erro padrao da
média. *P<0,05 vs jejum. Os grupos experimentais continham 9 a 12 animais.
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Efeitos do PYY;.36 sobre a secrecao de TSH
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Figura 19: Efeitos da administracdo central, em ratos em jejum, do PYY3.36 (A) e da
incubacao de adenohipdfise isoladas de ratos em jejum com este peptideo (B), sobre a
secrecdo de TSH. Dados expressos como média + erro padrao da média. Os grupos
experimentais continham 9 a 12 animais.
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5 DISCUSSAO
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A principal contribuicdo deste trabalho relaciona-se ao esclarecimento do papel
de receptores Y5 central no controle da atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-tiredide
(HHT) durante o jejum e na investigacao dos mecanismos envolvidos na ativagao da
tiredide durante o periodo inicial de realimentacao.

Embora haja controvérsia na literatura sobre o papel do receptor Y5 no controle
da ingestdao alimentar (Duhault e col., 2000; Polidori e col., 2000), nossos dados
apoiam a hipotese de sua ativagdo estimular a ingestdo alimentar, principalmente
durante periodo escuro. Essa hipétese ndo é nova e ja foi reforcada através da
administracao sistémica do mesmo antagonista aqui utilizado (Criscione e col., 1998;
Kask e col., 2001). Adicionalmente, a supressdao da expressao central deste receptor
também reduz o consumo alimentar em ratos com livre acesso a ragao (Tang-
Christensen e col., 1998). No presente trabalho, demonstramos que o bloqueio dos
receptores Y5 centrais durante 72 horas reduz o consumo de alimento total em mais de
30% e que esse efeito anorexigeno é mais marcante no primeiro periodo escuro do
tratamento. Nossos dados ndao permitem explicar o porqué desta dinamica temporal do
efeito observado sobre o consumo alimentar, mas Tang-Christensen e colaboradores
(1998) observaram efeito semelhante ao suprimir a sintese central de receptores Y5,
sendo a acdo anorexigena mais marcante nas primeiras 12 horas.

Embora a ingestdo alimentar tenha sido reduzida pelo tratamento com o
antagonista de receptores Y5 (CGP71683), a concentracao plasmatica de PYY ndo
sofreu modificacdo. Isso pode ser conseqiiéncia da redugdo do efeito anorexigeno ao
longo do periodo experimental. Afinal, no Gltimo periodo, anterior a eutandsia, nao
houve diferenca estatistica entre os valores de ingestao alimentar dos grupos.

Outro efeito observado foi acentuada perda de massa corporal nos animais

tratados com o CGP que, provavelmente, resulta da reducdo na ingestdo alimentar
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observada. A redugdo nas concentragoes séricas de T4 e T3 observada representa um
fendmeno ja descrito nessas condigdes de perda de massa corporal, sendo esse efeito
comumente atribuido a supressao da atividade de neurdnios hipotalamicos produtores
de TRH por acdo do NPY (ver Boelen e col., 2008). Todavia, n6s demonstramos que o
bloqueio dos receptores Y5 compromete essa acao supressora do NPY durante o jejum.
Portanto, a reducao na concentracao de hormonios tireoideanos (HT) observada nos
animais alimentados nao deve resultar da agao do NPY sobre neurénios TRHérgicos do
PVN. E possivel que o efeito observado envolva a reducio da ativacdo de receptores
MC4-R nesses neurbnios, ja que durante a restricao alimentar também ocorre aumento
da expressao de AgRP no nicleo arqueado (Mizuno & Mobbs, 1999; Palou e col.,
2009) e este é capaz de suprimir a expressao de pré-proTRH (Fekete e col., 2002c).
Neste caso, haveria redugao na sintese de AMPc nos neurbnios produtores de TRH,
reducdo na fosforilagdo da CREB e, consequentemente, menor ativagdo do promotor
do proTRH. Todavia, considerando essa hipétese, seria esperado que também ocorresse
reducdo na concentragdo sérica de TSH, o que ndo ocorreu. Uma possivel explicacao
seria a reducgdo inicial da concentragdo e atividade biolégica do TSH (resultante da
reduzida secrecao de TRH), resultando em decréscimo na concentracao sérica de HT
que, por sua vez, resultaria em menor supressdo da sintese hipofisaria de TSH. Desta
forma, ap6s 72 horas de tratamento, teriamos a concentracao sérica de TSH normal,
mas reducdo na atividade tireoideana. Entretanto, nossos dados ndo permitem a
confirmagao desta hipotese.

Conforme apresentado na introducao, durante o jejum ocorre supressao do eixo
HHT, caracterizando-se pela reducdo na expressao do pré-proTRH e nas concentragoes
séricas de TSH, T4 e T3 (Grossie & Turner, 1962; Croxson e col., 1977; Blake e col.,

1991). Acredita-se que essa resposta represente um importante mecanismo de
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adaptagdo ao estado de baixa disponibilidade energética. Afinal, o decréscimo nos
efeitos dos hormonios tireoideanos (HT) resulta em reducao no gasto energético e,
portanto, evitaria deplecao acelerada das reservas energéticas. Todavia, a administracao
de T3 em roedores em jejum n3o aumenta a taxa metabdlica (Rothwell e col., 1982).
Os mecanismos que levam a supressao do eixo HHT ainda nao foram elucidados.
Neste sentido, o presente trabalho trabalho demonstra, pela primeira vez, um papel
fisiolégico para receptores Y5 centrais no controle do eixo HHT durante o jejum, sendo
sua ativacdo responsavel, pelo menos em parte, pela supressao da secrecao de TSH e
da atividade da glandula tiredide.

O bloqueio dos receptores Y5 durante as 72 horas de jejum resultou em
acentuada perda de massa corporal, que pode resultar do incremento no gasto
energético secundario ao aumento na concentragao sérica de T4 e sua conversao local
a T3. O fato da concentragao sérica de T3 ndo ter modificado sugere que o tratamento
com o antagonista de receptores Y5 ndo interferiu em sua secrecdo ou conversao a
partir do T4, que encontram-se reduzidas no jejum. (Kinlaw e col., 1985; Wu S.Y.,
1990). Por outro lado, também nao ocorreu alteracdo na concentracao sérica de TSH.

Uma primeira hipétese seria de que o incremento na secrecao de T4, resultante
do bloqueio de receptores Y5 centrais neste modelo de jejum, poderia ser resultado de
ativagdo neural da tiredide. De fato, sabemos que: a administracao central de NPY
suprime a atividade do sistema nervoso simpatico (Egawa e col., 1991); durante o jejum
ocorre redugdo na atividade de eferéncias simpaticas a tiredide e que a desnervagao
simpatica compromete o funcionamento desta glandula (Young e col., 2005). Portanto,
ndao podemos descartar a possibilidade da administracao central do antagonista de
receptores Y5 promover incremento na atividade de eferéncias simpaticas a tiredide,

resultando em maior secrecao de T4.
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Por outro lado, o aumento na concentragao sérica de T4 nao foi acompanhado
por alteracdo na concentragao de TSH, o que sugere ndo haver uma alteragao primdria
da tiredide, pois isso resultaria em supressdao da secrecao de TSH. Portanto, outra
hipétese para explicar o efeito do bloqueio de receptores Y5 centrais sobre a
concentracdo sérica de T4 se baseia na ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide,
resultando em maior atividade biolégica do TSH, j& que sua concentracdao nao
aumentou.

Os receptores Y5 sdao expressos no PVN (Durkin e col., 2000) e a administragao
de agonista Y5 em animais alimentados promove supressao na expressao do pré-
proTRH (Fekete e col., 2002a). Ainda, durante o jejum ocorre incremento na
concentragdo do NPY tanto no nidcleo arqueado, como no PVN (Beck e col., 1990).
Portanto, é possivel que o bloqueio dos receptores Y5 centrais comprometa a supressao
da sintese de TRH durante o jejum. Como resultado, ocorreria maior secrecao de TRH,
contribuindo para o incremento na atividade biolégica do TSH (Nikrodhanond e col.,
2006). O fato da concentragdo sérica de TSH ndo aumentar pode ser resultado da
supressao de sua sintese por acdo direta dos hormonios tireoideanos, no tireotrofos.
Portanto, é possivel que a reativacdo tireoideana por bloqueio dos receptores Y5 seja
decorrente da retirada do efeito supressor do NPY sobre neurdnios produtores de TRH,
resultando em sintese sustentada de TSH, biologicamente mais ativo, mesmo na
presenca de elevada concentragao de T4.

Ainda, é possivel que o bloqueio de receptores Y5 diminua a conversao
hipotaldmica de T4 a T3, contribuindo para ativacao do eixo HHT. Embora nao haja
evidéncias que sugiram uma acdo direta do NPY sobre os tanicitos que expressam a
D2, sabe-se que a administracao de leptina suprime a ativacdo da D2 hipotalamica

durante o jejum (Coppola e col., 2005). Como a leptina apresenta efeito inibitéiro
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sobre neurbnios produtores de NPY, é possivel que esse neurotransmissor seja
mediador do efeito da leptina. Neste caso, consideramos a hipétese de um efeito
estimulante do NPY sobre a atividade da D2, que seria bloqueado pelo antagonista de
receptores Y5. Como resultado, ocorreria menor sintese hipotalamica de T3,
contribuindo para ativacdo do eixo HHT. De qualquer maneira, o aumento na
concentragdo plasmatica de T4 ndo é secundario a alteragdo na secrecao de PYY ou
leptina que, como descrito na introducdo, sao capazes de estimular a secrecao de TSH
(Légradi e col., 1997; Oliveira e col., 2006), mas estao inalterados em nosso estudo.

Se a segunda hipdtese, relativa ao bloqueio da supressao da sintese de TRH,
fosse verdadeira, uma Gnica administragao central do antagonista de receptores Y5 no
final do periodo de jejum causaria incremento da secrecao de TSH. Afinal, como o
receptor Y5 é acoplado a proteina Gi, seu bloqueio reduziria a inibicdo da sintese de
AMPc e, portanto, resultaria em maior fosforilacao da CREB, com conseqliente ativacao
do promotor do proTRH. Dessa forma, ocorreria aumento da secrecao de TRH, mas
ndo haveria supressao da sintese de TSH pelos hormonios tireoideanos, que encontram-
se em baixa concentracao plasmética. De fato, em novo experimento, demonstramos
que o bloqueio agudo de receptores Y5 centrais ap6s 72 horas de jejum, compromete a
supressao do eixo HHT durante o jejum, resultando em incremento na concentracao
sérica de TSH. Portanto, a ativagdo desses receptores apresenta papel fisiolégico
durante o jejum, sendo responsavel pela supressao do eixo HHT e, consequentemente,
reducdo no gasto energético.

Dessa forma, reforcamos a importancia do papel dos receptores Y5 centrais no
controle da ingestao alimentar, o que indiretamente acarreta alteragdes no eixo HHT, e
demonstramos, pela primeira vez, sua relevancia para o controle da atividade do eixo

HHT durante o jejum.
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Outro receptor que, quando ativado farmacologicamente, é capaz de modular
tanto a ingestao de alimentos, como a expressao do pré-proTRH, é o receptor Y1. O
bloqueio de receptores Y1 centrais reduza a resposta orexigena resultante da
administracdo do NPY, mas a administracdao central do BIBP3226 (antagonista de
receptores Y1) ndao modifica o consumo de alimento em condicdes basais (Kask e col.,
1998; Morgan e col., 1998). Portanto, nossos dados reforcam a hipé6tese de nao haver
relevancia fisiolégica para a ativacdo de receptores Y1, em condigdes basais, no
controle da ingestao alimentar. Por outro lado, esse antagonista reduz tanto o consumo
de uma dieta de alta palatabilidade, como a resposta orexigena induzida por um
periodo de jejum (Kask e col., 1998). Portanto, é possivel que a resposta orexigena
secundaria a ativagao dos receptores Y1 relacione-se a condicoes de reduzida oferta de
energia, ou mesmo de cardter heddnico, como no caso de alimentos de alta
palatabilidade.

Sob o ponto de vista enddcrino, o bloqueio de receptores Y1 centrais por 72
horas ndo modificou a atividade do eixo HHT em animais com livre acesso a racao.
Por outro lado, nos animais tratados durante o jejum, houve discreto aumento na perda
de massa corporal e na concentragao sérica de T4. Como nao houve incremento na
concentragao sérica de TSH, podemos elaborar hipétese similar aquela elaborada para
explicar os efeitos observados ap6s o bloqueio de receptores Y5. Entretanto, naquela
situagdo, o incremento na concentracdo de T4 foi de magnitude bem maior. De
qualquer forma, a interpretacdo dos dados obtidos com a administragdo central do
antagonista de receptores Y1 deve ser feita com muita cautela, pois diversos animais
apresentaram o comportamento de barrel rolling (um tipo de convulsao) nos primeiros
minutos ap6s a microinjecdo (efeito nao quantificado). Como a administracdo de

anticorpos contra o NPY na area ventrolateral do tdlamo promove o comportamento de
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barrel rolling (Walter e col., 1994), é possivel que o comportamento observado resulte
do bloqueio de receptores Y1 nesta area.

Assim sendo, podemos afirmar que, pelo menos em ratos, a ativacio de
receptores Y5 contribui para a supressao do eixo hipotalamo-hipdfise tiredide durante o
jejum, provavelmente através da inibicao de neuronios produtores de TRH no PVN. Por
outro lado, ndo podemos excluir a possibilidade de envolvimento de receptores Y1.

Sobre a ativagdo do eixo HHT durante a realimentacao, existem poucos dados
disponiveis na literatura e estes sao controversos. Rothwell e colaboradores (1982;
1983) mostraram que a concentragao sérica de T3 aumenta nas primeiras 3 horas de
realimentagdo (ap6s 72h de jejum). Por outro lado, em trabalho mais recente, Sdnchez
e colaboradores (2008) propuseram que a ativagao do eixo HHT ocorresse somente
ap6s 12 horas de realimentagao (ap6s 64h de jejum). Estes mostraram que tanto a
expressao de pré-proTRH no PVN, como a concentragao sérica de TSH permanecem
reduzidas entre 4 e 12 horas de realimentacao, retornando para valores semelhantes ao
grupo normoalimentado em 24 horas. J& os nossos dados, mostram que a ativagao do
eixo HHT ocorre rapidamente, nas primeiras horas de realimentagao, apresentando
relacdo com a quantidade de alimento ingerido.

A coleta de sangue seriada do animais (em jejum e apds 3 e 6 horas de
realimentagdo) nos permitiu verificar que a secrecao de TSH aumenta ja nas primeiras
3 horas de realimentagdo e apresenta correlagdo com a quantidade de ragao
consumida. Esta abordagem experimental apresenta dois inconvenientes: reduzido
volume de plasma disponivel para quantificacdo de concentragcdo de diferentes
hormdnios; a possibilidade de reducao na atividade do eixo HHT em funcdo da
manipulagdo cirdrgica na véspera do experimento. Em funcao disso, realizamos outro

experimento, no qual grupos de animais foram sacrificados por decapitagdo em
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diferentes tempos (jejum, 1, 2, 3 ou 6h de realimentagdo), nos permitindo a coleta de
maior volume de sangue.

A concentracdo sérica dos hormdnios tireoideanos aumentou ja na primeira
hora de realimentagdo, assim como a captacao de iodeto pela tiredide, sugerindo o
incremento na atividade do NIS, o qual é estimulado pelo TSH. Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na concentracao sérica de TSH com 1 hora de
realimentacdo. F possivel que a glandula do animal em jejum estivesse depletada de
iodo, o que aumentaria a sua sensibilidade a agao do TSH, facilitando a captacao de
iodeto. Mesmo assim, ndo podemos excluir a possibilidade de um incremento na
atividade biolégica do TSH nesse periodo, associado ao incremento gradual de sua
concentracdo sérica. Hugues e colaboradores (1983) mostraram ocorrer incremento na
concentragao plasmatica de TSH na primeira hora ap6s realimentacao com dieta rica
em carboidratos, sendo este efeito bloqueado pela administragdo de um anticorpo
contra o TRH.

Embora n3ao tenhamos identificado alteracdo na atividade da 5’ desiodase
tireoideana com uma hora de realimentacao, as alteracbes na concentragao sérica de
T3 seguem um perfil semelhante aquele das alteracdoes de TSH, sugerindo que este
altimo represente um importante estimulo a secrecao do primeiro. Por outro lado,
como nado ha alteracao significativa na concentracao sérica de TSH e na atividade da
D1 tireoideana (a qual é estimulada pelo TSH), é possivel que a ativacdo inicial da
tiredide envolva outros mecanismos, como a ativagao sistema nervoso simpético.

Interessantemente, ap6s 3 horas de realimentagdo a concentragdo de T3 retorna
a valores semelhantes aos do grupo em jejum, provavelmente como resultado da
reducdo na concentracdo de TSH. Esta ultima, por sua vez, pode ter ocorrido em

fungao do ciclo circadiano, caracterizado pela redugao no eixo HHT apds as primeiras
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horas do periodo claro (ver Seoane e col., 2000). Ja a concentragdo sérica de T4
continuou sofrendo incremento durante todo o periodo experimental, alcancando seu
pico 6 horas ap6s o inicio da realimentagdo. Portanto, embora ocorra rdpida ativagao
do eixo HHT nas primeiras horas de realimentagdo, ap6s 3 horas este sofre
modificacao, resultando em reducao na secrecao de TSH e concentragao sérica de T3,
porém com sustentado aumento na concentragdo de T4. Este Gltimo fendmeno pode
ocorrer em fungdo da elevada meia vida do T4, quando comparado ao T3. De qualquer
forma, nossos dados nao se opde aos dados de Sanchez e colaboradores (2008), ja que
o primeiro ponto temporal analisado por eles foi 4h apés o inicio da realimentagdo. Por
outro lado, a afirmacdo deles sobre a ativagao tardia do eixo HHT parecer ser
inadequada.

Associando nossos dados, sabemos que ocorre rapido estimulo ao eixo HHT e
este relaciona-se ao consumo alimentar. Como os animais foram mantidos agrupados,
ndao mensuramos o consumo individual de ragao no segundo experimento. Entretanto,
o “ganho de massa corporal”, que ocorreu gradualmente ao longo da realimentacao,
nos sugere que os animais continuaram comendo até a 6a. hora de realimentacao. Isso
explicaria o porqué das concentragoes séricas de glicose e PYY permanecerem em
valores semelhantes em todos os grupos realimentados. A glicose parece ndao contribuir
para a ativacao do eixo (Fekete e col., 2006), mas a administragdo sistémica de PYY3.36
é capaz de estimular a secrecdo de TSH em animais em jejum (Oliveira e col., 2006).
Portanto, é possivel que a secrecdo intestinal deste hormonio durante a realimentagcao
resulte em ativacao do eixo HHT.

Visando contribuir para a compreensao dos mecanismos envolvidos na acao do
PYY336 sobre a secrecdo de TSH, realizamos 2 novos experimentos, nos quais

avaliamos o efeito da sua administragdo central e sua agao direta sobre adenohipdfises
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isoladas de ratos em jejum. De forma intrigante, seu efeito central resultou em reducao
na concentracao sérica de TSH. Embora seja um efeito oposto ao esperado, pode ser
resultado da ativacao de receptores Y5 nos neurdnios TRHérgicos do PVN. Ja& em
adenohipdfises isoladas, o PYY3.3s ndo modificou a secrecao de TSH, nas
concentragoes testadas. Assim sendo, nossos dados ndo permitem afirmar como ocorre
o efeito estimulante do PYY3.36 sobre a secrecao de TSH em animais em jejum (Oliveira
e col., 2006). Uma hipétese para explicar este efeito seria sua atuacao em aferéncias
vagais. Afinal, esses neurdnios expressam o receptor Y2 e apresentam incremento na
freqliéncia de disparo de potenciais de agdo apds a administragdo sistémica de PYY3.36
(Koda e col., 2005). Ainda, a vagotomia suprime o aumento da expressao de c-fos em
neuronios parvocelulares do PVN induzida pela realimentacdo (Timofeeva e col.,
2005). Portanto, é possivel que a ativacdo de neurbnios do PVN durante a
realimentacdo envolvam a acdo do PYY3.36 em aferéncias vagais.

Outro possivel modulador da ativagao do eixo HHT durante a realimentagao € a
leptina. Conforme exposto na introdugdo, esse hormoénio é capaz de estimular o eixo
HHT e seus efeitos sobre a expressio de proTRH podem ser tanto diretos, como
indiretos, através de sua agdo sobre neurdnios do nicleo arqueado(ARC) (ver
Hollenberg, A.N., 2008; Nillni, E.A., 2010). Vella e colaboradores (2007) demonstraram
que, apds 24 horas de jejum em camundongos, a realimentagdo por duas horas
promove incremento na concentragdo plasmatica de leptina. Simultaneamente, ocorre
aumento na expressao do fator de transcricio Nhlh2 no PVN e ARC, podendo esse
efeito ser obtido pela administracao de leptina a camundongos em jejum. Portanto, eles
propuseram que o incremento na concentracdo plasmatica de leptina durante a
realimentacdo representasse estimulo a expressio do Nhlh2. Como este fator de

transcricao é capaz de influenciar a expressao do proTRH (Jing e col., 2004), torna-se
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plausivel admitirmos seu envolvimento na ativacdo do eixo HHT durante a
realimentacdo, sendo a leptina um importante mediador.

Todavia, nossos dados mostram que a realimentagao por 6 horas, ap6s 72 horas
de jejum ndao modifica a concentragao plasmatica de leptina. Essa diferenca em relagao
aos dados de Vella e colaboradores (2007) pode ser resultado da diferenca na duragao
do jejum, ja apds 72 horas de jejum a massa de tecidos adiposo torna-se extremamente
reduzida, podendo comprometer a secrecao de leptina. Mesmo assim, 2 horas de
realimentacdo (ap6s 72h de jejum) promove mudanga na expressao de c-Fos em
neurdnios da porcao medial para aqueles mais laterais do nucleo arqueado, aonde

estdo localizados os produtores de caMSH, sendo a expressao de c-Fos presente em

quase 90% desses neurdnios (Singru e col., 2007). Além disso, a administragao do
AgRP antes da realimentagdo reduziu a expressao de c-Fos no PVN. Também ja foi
demonstrado que a expressao de NPY e AgRP no ARC sofre reducdo nas primeiras 4
horas de realimentacdo (Sanchez e col., 2008). Portanto, a neurotransmissao
melanocortinérgica parecer apresentar efeito estimulante sobre neurénios do PVN
durante a realimentagdo, podendo estar envolvida na ativacao do eixo HHT. Como os
neurdnios produtores de &dMSH sao estimulados pela leptina, é possivel que, mesmo
sem incremento na concentragao plasmatica deste horménio, alteragdo na expressao
hipotalamica de seu receptor, o ObR-b, pudesse contribuir para ativagao do eixo HHT.
Também foi proposto um papel para os glicocorticéides no controle do eixo
HHT durante o jejum. Coppola e colaboradores (2005) demonstraram que o0s
glicocorticéides estimulam o incremento na atividade da desiodase do tipo 2 (D2) no
hipotdlamo durante o jejum, contribuindo para a supressao do eixo HHT. Ainda, Lee e
colaboradores (2003) demonstraram que na primeira hora de realimentacao ocorre

incremento na fosforilagio de CREB no hipotilamo de ratos, sendo esse efeito
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bloqueado pela administracdo de dexametasona. Portanto, por sua agao inibitéria tanto
sobre a D2, como sobre a fosforilacdo da CREB, o incremento na concentracao sérica
de glicocorticéides pode participar da supressao do eixo HHT. Por outro lado, a
reducdo em sua concentracdo sérica durante a realimentagao poderia estar envolvida
na ativacdo deste eixo. Entretanto, ndo houve reducdao na concentracao sérica de
corticosterona nas primeiras 6 horas de realimentagao, sugerindo o nao envolvimento
deste hormonio no controle da atividade tireoideana neste periodo.

Dessa forma, demonstramos que durante a realimentacao ocorre rapido estimulo
da atividade tireoideana, pelo menos em parte, devido ao incremento na secrecao de
TSH, caracterizando assim, a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide ainda nas
primeiras horas. Embora ndo possamos identificar os mecanismos envolvidos neste
fendbmeno, demonstramos que a ativacdo do eixo HHT esta relacionada com a

quantidade de ragdo ingerida, podendo envolver a acao do PYY.
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6 CONCLUSOES
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A ativagao de receptores Y5 no encéfalo, provavelmente em neurbnios
hipofisiotrépicos produtores de TRH, contribui significativamente para a supressao do
eixo hipotdlamo-hipédfise-tiredide (HHT) que ocorre durante o jejum. Embora a
ativacao de receptores Y1 possa contribuir para esse fendbmeno, nosso dados sugerem
haver maior participacao dos receptores Y5.

Conforme descrito na literatura, nés confirmamos que os receptores Y5
participam do controle da ingestao alimentar em condigoes basais e o seu bloqueio
promove reducdo no consumo alimentar e na massa corporal. A reducao na
concentragdo sérica de hormonios tireoideanos nessa condicdo foi, provavelmente,
resultado da perda de massa corporal e ndo um efeito primario do bloqueio dos
receptores Y5. J& o bloqueio de receptores Y1 ndo modificou o consumo de racao, mas
promoveu alteracdo motora caracterizando um tipo de convulsao (barrel rolling),
possivelmente por acdo em areas talamicas.

Durante a realimentagdo, a captacdo tireoideana de iodeto aumenta ja na
primeira hora, sendo esse efeito, pelo menos em parte, resultante da ativagao do eixo
HHT. Embora a concentragao sérica de tiroxina aumente gradualmente até 6 horas de
realimentacdo, as concentracdes de tireotrofina e triiodotironina sofrem intensa
reducdo apds 3 horas, podendo este fendbmeno resultar de alteragdes circadianas
normais.

A secrecao de TSH nas 3 primeiras horas de realimentacao relaciona-se com o
total de alimento ingerido no periodo e, portanto, a ativacdo do eixo HHT pode
envolver a participagao de hormonios do trato gastrointestinal, como o PYY3.36, um
agonista de receptores Y2. De fato, a concentracao sérica de PYY aumenta ja na
primeira hora, mas nossos dados ndao permitem elucidar o mecanismo através do qual

ele exerceria esse efeito. De qualquer forma, esse hormonio nao foi capaz de estimular
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a secrecao de TSH por adenohipdfise isoladas de ratos em jejum, ou apds sua
administracao central. Portanto, é possivel que seu efeito envolva a ativagao de
aferéncias vagais.

Embora a leptina e a corticosterona pudessem estar envolvidas na ativagao do
eixo HHT durante a realimentagao, nossos dados ndo apoiam essa hipétese. Afinal, nao
houve modificacdo significativa na concentragdo sérica desses horménios durante a
realimentacao.

Assim sendo, podemos concluir que os receptores Y5, além de participarem do
controle da ingestao de alimento em condigoes basais, também apresentam importante
papel no controle da atividade tireoideana em condicdo de intenso catabolismo, como
no jejum. A mudanca do estado catabdlico para uma condicdo anabdlica representa
um estimulo a atividade tireoideana, envolvendo a répida ativagao do eixo HHT que

ocorre simultaneamente ao incremento na concentracao sérica de PYY.
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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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