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RESUMO

PREVIDE, R. M. Avaliacio dos efeitos agudos e em longo prazo do horménio tireoidiano
sobre o eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal e sua importancia fisiolégica. 2016. 83 f. Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2016.

Os hormonios tireoidianos (HTs) participam de diversos processos bioldgicos, por meio
de agdes que exercem sobre a expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas com o
metabolismo, crescimento e desenvolvimento, agdes essas conhecidas como genOmicas.
Todavia, algumas ac¢des dos HTs sdo desencadeadas na presenca de inibidores da transcrigao
génica, indicando que eles exercem também acdes ndo gendmicas. Poucos sdo os estudos que
exploram a participacao dos HTs na regulacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, portanto,
o presente estudo tem o objetivo de caracterizar as acdes rapidas (30’), bem como as que
ocorrem em longo prazo (5 dias) do T3 sobre a sintese de POMC e secrecao de ACTH em
cultura de células AtT-20 e em ratos submetidos a tireoidectomia (Tx) e posteriormente tratados
com triiodotironina em doses fisiologicas e supra fisiologicas. Também verificamos a acao do
T3 em cultura primaria de adrenais e a acao do TSH em cultura primaria de hipofises. Apds
esses tratamentos avaliamos a expressao de mRNA de POMC, CRH, PC1, StAR, CYP11Al,
CYPI11BI1, CYP11B2, 33-HSD e SF-1 por qPCR, o contetido de POMC/ACTH por western
blotting e a secrecao de ACTH e corticosterona. Detectamos nos ratos Tx uma reducao do
conteido de mRNA da POMC, em paralelo a um aumento da sua cauda poli(A). O tratamento
com T3 em dose suprafisiologica por 30 minutos ou 5 dias promoveu um aumento na expressao
deste mRNA, embora os valores obtidos tenham sido inferiores aos detectados no grupo
controle. Quanto ao conteudo de POMC e ACTH, observamos que este permanece inalterado
tanto no tratamento cronico, como no agudo com T3. A enzima PCI tem sua expressao
aumentada em ratos Tx, fato esse revertido a niveis iguais ao do controle pelo tratamento com
T3. As enzimas responsaveis pela esteroidogénese e a corticosterona sérica nao apresentaram
diferencas entre tratamentos nos grupos estudados in vivo, apesar da reducao sérica de ACTH
em animais Tx, porém SF-1 teve sua expressao aumentada in vitro apds tratamento com T3. Na
cultura de hipoéfises, o TSH se mostrou capaz de aumentar a secre¢ao de ACTH sem alteragao
de transcri¢ao génica de POMC e esse mecanismo pode ter a participagdo do AMPc e célcio. O
mRNA de POMC se reduziu quando as células AtT-20 foram cultivadas por 24 horas em meio
depletado de HTs, situagcdo que foi revertida quando as células foram tratadas por 30 minutos
com T3 na dose 10°M. O tratamento dessas células com o peptideo RGD provocou a perda
desse efeito, sugerindo uma acdo de membrana. O tratamento prévio das células com
actinomicina D também preveniu este efeito do T3. Estes dados sugerem que essa acao rapida
do T3 ¢ desencadeada primariamente na membrana celular e que envolve mecanismos que
levam a inducao da transcri¢ao desse gene. Conclui-se que a auséncia de T3 reduz o contetdo
de mRNA da POMC e a secre¢gdo de ACTH pela hipofise, apesar de mecanismos
compensatorios estarem ativados e o TSH se mostrou um novo fator paracrino estimulante da
secrecdo de ACTH em cultura primaria de hipofise.

Palavras-chave: Triiodotironina. Hipofise. TSH. ACTH. Adrenal



ABSTRACT

PREVIDE, R. M. Acute and long therm effects of thyroid hormones on the hypothalamic-
pituitary-adrenal axys and its physiological importance. 2016. 83 p. Ph. D. Thesis (Human
Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

Thyroid hormones (TH) participate in many biological processes, regulating the
expression of genes that encode proteins involved in the metabolism, growth and development,
actions these known as genomic actions. However, some actions of HTs are triggered in the
presence of inhibitors of gene transcription and in short time, indicating that they also perform
non genomic actions. There are few studies that explore the participation of HTs in the
regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, therefore, the present study aims to
characterize T3 quick actions (30') as well as those that occur in long-term (5 days) on POMC
synthesis and ACTH secretion in AtT-20 cell culture and in rats subjected to thyroidectomy
(Tx) and then treated with physiological and supraphysiological doses of T3. We also verified
T3 actions in primary culture of adrenals and the action of TSH in primary cultures of pituitary
glands. After these treatments we evaluated mRNA expression. of POMC, CRH, PCI1, StAR,
CYPI11A1, CYP11BI1, CYP11B2, 3-HSD and SF-1 by qPCR, the content of POMC/ACTH by
western blotting and secretion of ACTH and corticosterone. A reduction on POMC mRNA
content was detected in Tx rats in parallel to an increase of their poly (A) tail. Treatment with
T3 in supraphysiological dose for 30 minutes or 5 days promoted an increase in the expression
of POMC mRNA, although the values were lower than those detected in the control group. As
for the content of POMC and ACTH, we observed that it remained unchanged both in the
chronic and acute treatments. PC1 enzyme had its expression increased in Tx rats, which is
reverted to levels equal to control group by T3 treatment. The enzymes responsible for
steroidogenesis and serum corticosterone showed no differences between treatments in the in
vivo studied groups, despite the reduction of serum ACTH in Tx animals, but SF-1 had its
expression increased in vitro after treatment with T3. In pituitary primary culture, TSH
increased ACTH secretion with no alteration of POMC mRNA content and this mechanism
may be mediated by cAMP and calcium. POMC mRNA was reduced when AtT-20 cells were
cultured for 24 hours in medium depleted of TH and this situation was reversed when cells were
treated for 30 minutes with T3 10°M. Treatment of these cells with RGD peptide prevented
POMC mRNA increase in response to T3, suggesting that this T3 action depends on its binding
to the membrane protein. Pretreatment of cells with actinomycin D also prevented this effect of
T3. These data together suggest that this rapid action of T3 is triggered primarily in the cell
membrane and involves mechanisms that lead to subsequent induction of POMC gene
transcription. We conclude that T3 absence reduces POMC mRNA content and ACTH
secretion by the pituitary due to a possible cytoskeleton impairment, although compensatory
mechanisms are activated and TSH showed a new stimulating paracrine factor of ACTH
secretion in primary culture of pituitary gland.

Keywords: Triiodothyronine. Pituitary. TSH. ACTH. Adrenal
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1 INTRODUCAO

1.1 Hormonios tireoidianos — Biossintese, regulacdo e mecanismos de acao

A glandula tireoide foi descrita em 1656 por Thomas Wharton e acreditava-se que a sua
funcgdo era de embelezar o pescogo. Somente no fim do século 19 foi descoberto que a glandula
exercia um papel funcional no organismo. Observou-se que o cretinismo € o mixedema
(hipotireoidismo adulto) estavam associados a atrofia da glandula tireoide e a remocao da
glandula tireoide provocava alteragdes semelhantes ao mixedema (LINDHOLM; LAURBERG,
2011). Ja em 1891 foi detectado que o mixedema poderia ser tratado com injecdes didrias de
extrato de tireoide de ovelha e algum tempo depois foi obervado que tireoides levemente
cozidas provocavam o mesmo efeito. ApoOs estas evidencias, foi proposto que a tireoide
produziria um composto que quando ausente causaria o mixedema (GALTON, 2013).

Em 1914, um composto contendo 65,3% de iodo foi isolado por Edward Kendall, porém
s6 em 1927 a tiroxina (T4) foi quimicamente caracterizada. Outro composto produzido pela
tireoide, a triiodotironina, foi descoberto por Gross e Pitt-Rivers em 1952 (LINDHOLM;
LAURBERG, 2011).

A sintese dos hormonios tireoidianos (HTs) ocorre a partir da absorcao ativa de iodeto
pela proteina NIS, presente na tiredide e também em outros 6érgaos como intestino, glandulas
salivares e na glandula mamaria (PORTULANO; PARODER-BELENITSKY; CARRASCO,
2014). Na tireoide, apds a absorcao, o iodeto ¢ transportado para o Ilimen do foliculo pela
proteina apical denominada pendrina. No limen o iodeto ¢ oxidado pela enzima TPO num
processo catalisado pelo peroxido de hidrogénio e ¢ incorporado nos residuos de tirosina da
tireoglobulina, passo também catalisado pela TPO. Nesse processo, denominado organificagao
do iodo, ocorre a formagdo de monoiodotirosina (MIT) ou diiodotirosina (DIT). Apds a
formagdo de DIT e MIT, essas sofrem um processo também catalisado pela TPO onde sdo
acopladas ocorrendo a formagao de T3, T4, rT3 e T2. Através da acdo do TSH, a tireoglobulina
¢ englobada pela célula folicular e ¢ hidrolisada nos lisossomos liberando T3, T4, rT3, T2, MITs
e DITs. MITs e DITs tem seu iodo removido para reaproveitamento enquanto os hormonios sao
secretados para a circulacdo (KIMURA, 2008; YEN, 2001).

O processo de sintese e secre¢ao dos HTs esta sobre regulacao do eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide. No hipotalamo, mais precisamente no nucleo paraventricular, o hormonio

liberador de tireotropina (TRH) ¢ sintetizado. Apds ser liberado na eminéncia mediana ele €
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transportado pela circulacao porta hipofisaria até a adeno-hipoéfise, ou hipodfise anterior onde se
liga ao seu receptor, TRHR, presente nos tireotrofos e lactotrofos. Nos tireotrofos, a ativagdo
do TRHR provoca aumento na sintese e secrecao de hormonio tireotréfico (TSH) (JOSEPH-
BRAVO et al., 2015). A agdo classica do TSH ocorre nos tireocitos, onde o0 mesmo age no
receptor de TSH, TSHR. Ao se ligar a este receptor o TSH desencadeia a ativacao tanto de Gs
como de Gq. A ativagdo de Gs provoca liberacao da subunidade alfa e ativacdo da adenilato
ciclase, enzima responsavel pela conversao de ATP em AMPc. Essas a¢des causadas pela
ativacao de Gs estdo envolvidas com crescimento de tecido tireoidiano e secre¢ao hormonal. Ja
a ativacdo de Gq ativa a fosfolipase C e controla a sintese hormonios na tiredide (DUPREZ et
al., 1998; RICHARDS, 2008). Os hormdnios T4 e T3 sdo entdo liberados pela tiredide e a sua
propria produgdo também ¢ responsavel pela regulacao de sua sintese, uma vez que esses
hormonios sdo responsaveis pelo feedback negativo no hipotalamo e na hipofise, onde o T4 tem
um papel mais importante que o T3 na regulagdo da sintese e secrecdo de TRH e TSH
(ZOELLER; TAN; TYL, 2007).

No entanto, ¢ necessario ficar claro que o TSH ndo age apenas na tiredide. O TSHR ja
foi descrito em outros tecidos, como no tecido adiposo (SORISKY; BELL; GAGNON, 2000),
na hipéfise (BROKKEN et al., 2001; PRUMMEL et al., 2000), nos rins, cérebro, coragao,
ossos, linfocitos e testiculos (DAVIES; MARIANS; LATIF, 2002), tecidos nos quais exerce
efeitos diferentes dos que exerce na tiredide. No tecido adiposo, o TSH regula a lipolise e esta
envolvido no processo de desenvolvimento e remodelamento de pré-adipocitos. Ja na hipofise,
ele foi localizado nas células foliculo estreladas e os autores acreditam que seu papel seja de
regulacao fina da secre¢ao de TSH, ja que essas células se localizam préximas aos tireotrofos
(PRUMMEL, et al., 2000).

Voltando aos HTs, o T4 circulante ¢ sintetizado totalmente pela tiredide enquanto
apenas 20% do T3 circulante ¢ gerado pela glandula (KIMURA, 2008; YEN, 2001). Os 80%
restantes sao gerados pela desiodacdo do T4, sendo sua disponibilidade regulada pela atividade
das desiodases, que sdo divididas em trés tipos. As desiodases do tipo 1 sdo expressas
principalmente no figado, rins, tiredide e hipdfise; as do tipo 2 no sistema nervoso central,
adeno-hipofise, tecido adiposo marrom e placenta e as do tipo 3 no sistema nervoso central,
placenta, pele e em tecidos fetais (BIANCO et al., 2002; OETTING; YEN, 2007).

Os HTs sao transportados na corrente sanguinea ligados a proteinas transportadoras
como a proteina ligadora de tiroxina (TBQG), a transtirretina e albumina (KIMURA, 2008). Eles

sdo transportados para o interior das cé¢lulas através de transportadores que se encontram na
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membrana celular, dos quais se destacam o transportador de monocarboxilato 8 e 10 (MCTS8 e
MCT10) no transporte de T3 e o transportador de anions organicos, OATPICI, para o
transporte de T4. O OATPICI1 ¢ altamente expresso em capilares do cérebro, no proprio cérebro
e nas c¢lulas de Leydig, enquanto o MCTS8 ¢ expresso no cérebro, coracao, figado, adrenal e
glandula tiredide. J& o MCT10 foi descrito no intestino, rim, musculo, placenta e figado
(BERNAL; GUADANO-FERRAZ; MORTE, 2015; JANSEN, et al., 2005; VISSER,
FRIESEMA; VISSER, 2011).

Os hormonios tireoidianos regulam processos essenciais da vida dos vertebrados como
crescimento, desenvolvimento e metabolismo. Eles participam da regulacao do peso corporal e
gasto energético. O excesso de hormonios tireoidianos causa um estado hipermetabdlico, onde
ocorre um aumento do gasto energético em repouso, perda de peso, reducao do colesterol
plasmatico, aumento da lipdlise e da gliconeogénese. J& no hipotireoidismo predomina um
estado de hipometabolismo caracterizado por um reduzido gasto energético em repouso, ganho
de peso, colesterol elevado, lipdlise e gliconeogénese reduzidas (MULLUR; LIU; BRENT,
2014; OETTING; YEN, 2007).

As agoes classicas dos HTs sd@o chamadas de gendmicas e estas sdo responsaveis pela
alteragdo na sintese de proteinas relacionadas ao crescimento, metabolismo e desenvolvimento.
Para desencadear essas agoes, os HT's interagem com seus receptores nucleares (THRs), que se
ligam a regides especificas denominadas elementos responsivos aos hormdnios tireoidianos
presentes na regido promotora dos genes alvo provocando aumento ou diminui¢do de sua
transcricao (MULLUR; LIU; BRENT, 2014; SHIBUSAWA et al., 2003). As acdes genomicas
sdao conhecidas também pelo fato de demorarem horas ou at¢ mesmo dias para ocorrerem, ja
que dependem de alteragdes na expressdo génica da célula alvo e por serem mediadas
principalmente pelo T3.

Os principais THRs sao a THRal, THRa2, THRa3, THRB1, THRB2 e THRP3. Esses
receptores possuem 3 dominios funcionais, sendo o primeiro, 0 dominio amino-terminal, o
segundo o dominio de ligagcdo ao DNA e o terceiro o dominio de ligagdo ao ligante. A regido
AF-1 encontra-se no primeiro dominio, mas sua funcao ainda ¢ pouco conhecida. Sugere-se
que a regido AF-1 tenha a funcdo de dar especificidade a ligagdo do THR ao TRE. A regido
AF-2 encontra-se no terceiro dominio, na regido carboxi-terminal (Figura 1). Quando o T3 liga-
se ao receptor, ocorrem mudancas conformacionais no mesmo permitindo a sua ligacdo a
cofatores, podendo esses serem tanto ativadores como inibidores (Fig 2). Entre as isoformas o,

o THRal ¢ a tinica que possui capacidade de se ligar ao T3. As isoformas 2 ¢ 3 ndo possuem
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essa capacidade, atuando como elementos dominantes negativos. Eles sdo encontrados em
todos os tecidos, mas em maior quantidade no cérebro e no coragdo. Ja todas as isoformas 3 (1,
2 e 3) sao capazes de se ligar ao T3. O THRP1 ¢ encontrado em maior quantidade no musculo
esquelético, rim e figado. Ja o THRPB2 ¢ mais expresso no cérebro, hipofise, retina e orelha
interna. O THR3 ¢ expresso somente no rato e ¢ encontrado no pulmao, figado e rins (CHENG;
LEONARD; DAVIS, 2010; OETTING; YEN, 2007; ORTIGA-CARVALHO; SIDHAYE;
WONDISFORD, 2014; YEN, 2001).

Able to Able to
Protein bind T, form dimers

THRBL Yes  Yes AFL [ DBD HLBD AF2]|

THRB2 Yes  Yes AF1 [TDBD HLBD AF2]|
THRB3 Yes Yes [CAFT | DBD HLBD AF2]

THRal Yes  Yes AF1 'DBD H LBD AF2|

THRa2 No Yes | _AF1 | DBD [ LBD |
THRa3 No Yes AF1 [ DBD H LBD

Figura 1 - Receptores nucleares de hormonios tireoidianos (THRs). AF-1, fator de ativagdo 1, DBD, Dominio de ligagdo ao
DNA, LBD, Dominio de ligacdo ao ligante, AF-2, fator de ativagdo 2. Adaptado de Ortiga-Carvalho, Sidhaye e Wondisford,
2014.

Nos genes que sao regulados positivamente pelo T3, os THRs encontram-se ja ligados
aos TREs, porém associados a co-repressores, impedindo assim que ocorra a transcrigao génica
(fig 2). Quando o T3 se liga ao seu receptor nuclear, ocorre a liberagdo do co-repressor € a
ligacdo de um co-ativador, o que da inicio a transcrigdo génica e consequente aumento do

respectivo mRNA (KIMURA, 2008; OETTING; YEN, 2007; YEN, 2001).
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Ativaciio dependente da ligacido de T3

Repressao independente da ligacio de T3

Figura 2 - Mecanismo de acdo do T3 em seus receptores nucleares. THR, receptor de hormonio tireoidiano, RXR, receptor
X retindide, Positive TRE, elemento responsivo positivo ao hormoénio tireoidiano, CoR, co-repressor, CoA, co-ativador.
Adaptado de Ortiga-Carvalho, Sidhaye e Wondisford, 2014.

O hormoénio tireoidiano também pode desencadear respostas em curto espaco de tempo,
sendo essas agdes denominadas ndo genomicas. Elas diferem das agdes genOmicas por se
iniciarem na membrana ou no citoplasma e nao no nucleo da célula (DAVIS et al., 2005;
DAVIS; GOGLIA; LEONARD, 2015). Além disso, essas acdes nao sdo necessariamente
iniciadas pelo T3, podendo também ser mediadas por T4, T2 e rT3.

A integrina de membrana aVP3 ¢ um conhecido sitio ligante para T3 e T4 envolvido
nas acdes ndo gendmicas. Essa integrina possui dois dominios ligantes, S1 que tem maior
afinidade por T3 e ativa a PI3K, e o S2, que tem afinidade tanto por T3 como por T4 e ativa a
via da MAPK. As a¢des mediadas por essa integrina podem provocar o trafico de proteinas para
o nucleo e modular a expressao génica através da fosforilagdo de THR[3; ou de ERa; nucleares.
Além disso, THRB; e ERa; citosolicos também podem ser fosforilados e migrarem para o
nucleo quando o T4 se liga a integrina de membrana aV3 (fig. 3) (DAVIS et al., 1996; DAVIS
et al., 2005; DAVIS et al., 2008). Outros sitios ligantes extranucleares do T3 sao o THRp; e o
TRA«, citosdlicos (fig. 3).

Algumas agdes nao gendmicas ja foram demonstradas, como aumento da atividade da
Ca**-ATPASE em eritrocitos (DAVIS et al., 1986), da Na'-K"-ATPASE em hepatdcitos (LEI;
BHARGAVA; INGBAR, 2009), a estimulagdo da respiragdo mitocondrial (STERLING;
BRENNER; SAKURADA, 1980). Além desses, também foram descritos efeitos como aumento
da insercdo da Na'-K'-ATPASE na membrana, aumento de atividade de PI3K e MAPK,
remodelagdo do citoesqueleto de actina e proliferacdo de células de osso humanas in vitro, todos
mediados por ativagdo de receptores extranucleares (DAVIS; GOGLIA; LEONARD, 2015;
SCARLETT et al., 2008). Relatos de rapido aumento na expressao génica de genes envolvidos
com a proliferacao celular mediados pela ligacdo de HTs com a integrina de membrana aV[33

também ja foram feitos (KALYANARAMAN et al., 2014; LIN et al., 2009).
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Figura 3 - A¢Ges ndo gendmicas do T3 iniciadas na integrina de membrana aVP3 ou no citoplasma. (Retirado de Cheng,
Leonard e Davis, 2010)

Algumas agdes gendmicas € nao gendmicas do T3 na hipofise foram descritas pelo
nosso grupo de pesquisa. A hipofise ¢ uma glandula localizada na base do encéfalo em uma
concavidade do osso esfenoide denominada sela trcica. A sua porg¢ao anterior ¢ constituida por
6 tipos celulares fenotipicamente distintos, denominados corticotrofos, somatotrofos,
gonadotrofos, tireotrofos, lactotrofos e somatomamotrofos (NUNES, 2008).

Silva e colaboradores (2006) demonstraram que, agudamente (30 min), o T3 aumenta
tanto a sintese como a secre¢ao de GH gracas a um rearranjo do citoesqueleto de actina em
hipéfises de animais hipotireoideos. Foi observado também em somatotrofos que o
hipotireoidismo provoca reducdo do recrutamento do mRNA do GH aos ribossomos e que a
sintese de IGF-1 pelo figado esta prejudicada, pardmetros estes normalizados quando os ratos
hipotiroideos foram tratados agudamente (30 min) com T3 (SILVA et al., 2010).

Em tireotrofos (GOULART-SILVA; DE SOUZA; NUNES, 2011) observou-se que o

hipotireoidismo, induzido por tireoidectomia em ratos, provocou aumento da cauda poli(A) do



23

mRNA do TSHp, aumento da sua ligacdo com ribossomos e citoesqueleto, sugerindo aumento
da estabilidade e da taxa de traducao desse transcrito. Porém, quando estes ratos foram tratados
com dose supra fisioldgica de T3 por 30 minutos, ocorreu uma redugdo da cauda poli(A) e da
ligacdo do transcrito do TSHP aos ribossomos (GOULART-SILVA; DE SOUZA; NUNES,
2011), dado indicativo de que o T3 reduz a estabilidade e a traducao desse transcrito, antes
mesmo de reprimir a transcrigdo desse gene. Em um estudo posterior em ratos hipotireoideos
(Bargi-Souza et al., 2014) foi verificado que a administracdo de dose fisiologica de T3 (0,3
ng/100 g), apos 30 min, foi capaz de reduzir o contetdo do mRNA do TSHf, bem como de
aumentar a quantidade de granulos de TSH nos tireotrofos, efeito decorrente de uma inibigao
da sua secrecao.

Ja no estudo que focou o efeito do T3 em gonadotrofos (ROMANO et al., 2013),
verificou-se que o hipotireoidismo provocou um aumento na expressao do mRNA do LH, um
aumento da sua cauda e uma redug@o do nimero de seus transcritos associados aos polissomos.
Ja o contedo de LH na hipodfise estava reduzido, mas suas concentragdes séricas estavam
aumentadas em relacao ao controle.

Enquanto essas acdes do T3 estdo bem definidas nos somatotrofos, tireotrofos e
gonadotrofos, pouco se conhece sobre as mesmas em outras células hipofisarias. Por isso, nosso
trabalho teve o intuito de esclarecer as acgdes gendmicas e ndo gendmicas do T3 nos
corticotrofos, um grupamento celular de extrema importancia para a sobrevivéncia dos seres

vivos, pois regula a fun¢do das glandulas adrenais, o que serd descrito a seguir.

1.2 Eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal

A proopiomelanocortina (POMC) ¢ um polipeptidio precursor do ACTH. Presente em
diversos tecidos, como hipoéfise, hipotdlamo, outras regides do sistema nervoso central e pele,
a proopiomelanocortina sofre grande processamento pos-traducional. Esse processamento €
tecido especifico e gera, dependendo do caso, varios peptideos envolvidos em fungdes
biologicas diversas. POMC expressa nos corticotrofos ¢ necessaria para regulacao da fungao
adrenal, enquanto a POMC produzida em neuronios do hipotalamo exerce papel em controlar
a dor e a homeostase energética. J& a produg¢do de proopiomelanocortina na pele pode
influenciar a melanogénese (RAFFIN-SANSON; KEYZER; BERTAGNA, 2003).

O hipotalamo controla a secrecao hipofisaria de ACTH, que ¢ o hormonio responsavel

pela sintese e liberacao de glicocorticoides. O principal estimulo hipotalamico para a hipofise
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¢ 0 hormonio liberador de corticotropina (CRH), um peptideo de 41 aminoacidos produzido no
nucleo paraventricular do hipotdlamo. A arginina vasopressina (AVP) ¢ um potente
potencializador da acdo do CRH em estimular a secre¢do de ACTH, porém a AVP por si s0,
possui pouca atividade secretagoga de ACTH (TSIGOS; CHROUSOS, 2002).

Em situag¢des nao estressantes, tanto CRH como AVP sdo secretados no sistema porta
de maneira circadiana, pulsatil, com uma frequéncia de dois a trés episodios de secre¢ao por
hora. Em situacao de repouso, a amplitude dos pulsos de CRH e AVP aumenta no inicio da
manha, resultando em picos de secrecdo de ACTH e cortisol na circulacdo. Essas variagcdes
diurnas sao perturbadas por mudangas na iluminagao, horarios de alimentacao e atividade bem
como pelo estresse (TSIGOS; CHROUSOS, 2002). A amplitude dos pulsos aumenta durante o
estresse agudo e nessas condigoes, o sistema de estresse recruta secretagogos de CRH de fontes
adicionais, como os neuronios magnocelulares liberadores de AVP e a angiotensina II
(CHROUSOS, 1995).

A estimulagao da atividade secretoria dos corticotrofos envolve a producao de AMPc e
aumento na concentracdo de calcio intracelular. O aumento na atividade secretoria ¢
acompanhado por aumento da expressao do gene da POMC. Porém, o promotor da POMC nao
possui elementos responsivos ao AMPc e ao célcio, indicando que mecanismos indiretos
evoluiram para utilizar as cascatas de sinalizagdo do AMPc e do calcio para regular a expressao
da proopiomelanocortina (JENKS, 2009). Quando no limen do reticulo endoplasmatico rugoso,
a POMC segue o caminho intracelular de proteinas secretadas através do complexo de Golgi e
¢ armazenada em granulos de secre¢do, juntamente com os produtos finais do seu
processamento. Tal processamento ocorre durante este trafico, quando a molécula da POMC
sofre uma série de clivagens proteoliticas pelas convertases do tipo 1 e 2 dando origem aos
diversos peptideos biologicamente ativos, como o ACTH, B-lipotrofina, B-endorfina e v-
lipotrofina (RAFFIN-SANSON; KEYZER; BERTAGNA, 2003).

O ACTH produzido nos corticotrofos ¢ liberado na circulacdo e age na zona fasciculata
das glandulas adrenais, onde promove o aumento da expressao de alguns genes e da atividade
de enzimas envolvidas na biossintese de corticosterona em roedores e cortisol em humanos
(NICOLAIDES et al., 2015). O ACTH também age na zona glomerulosa e na zona reticularis
influenciando a sintese de aldosterona e de androgenos, respectivamente. Alguns dos genes
estimulados na adrenal pelo ACTH sao os da enzima StAR, CYP11A1, CYPI11B1 e CYP11B2.
A StAR ¢ a enzima responsavel pelo transporte de colesterol para a membrana interna da

mitocondria, CYP11A1 cliva a cadeia lateral da molécula de colesterol gerando pregnenolona,



25

CYPI11BI1 converte 11-desoxicorticosterona em corticosterona ¢ a CYP11B2 converte
corticosterona em aldosterona na zona glomerulosa da adrenal (HANUKOGLU, 1992). Todo
o processo de esteroidogénese ¢ regulado por um receptor oOrfao nuclear denominado
“Steroidogenic factor 1 (SF-1). Esse receptor ¢ encontrado em todas as camadas do cortex da
adrenal, nos gonadotrofos da hipoéfise, células de Leydig e células de Sertoli dos testiculos, no
hipocampo e na por¢cdo dorso medial do hipotalamo (HOIVIK, et al., 2010; PARKER;
SCHIMMER, 1997). Na adrenal, o SF-1 ativa genes responsaveis pela sintese de
glicocorticoides, como os genes de StAR, das hidroxilases de esteroides P450 (CYPs), da 33
esteroide desidrogenase (33-HSD) e do receptor de ACTH, Mc2R, sendo vital na regulagao
desse processo, ja que camundongos knock-out de SF-1 na adrenal morrem nas primeiras horas
de vida e nao apresentam adrenais nem gonadas (CARON, et al., 1997; HOIVIK et al., 2010;
LUO; IKEDA; PARKER, 1994; PARKER; SCHIMMER, 1997).

Os glicocorticoides participam da regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipideos
e proteico agindo em tecidos como o figado, musculo esquelético e tecido adiposo. Além dessas
acoes, atuam no sistema cardiovascular, participando do controle do tonus vascular, no sistema
nervoso central, nos 0ssos e possuem participacdo importante na regulacdo da resposta
inflamatoéria e imune (ELIAS et al., 2012; NICOLAIDES et al., 2015).

Alguns trabalhos relataram alteragdes no eixo hipotdlamo-hipofise-tiredide em
situagoes de estresse. Esta condi¢ao tem sido associada com queda na concentracao plasmatica
de T3, T4 ¢ TSH, sem nenhuma mudang¢a no conteudo de mRNA do TRH ¢ da somatostatina.
Nessa situagdo ha evidéncias de um aumento da expressao do mRNA desiodase do tipo 2 central
e de redugao da atividade da desiodase do tipo 1 hepatica (BIANCO etal., 1987; HELMREICH;
TYLEE, 2011). No entanto, as alteragdes causadas pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-tiredide no
eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal ainda ndo foram completamente esclarecidas.

Embora em pequeno niimero, a literatura apresenta estudos sobre as agdes do T3 no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal de ratos. Ha evidéncias de que no hipertireoidismo ocorre
hipercorticosteronemia em ratos Sprague-Dawley (Johnson et al., 2005; Johnson et al., 2013),
sem que ocorram alteragdes nos niveis plasmaticos de ACTH. Em outro estudo do mesmo grupo
(Johnson et al., 2012) foi demonstrada uma redug¢do da concentragdo de corticosterona
circulante em ratos hipotiroideos. Porém esses estudos sdo controversos, pois apesar de
relatarem alteracdes na corticosteronemia, eles nao demonstram alteragdes moleculares
compativeis nos outros componentes do eixo que tem sua transcri¢do alterada pelo feed-back

negativo exercido pela corticosterona.



26

Tendo em vista a escassez ¢ a controvérsia de dados na literatura sobre as agdes
genoOmicas e a auséncia de dados sobre agcdes nao gendmicas do hormdnio tireoidiano sobre os
corticotrofos, propomos com este trabalho investigar as a¢des do T3, a curto e longo prazo,
sobre a regulacao da expressao e processamento da POMC, bem como as possiveis alteragdes

no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.

1.3 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar as agdes do T3 a longo (5 dias) e/ou curto
(30 minutos) prazo sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e explorar as bases moleculares
envolvidas nas mesmas. Com esse intuito realizamos experimentos in vivo utilizando ratos
albinos da linhagem Wistar submetidos tireoidectomia e experimentos in vitro utilizando-se
células AtT-20 (linhagem de células do corticotrofo) e cultura primaria de adrenais. Além disso,
verificamos agdes do T3 e TSH em cultura primaria de hipofise de ratos Sprague dawley. Apos
diversos tratamentos, foram avaliados parametros moleculares tais como:

(a) expressao génica da proopiomelanocortina (POMC);

(b) comprimento de cauda poli(A) do mRNA da POMC;

(c) ataxa de tradugdo deste transcrito;

(d) o contetido de POMC e ACTH hipofisario;

(e) expressao génica da pré-hormonio convertase do tipo 1 na hipofise;

(f) aexpressdo de genes responsivos ao ACTH em adrenais de ratos Wistar e em cultura

primaria de adrenais de ratos Sprague Dawley;

(g) dosagem sérica de ACTH e corticosterona;

(h) Secrecao de ACTH em cultura primaria de hipéfises;

(1) Medida de AMPc em cultura primaria de hipofises;

(j) Medida de calcio citosolico em cultura primaria de hipdfises.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Estudos in vivo

Ratos albinos adultos, linhagem Wistar, foram obtidos do biotério de criagao do Instituto
de Ciéncias Biomédicas - USP. Os animais foram acondicionados no biotério de
experimentacdo do departamento de Fisiologia e Biofisica, onde permaneceram em condig¢des
controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 h/12 h, sendo que as luzes se acendem as 6:00) e
temperatura (22 £ 2 °C), em gaiolas coletivas. O regime de alimentacdo e ingestdao hidrica foi
ad libitum. Ao atingirem peso em torno de 250 g, parte dos ratos foi submetida a remocgao
cirirgica da glandula tiredide (tireoidectomia) e foram tratados com metimazol (0,03%) - para
evitar que qualquer resquicio de tireoide pudesse sintetizar T3 e T4, e cloreto de calcio (CaCl,
- 0,05%), ja que as paratiredides dos murinos sdo inclusas no tecido tireoidiano e, portanto,
removidas com a tireoidectomia. Apds 20 dias de tireoidectomia, iniciou-se o tratamento com
T3, conforme descrito a seguir.

No caso dos experimentos que avaliaram acdes lentas, gendmicas, do T3 (/n vivo —

Experimento cronico), apdés 20 dias de tireoidectomia, os animais foram submetidos a
tratamentos com diferentes doses de T3, ou salina, e divididos nos grupos descritos a seguir.
Um grupo controle, constituido de animais eutireoideos, também foi adicionado ao estudo.
- Controle: animais intactos que receberam inje¢do de salina (0,9%), intraperitoneal, duas
vezes ao dia por cinco dias;
- Tireoidectomizado (Tx): animais tireoidectomizados que receberam injecdo de salina
(0,9%), intraperitoneal, duas vezes ao dia por cinco dias;
- Tireoidectomizado + T3 dose fisiologica (Tx + 0,3 pg/ 100 g): animais tireoidectomizados
que receberam injec¢ao de T3, intraperitoneal, duas vezes ao dia por cinco dias, na concentragao
de 0,3 ug/100 g de peso, divididas em duas doses iguais;
- Tireoidectomizado + T3 dose suprafisiologica (Tx + 1,5 pg/ 100 g): animais
tireoidectomizados que receberam injecao de T3, intraperitoneal, duas vezes ao dia por cinco
dias, na concentracao de 1,5 pg/ 100 g de peso, correspondente a uma dose 5 X maior que a
fisiologica, divididas em duas doses iguais.

As injecdes do tratamento foram realizadas as 8:30 e as 17:15 h. Os animais foram
sacrificados entre as 9:30 e 12:00 h do dia seguinte ao término do tratamento com T3 sob o

efeito de anestesia. Apds o sacrificio, coletamos os coragdes e utilizamos o seu peso seco como
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controle para verificar a eficacia da tireoidectomia e do tratamento com T3, além dos tecidos
de interesse desse estudo, que foram rapidamente congelados em N,.

No caso dos experimentos realizados para avaliar as agdes rapidas, possivelmente ndo

gendmicas, do T3, (In vivo — Experimento agudo), apos anestesia, os animais foram tratados,

via jugular, com hormonio tireoidiano ou salina 30 minutos antes do sacrificio. Os seguintes
grupos foram utilizados no estudo:

- Controle + salina: animais intactos, eutireoideos, que apOs anestesia receberam injecao
contendo salina, 30 minutos antes do sacrificio;

- Tireoidectomizado (Tx + salina): animais tireoidectomizados que, apds anestesia, receberam
injecdo de salina (0,9%), intravenosa, 30 minutos antes do sacrificio;

- Tireoidectomizado + T3 dose fisiologica (Tx + 0,3 pg/ 100 g): animais tireoidectomizados
que, apos anestesia, receberam injecao de triiodotironina na dose fisioldgica (0,3 pg/ 100 g de
peso corporal), intravenosa, 30 minutos antes do sacrificio;

- Tireoidectomizado + T3 dose suprafisiologica (Tx + 100 pg/ 100 g): animais
tireoidectomizados que apoOs anestesia receberam inje¢ao de triiodotironina na dose de 100 pg/
100 g de peso corporal, intravenosa, 30 minutos antes do sacrificio;

No dia do sacrificio, os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de
cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina, na propor¢do de 1/1 e na dose de 0,1 ml/ 100g
de peso. Apos o fim do tratamento de 30 min, os ratos foram decapitados e os tecidos foram
coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior processamento. A
coleta foi realizada entre as 9:30 e as 12:00 h. Além da hipdfise, alvo principal deste estudo,

coletamos também o hipotalamo e adrenais, para analises que serdo descritas oportunamente.

2.2 Estudos In vitro

2.2.1 Preparo de Soro Fetal Bovino e Soro de Cavalo com resina Agl-X8

O soro fetal bovino (SFB) e o soro de cavalo utilizados em parte dos estudos in vitro
foram tratados com a resina Agl-X8 (Biorad). O tratamento com essa resina remove alguns
componentes do SFB, incluindo os hormonios tireoidianos T3 e T4, tornando-o interessante
para o nosso objetivo de verificar agdes do T3 in vitro.

Primeiramente, a resina foi pesada em quantidade suficiente para a quantidade de soro

tratado (2,5 g/ 50 mL de soro). Essa resina foi hidratada em agua ultrapura, agitada por 10
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minutos em gangorra ¢ centrifugada a 2500 g para separagdo da resina e agua. A agua foi
removida, agua ultrapura foi novamente adicionada e o processo foi repetido mais duas vezes.
O soro foi adicionado apos esse processo, permaneceu durante toda a noite sob agitacao e na

manha seguinte foi filtrado e congelado em aliquotas.

2.2.2 Cultura primaria de hipofises

Ratos da linhagem Sprague Dawley com idade entre 60 e 65 dias obtidos na Taconic
Farms (Germantown, NY) foram utilizados nos protocolos de cultura priméaria. A eutanésia foi
realizada em camara de CO; e as hipdfises foram rapidamente removidas, a neurohipofise
retirada e as glandulas foram transferidas para meio 199 contendo HEPES. As hipofises foram
entdo lavadas em PBS contendo BSA 0,3%, glutamina 2 mM e CaCl, 1,25 mM e vitaminas
MEM (Invitrogen) para remogao do sangue. Apds a lavagem, as glandulas foram cortadas no
aparelho Chopper (Brinkmann Instruments, Westbury, NY). Em seguida, o tecido foi lavado
novamente e transferido para um tubo conico contendo tripsina 0,4% e agitado a 120 rpm em
banho maria a 37 °C por 15 min. Ap6s a agitagdo adicionou-se DNAse para precipitagao do
tecido e, subsequentemente a precipitagao, a solug¢ao foi descartada e inibidor de tripsina (2,6
mg/ mL) dissolvido em PBS foi adicionado. Novamente agitou-se o tubo em banho maria por
5 min, o inibidor de tripsina foi descartado e adicionou-se PBS contendo BSA 0,3%, glutamina
2 mM, EDTA 2 mM e vitaminas MEM (Invitrogen). As células foram agitadas em banho maria
por mais 5 min, descartou-se a solucao e a substituimos por uma solucao semelhante, porém
com EDTA 1 mM e novamente agitou-se o tubo a 120 rpm, 37 °C por 10 min. Apds descarte
da solugdo contendo EDTA, o tecido foi dissociado mecanicamente em PBS contendo BSA
0,3%, glutamina 2 mM e vitaminas MEM. Apoés a dissociagdo, as células foram contadas em
camara de Neubauer e plaqueadas em diferentes densidades em placas ou laminulas revestidas
com poli-L-lisina utilizando-se meio 199 acrescido de soro de cavalo 10%. Seguem as
densidades utilizadas para cada protocolo:

- 0,25 milhao de células em cada poco para os ensaios de secregao estatica e AMPc;
- 12 milhdes de células por cdmara para o ensaio de perifusao;

- 0,5 milhdo de células em cada laminula para os ensaios de concentragdo de célcio citosdlico.
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2.2.3 Secregdo estatica em cultura primaria de hipofise

No dia seguinte ao plaqueamento das células, os respectivos grupos foram estudados no
ensaio de cultura estatica onde houve tratamento com o hormdnio triiodotironina (T3):
- Controle: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de soro de cavalo
(10%) por 1 € 4 h.
- Resina: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de soro de cavalo (10%)
tratado com resina por 1 e 4 h.
- Resina + T3 107 M: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de soro de
cavalo (10%) tratado com resina e T3 na concentragio 10”7 M por 1 ¢ 4 h.
- Resina + T3 10”° M: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de soro de
cavalo (10%) tratado com resina e T3 na concentragio 10° M por 1 ¢ 4 h.
- Resina + CRH 30 pM: C¢lulas hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de soro

de cavalo (10%) tratado com resina e CRH 30 pM por 1 € 4 h.

Os seguintes tratamentos foram realizados no ensaio de cultura estatica onde houve
tratamento com os hormdnios TRH e TSH:
- Controle: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de BSA 0,1% por 2, 7
e 19 h;
- TRH: Células hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de BSA 0,1% e TRH 10
nM foi aplicado por 2, 7 e 19 h;
- TSH: C¢lulas hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de BSA 0,1% e TSH
ImU/mL foi aplicado por 2, 7 ¢ 19 h;
- TRH+TSH: C¢lulas hipofisarias foram tratadas com meio 199 acrescido de BSA 0,1% ¢ TRH
10 nM e TSH 1mU/mL foram aplicados por 2, 7 ¢ 19 h.

2.2.4 Perifusdo de células hipofisarias

Apo6s o processo de dissociagdo das células hipofisarias, 12 milhdes de células foram
depositadas em cada placa de petri de 60 mm sem tratamento para adesao de células. Foram
adicionadas a estas cé€lulas 300 uL de beads Cytodex (Sigma) com 131-220 um de didmetro,

4,2 mL de meio 199 e 500 pL de soro de cavalo, nesta ordem. As placas foram mantidas na
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incubadora a 37 °C e com atmosfera contendo 5% de CO, por dois dias para as células aderirem
as beads. Apds os dois dias de incubagdo, as células foram transferidas para camaras e foram
perifundidas com meio 199 mantido a 37 °C contendo sais de Hanks, HEPES 25 mM, BSA
0,1% e antibioticos por 2 horas num fluxo de 0,2 mL/min para estabilizar a secrecdo de
hormonios. Apds este periodo, a velocidade de fluxo do meio foi aumentada para 0,6 mL/min
e os tratamentos foram iniciados com coletas a cada dois minutos.

Para o ensaio de perifusao de células hipofisarias, dois tratamentos foram utilizados:
- Controle: C¢lulas hipofisarias aderidas a beads foram perifundidas com meio 199 acrescido
de BSA 0,1% por 80 min;
- TSH: C¢lulas hipofisarias aderidas a beads foram perifundidas com meio 199 acrescido de
BSA 0,1% e TSH na concentra¢do de ImU/mL por 80 min.

As aliquotas apds coletadas foram colocadas em gelo até o término do experimento e

congeladas a -20 °C para posterior dosagem de ACTH.

2.2.5 Medida da concentragdo de 3’5 "-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc) intracelular e
no meio de cultura

A producao de AMPc foi medida em cultura estatica de hipéfises por radioimunoensaio
(RIA). As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos numa densidade de 0,25 milhdes de

células por poco. No dia seguinte ao plaqueamento, os seguintes tratamentos foram realizados:

- Controle: C¢lulas de hipofise em cultura estatica foram tratadas com meio 199 acrescido de
BSA 0,1% e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, SIGMA) ImM por 0, 1, 2,4 e 6 h;
- TSH: Células de hipofise em cultura estatica foram tratadas com meio 199 acrescido de BSA

0,1%, TSH 1mU/mL e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, SIGMA) ImM por 0, 1,2,4 ¢ 6 h;

ApoOs os tempos mencionados acima, as células e meio de cultura foram rapidamente
coletados e congelados em gelo seco. O AMPc foi medido no meio de cultura e nas células por
RIA utilizando-se anticorpo fornecido por Albert Baukal (NICHD, Bethesda). O tracador

utilizado, '*I-cAMP, foi adquirido na empresa PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA).
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2.2.6 Medida de calcio citosolico

As medidas de calcio intracelular foram realizadas utilizando-se microscopia de
fluorescéncia. As células foram plaqueadas em laminulas de 25 mm tratadas com poli-L-lisina
e as placas permaneceram por 2 a 3 dias na incubadora. Apos este tempo as células foram
incubadas com meio Krebs-Ringer contendo 2,5 uM fura 2-AM por 1 hora. As laminulas foram
lavadas com meio Krebs-Ringer e montadas no microscopio invertido Observer-D1 (Carl Zeiss)
acoplado a uma camera ORCA-ER (Hamamatsu Photonics) e a um trocador de comprimento
de onda Lambda DG-4 (Sutter). O controle dos equipamentos e a analise das imagens foram
realizadas pelo software Metafluor (Molecular Devices). Os experimentos foram realizados
utilizando-se uma objetiva com aumento de 40 x em 6leo de imersao, enquanto as cé¢lulas foram
expostas a feixes de luz com comprimento de onda alternado entre 340 e 380 nm e a intensidade
da emissao de luz a 520 nm foi medida. Mudancas na concentragao de calcio intracelular foram
medidas pela razdo entre a intensidade de fluorescéncia Fs40/F3g0. Corticotrofos foram

identificados através da resposta das células a estimulacdo por CRH e AVP.

2.2.7 Células AtT-20

Nestes estudos foram utilizadas células corticotroficas da linhagem tumoral AtT-20
obtidas a partir de camundongos. As células AtT-20 foram geradas a partir de tumores de
hipéfise de camundongo explantados, cultivados e injetados em camundongos para se obter
novos tumores. Os tumores foram entao novamente explantados, a sua atividade hormonal foi
testada e esse processo repetiu-se por diversas vezes com o intuito de ocorrer a selecao de
c¢lulas mais adaptadas as condi¢des de cultivo in vitro com capacidade de crescimento e
atividade hormonal aumentadas (BUONASSI; SATO; COHEN, 1962). Diversos trabalhos ja
caracterizaram suas propriedades, como a presenca de granulos secretorios contendo ACTH e
B-lipotropina (GUMBINER; KELLY, 1981), a sua capacidade de transportar glicocorticoides
para dentro da célula (HARRISON; SATO; COHEN, 1975) e at¢ mesmo de responder
rapidamente aos mesmos (WOODS et al., 2002). As células utilizadas neste experimento foram
gentilmente cedidas na passagem 8 pelo prof. Dr. Emer Suavinho Ferro, do ICB-USP.

As células AtT-20 foram plaqueadas em meio DMEM (Vitrocell, Campinas, Sao Paulo)

contendo 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/ mL de estreptomicina
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(Sigma Chemical Co). As células foram mantidas em estufa a 37 °C num ambiente com 5% de
CO,. Um dia antes do experimento, parte das células receberam meio DMEM contendo 10%
de soro fetal bovino depletado de hormonio tireoidiano, apos o tratamento do soro com resina
AG1X-8 (Bio-Rad Laboratories, CA), constituindo o grupo hipotireoideo, enquanto outra parte
das células recebeu meio controle (soro nao depletado para os hormoénios tireoidianos). As
células que constituiram o grupo hipotireoideo foram, a seguir, tratadas com T3, na presenca
ou nao de drogas especificas, cujas agdes serdo descritas oportunamente.

Antes do inicio dos estudos propriamente ditos, foram realizados experimentos para
padronizagdo de tempo em que manteriamos as células no meio depletado de hormodnio
tireoidiano, e testes de concentracdo de hormodnio tirecoidiano a serem utilizadas nos
experimentos subsequentes. Selecionamos o tempo de 24 h de manuteng¢ado das células em meio
depletado de hormonio tireoidiano, por ser aquele em que houve a maior queda de expressao
génica da POMC entre os tempos avaliados (12 a 72 h), resultado esse esperado j& que nossos
animais tireoidectomizados também apresentaram redu¢do no contetdo de mRNA da POMC.
Em relagdo a concentragao de T3, optamos pela utilizagdo da concentragao 10°M de T3 dentre
as demais utilizadas (10"°M a 107"M) por ser a dose que provocou o aumento de expressio
génica a valores iguais aos do grupo controle ¢ elegemos a dose 10"M como a dose supra
fisiologica para as células AtT-20.

Além disso, realizamos teste das células em citdmetro de fluxo para verificar se a
utilizag¢ao do soro tratado com resina por 24 h ndo estaria afetando a viabilidade celular. Nesse
teste, as células foram tripsinizadas, ressuspendidas em meio DMEM e incubadas com iodeto
de propidio (50 pg/mL) por 5 min. O iodeto de propidio ¢ um composto fluorescente que nao €
capaz de atravessar a membrana de células intactas. Se existe algum dano na membrana, o
iodeto de propidio adentra a célula e se intercala no DNA. Apds a incubagao, as células foram
avaliadas no citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Juan, CA, USA) e no
software Cell Quest (Becton Dickinson). O equipamento avaliou as células vivas e mortas ¢ a

fluorescéncia foi medida pelo canal FL2 (585/42 nm).

Apos a padronizagdo do estudo, partimos para os seguintes experimentos:

2.2.8 Efeito do tratamento com T3 sobre a expressdo génica da proopiomelanocortina na
presenga do bloqueador de transcri¢do génica actinomicina D
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As agdes rapidas do T3, possivelmente ndo genomicas, foram avaliadas através do
tratamento, ou nao, de células AtT-20 com actinomicina D (conhecido bloqueador da
transcrigdo génica), por 150 min, antes do T3 ser adicionado ao meio de cultura. As células

foram divididas nos seguintes grupos:

- Controle (C): células AtT-20 mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal bovino (10%)
e submetidas (+) ou ndo (-) ao tratamento com actinomicina D.

- Hipotiroideo (Hipo): células AtT-20 mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal
bovino (10%) depletado de hormdnio tireoidiano por 24 horas, submetidas (+) ou ndo (-) ao
tratamento com actinomicina D.

- Hipotiroideo + T3 dose 10" M (10°M): células AtT-20 mantidas em meio DMEM depletado
de hormonio tireoidiano por 24 horas, submetidas (+) ou ndo (-) ao tratamento com
actinomicina D, e a seguir tratadas por 30 min com T3 na dose 10™ M.

- Hipotiroideo + T3 dose 10" M (10"M): células AtT-20 mantidas em meio DMEM depletado
de hormonio tireoidiano por 24 horas, submetidas (+) ou ndo (-) ao tratamento com

actinomicina D, e a seguir tratadas por 30 min com T3 na dose 107 M.

2.2.9 Efeito do T3 sobre a expressao génica da proopiomelanocortina na presenca de
bloqueador sitio de ligagcdo a integrina de membrana oV3

Para verificar se as agdes rapidas do T; eram mediadas pela integrina de membrana
aVP3, utilizamos hexapeptideos contendo os dominios RGD (arginina, glicina e aspartato) e
RGE (arginina, glicina e glutamato). O RGD se liga a integrina de membrana V33 em um sitio
que reconhece o dominio RGD das proteinas de matriz extracelular, bem como o T3,
bloqueando assim as possiveis interacdes que o T3 possa ter com esse sitio, sendo possivel,
dessa maneira, identificar se existem acdes provocadas pelo T3 por meio desta integrina. O
RGE, por possuir um glutamato no lugar do acido aspartico, ndo exerce acao de bloqueio da
integrina, sendo utilizado como um controle negativo do experimento. Verificamos também por
gPCR que as células AtT-20 expressam o mRNA das duas subunidades da integrina de
membrana aV[33.

Os seguintes grupos experimentais foram utilizados no estudo:

- Controle (Controle): células AtT-20 mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal

bovino (10%).
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- Hipotiroideo (Hipo): células AtT-20 mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal
bovino (10%) depletado de hormonio tireoidiano por 24 h.

- Hipotiroideo + T3 dose 10° M (Hipo+T3): células AtT-20 mantidas em meio DMEM
depletado de horménio tireoidiano por 24 h e tratadas com T3 na dose 10 M por 30 min.

- Hipotiroideo + RGD + T3 dose 10° M (Hipo+RGD+T3): células AtT-20 mantidas em meio
DMEM depletado de hormonio tireoidiano por 24 h e entdo submetidas ao tratamento com
RGD, na concentragao de 100 pg/ml, por 30 min. Apos este periodo, as células foram tratadas
com T3 na dose 10° M, por 30 min.

- Hipotiroideo + RGE + T3 dose 10°M (Hipo+RGE+T3): células AtT-20 mantidas em meio
DMEM depletado de hormonio tireoidiano por 24 h e entdo submetidas ao tratamento com
RGE, na concentragdo de 100 pg/ml, por 30 min. Apds esse periodo, as células foram tratadas
com T3 na dose 10° M, por 30 min.

- Hipotiroideo + RGD (Hipo+RGD): células AtT-20 mantidas em meio DMEM depletado de
hormonio tireoidiano por 24 h e entdo submetidas ao tratamento com RGD, na concentragdo de

100 pg/ml, por 30 min.

2.2.10 Cultura primaria da glandula adrenal

As adrenais de ratos Sprague Dawley com idade de 60 dias foram utilizadas para a
técnica de cultura primaria. Todo material utilizado durante os procedimentos era estéril. Os
animais foram rapidamente eutanaziados por decapitagdo e suas adrenais foram removidas e
mantidas em meio DMEM (GIBCO, Thermo Scientific, EUA) até o término da coleta. As
glandulas foram transferidas para placas de petri contendo PBSA e foram lavadas trés vezes,
onde cada lavagem foi realizada em uma nova placa. Posteriormente, as glandulas foram
transferidas para uma placa contendo DMEM, a gordura foi removida, o tecido foi picotado
manualmente e transferido para um frasco com colagenase (0.002 g/ml/adrenal) onde foram
mantidas por 30 min a 37 °C. Em seguida o tecido foi ressuspendido véarias vezes até sua
completa dissociagdo e as células foram transferidas para um tubo conico com um filtro de
células acoplado (100 um) e centrifugadas a 1000 rpm por 10 min. A etapa de centrifugacao foi
repetida mais duas vezes para eliminar células sanguineas. Posteriormente, as células foram
ressuspendidas em DMEM contendo soro fetal bovino (10%) e plaqueadas em placas de 12
pocos (TPP, Suica). No segundo dia ap6s o plaqueamento o meio de cultura foi trocado e os

seguintes tratamentos foram realizados:
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- Controle: células dissociadas de adrenal mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal
bovino (10%) por 28 h;
- SFB (0,5%): células dissociadas de adrenal mantidas em meio DMEM acrescido de soro fetal
bovino (0,5%) por 28 h;
- SFB (0,5%) + T3 10”7 M: células dissociadas de adrenal mantidas em meio DMEM acrescido
de soro fetal bovino (0,5%) por 24 h e em seguida tratadas com T3 na concentragdo 10”7 M por
4 h;
- SFB (0,5%) + T3 10° M: células dissociadas de adrenal mantidas em meio DMEM acrescido
de soro fetal bovino (0,5%) por 24 h e em seguida tratadas com T3 na concentragio 10° M por
4 h.

Apo6s o término do tratamento, solu¢do D foi adicionada as placas e as mesmas foram
congeladas a -80 °C para futura extracao de RNA.

O tratamento de cultura primaria de adrenal com SFB na concentra¢do de 0,5% para
sensibilizacao da cultura primaria a tratamentos ja foi estudado (MATTOS; LOTFI, 2005).
Neste trabalho as pesquisadoras concluiram que essas células podem ser tratadas por até¢ 72 h

com essa concentracdo de soro sem que haja perda de viabilidade celular.

ApoOs os tratamentos descritos nas se¢des acima, as células e o meio de cultura dos
experimentos in vitro € os tecidos coletados nos experimentos in vivo foram utilizados para as

avaliagOes descritas a seguir.

2.3 Avaliacao da expressao génica

O RNA total foi extraido pelo método da guanidina-fenol-cloroférmio
(CHOMCZYNSKI; SACCI, 1987). Todos os tecidos e células foram homegeneizados em 500
pL de solugdo D (4 M isotiocianato de guanidina, 25 mM citrato de so6dio pH 7,0, 0,5% lauril
sarcosinato de sodio, 0,1 M de 2-mercaptoetanol).

Apo6s a homogeneizagao foram acrescentados 500uL de fenol saturado e os microtubos
foram submetidos a agitacao; 200 uL de cloroférmio foram entdo adicionados e as amostras
foram novamente agitadas. Apos estes procedimentos, as amostras permaneceram 15 minutos
no gelo e foram centrifugadas a 10.000g, por 20 min, a 4 °C. Trés fases entdo se formaram,

denominadas aquosa, intermediaria e inferior. A fase aquosa, onde estd presente o RNA, foi
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transferida para um novo eppendorf. Na proxima etapa (precipitagao do RNA) adicionou-se 0,5
mL de alcool isopropanol as amostras e as mesmas foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, foi realizada a centrifugagdo a 12.000g por 10 minutos a 4°C
e um pellet de RNA foi formado. Ap6s remocao do sobrenadante, 0,5mL de alcool 75% gelado
foi adicionado para lavagem do pellet. Uma nova centrifugacao a 10.000g foi realizada e o
sobrenadante desprezado. O pellet foi seco no Speed Vack, por 5 minutos, ¢ o RNA foi
ressuspendido em agua DEPC sob aquecimento a 65 °C, por 10 min.

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizagdo das bandas do RNA ribossomal
28S e 188, no transiluminador, apds eletroforese de 1 ug de RNA total em gel de agarose (1%),
corado com GelRed.

O RNA obtido foi submetido ao ensaio de transcri¢cdo reversa, utilizando a enzima M-
MLV Reverse Transcriptase (50,000U; Promega®, EUA). Primeiramente, lug de RNA
juntamente com 1uL de oligo dT e agua DEPC, que foi adicionada até se atingir um volume de
12uL, foram aquecidos por 10 minutos a 65°C. Na segunda etapa, os tubos foram retirados do
aquecimento e colocado em gelo por 2 minutos. Entdo, uma mistura com volume total de 8uLL
contendo a enzima M-MLV, seu tampao especifico, ANTP mix e 4gua DPEC foi adicionada as
amostras. Esta nova mistura foi aquecida a 42 °C durante 60 minutos e depois a 70 °C, por 10
minutos, para inativagao da enzima.

Posteriormente foi realizado o PCR quantitativo, em tempo real (QPCR), com primer
especifico para a sequéncia dos genes de interesse estudados e para os genes constitutivos
RPL19 e ciclofilina. Todos os primers utilizados (tabela 1) tiveram seu tamanho de fragmento
e eficiéncia verificados antes do uso nos experimentos. Foram utilizados 100 nanogramas de
cDNA para os experimentos in vitro ¢ 10 nanogramas para os experimentos in vivo. O protocolo
de ciclagem no aparelho (Rotor gene — Qiagen) foi programado de acordo com o sugerido pelo
protocolo estabelecido para a enzima utilizada, a GoTaq MasterMix - Promega. Numa primeira
etapa, as amostras foram aquecidas a 95 °C por dois minutos para ativacdo da enzima. Em
seguida iniciou-se uma segunda etapa composta por 40 ciclos, onde primeiramente ocorre um
aquecimento a 95°C por 15 segundos para desnaturacao das fitas e, em seguida, a temperatura
¢ reduzida para 60° por 60 segundos para que ocorram o anelamento e a extensao da fita. O
terceiro passo consiste na dissociacao (melting), onde a temperatura sobe gradualmente de 60°

até 95 °C. Os primers utilizados apresentaram somente um pico de melting.
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Tabela 1 - Primers utilizados para ensaio de qPCR
S 5'- CAAGGACAAGCGCTACGG - 3'

POMC AS 5'- CTCACTGGCCCTTCTTGTG - 3
CRU S5 - CTCTCTGGATCTCACCTTCCAC - 3'
AS 5'- CTAAATGCAGAATCGTTTTGGC - 3'
Cl S 5'- AGCAAAGAGGTTGGACTCTGC - 3'
PCI3 AS 5'- TATGAAGAGCACTTCTTCGGG - 3'
StAR S5'- CTGGCAGGCATGGCCACACA - 3'
AS 5' - GGCAGCCACCCCTTGAGGTC - 3
CYP11BI S 5'- GTCTATAAACATTCAGTCCAA - 3'
AS 5'- ATCTCGGATATGACACTCC - 3'
S5'- GGATGTCCAGCAAAGTCTC - 3
CYPLIB2 AS 5'- ATTAGTGCTGCCACAATGC - 3'
RPL 19 S 5°- CAATGAAACCAACGAAATCG -3’
AS 5°- TCAGGCCATCTTTGATCAGCT - 3°
Ciclofilina S5 - GGATTCATGTGCCAGGGTGG - 3’
AS 5’ - CACATGCTTGCCATCCAGCC - 3’
S 5"- CAACATGGAGTCAGTTTACA - 3’
CYPLIAL AS 5" - GACCCTCGCAGGAGAAGAGA - 3’
HSD3B S 5" - GACAGGAGCAGGAGGGTTTGTGG - 3’
AS 5" - CTCCTTCTAACATTGTCACCTTGGCCT - 3’
SF-1 S 5'- CGCCAGGAGTTTGTCTGTCT - 3'
AS 5'- ACCTCCACCAGGCACAATAG -3
MR S 5'- ATCTGCAGTTTGGCCATTTC - 3'

AS 5'- GCAATCACAGACAGGCTGAA -3

Os ensaios de expressdo dos genes do receptor de TSH, POMC e da constitutiva
GAPDH utilizados na avaliacao de cultura priméria de hipofise foram realizados no National
Institutes of Health (NIH, Bethesda). Para estas amostras utilizamos procedimentos diferentes
dos acima citados. A extragdo de RNA foi feita utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen, EUA),
seguindo o protocolo do produto e o RNA obtido das amostras foi quantificado no aparelho
Nanodrop (Thermo Scientific, EUA). A transcri¢ao reversa foi feita com 1ug de RNA e o kit
“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (ROCHE Applied Science) de acordo com as
informacodes fornecidas no manual. Diferentemente dos experimentos realizados no Brasil, foi

utilizada a tecnologia Tagman para amplificagdo dos genes de interesse. As sondas foram
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adquiridas da Applied Biosystems, TSHr (FAM-MGB - Rn00563612 ml), POMC (FAM-
MGB - Rn00595020 m1) e GAPDH (FAM-MGB - Rn01775763 gl) e o kit “LightCycler
TagMan master mix” (ROCHE Applied Science) foi utilizado para amplificagdo no PCR em
tempo real. O mix para amplificacdo foi constituido por 3,4 uL de adgua ultra pura, 1,2 pL de
enzima e 0,4 uL da sonda desejada, adicionando-se 1 pL de amostra a essas quantidades. As
amostras foram submetidas a amplificacdo no aparelho Light Cycler 2.0 (ROCHE Applied

Science).

2.4 Avaliacao do grau de adenilacio do mRNA da POMC por RACE-PAT: Rapid
Amplification of cDNA Ends — Poly A Test

Apos a extragdo de RNA total, uma aliquota das amostras foi utilizada para o ensaio do
estado de adenilagdo do mRNA da POMC através do método RACE-PAT, descrito por
SALLES e colaboradores (1999). Os smears dos produtos amplificados por PCR foram
analisados em gel de agarose 2,5% com EtBr através do uso do Software Imagequant (GE
Healthcare Life Sciences), e o comprimento da cauda poli-A foi estimado de acordo com o
tamanho do smear observado para cada grupo amostral, conforme descrito por SALLES (1999).
Para confirmar o tamanho esperado do fragmento minimo foi usado o marcador DNA ladder

(100 Kb Plus Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

2.5 Perfil polissomal

Essa analise permite avaliar o conteido de transcrito que esta sendo traduzido em
proteinas no exato momento do estudo.

Um pool de 10 hipoéfises foi homogeneizado em 0,6 mL de tampao de lise (Tris-HCI 15
mM, pH 7.4; MgCl, 25 mM; NaCl 300 mM; Triton X-100 1%; ciclohexamida 0,1 mg/ml;
ditiotreitol 1 mM e heparina 10 mg/ml). Apoés a homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 min a 4 °C para retirada dos debris celulares e a concentragao
de acidos nucleicos do sobrenadante foi quantificada. As amostras foram entdo depositadas
sobre um gradiente de sacarose (7-47%) montado em um tubo, que foi centrifugado a
aproximadamente 114.000 g por 150 min (SW41 Ti rotor, Beckmann). Apos centrifugacao, as

amostras foram coletadas, suas absorbancias analisadas em comprimento de onda UV de 254
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nm (Monitor UVis-920; GE HealthcareBio-Sciences AB, Uppsala, Sweden), e em seguida
foram aliquotadas em 11 fragdes de aproximadamente 1 mL cada, que foram congeladas a -80
°C. As fragdes de 6 a 11 corresponderam as polissomais. O RNA foi entdo extraido dessas

fracdes e submetido aos passos citados anteriormente para verificagdo da expressao génica.

2.6 Western blotting POMC/ACTH

A metodologia de Western blotting foi utilizada para analise do contetdo proteico de
POMC e ACTH. Cada hipofise foi homogeneizada em 300 pL de tampao RIPA (Tris 50 mM
pH 8,0; NaCl 150 mM; SDS 0,1%; NP-40 1%; Deoxicolato 12 mM). Ap6s a homogeneizacao,
as amostras foram centrifugadas a 1000 g e o sobrenadante foi coletado para quantificagdo
proteica pelo método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc). Uma parte do sobrenadante foi
diluida 10 vezes e 6 uL foram plotados em placas de ELISA de fundo chato onde 300 pL de
Bradford foram posteriormente adicionados. A reacao foi mantida no escuro por 10 min e, logo
em seguida, a absorbancia foi lida no espectro de onda de 595 nm no aparelho de
espectrofotometria Epock (Bio-tek Instruments). Apds a quantificagdo, as amostras foram
aliquotadas em tampao Laemmli e aquecidas a 70 °C por 10 min. Apds o aquecimento, foram
plotados 25 ug de proteina em cada pogo e iniciou-se a eletroforese com voltagem de 80V. Os
géis de corrida foram preparados na concentragcdo de 15% de poliacrilamida, enquanto os de
empacotamento possuiam 6% de poliacrilamida. Apos a separacdo proteica por eletroforese,
foi realizada a transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose (0,22 um, Bio-Rad
Laboratories, Inc) utilizando-se o aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc). Apds a transferéncia as membranas foram coradas com o corante Ponceau
(controle de loading e normalizacdo), digitalizadas e em seguida lavadas com TBS-T (50 mM
Tris; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,6) até completa remog¢do do Ponceau. Em seguida,
as membranas foram bloqueadas com solu¢do de TBS-T contendo 5% de leite desnatado por 2
horas com agitacdo em temperatura ambiente. Apos o periodo de duas horas, a solugao de
bloqueio foi dispensada e o anticorpo primario (POMC/ACTH antibody, National Hormone
and Peptide Program, USA; 1:5000) foi adicionado e as membranas permaneceram sob agitacao
em geladeira por uma noite. Apds este passo, as membranas foram submetidas a 3 lavagens de
15 min, com agitacdo, em TBS-T e, entdo, incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit
(Jackson antibodies) diluido 1:5000 em TBS-T contendo 5% de leite desnatado, por 1 hora em

temperatura ambiente. Posteriormente a esta incubagao foram realizadas mais 3 lavagens de 15
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min com TBS-T e as membranas foram incubadas com ECL (Clarity Western ECL Substrate -
Bio-Rad laboratories) por 2 min. A quimioluminescéncia emitida pelas membranas foi captada

no aparelho Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences).

2.7 Dosagem de ACTH e corticosterona

As concentragdes de ACTH e corticosterona foram dosadas nos experimentos in vivo
com o kit “RSHMAG-69K - MILLIPLEX MAP Rat Stress Hormone Magnetic Bead Panel”
(Millipore, Alemanha), seguindo as especificacdes do fabricante. Ja para as amostras de meio
de cultura obtidas nos experimentos de secrecao estatica e perifusao de células hipofisarias
utilizamos o kit “CEK-001-21 ACTH Rat and Mouse - Chemiluminescent EIA KIT” (Phoenix
Pharmaceuticals, EUA). O meio de cultura da perifusao foi utilizado sem dilui¢ao, enquanto o

do ensaio de secre¢ao estatica foi diluido 4 x.

2.8 Analise estatistica

A distribuicao dos resultados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. J& que
todos os resultados apontaram distribui¢do normal, utilizamos o teste Anova para comparagao
e em seguida o teste de Newman-Keuls para avaliar a diferenga estatistica entre os grupos.

As diferencas foram consideradas significativas para valores de P menores que 0,05,
sendo que foram comparados os grupos hipotiroideos vs os grupos hipotiroideos tratados com
hormonio tireoidiano (*) e controle vs tireoidectomizado (#). Os dados foram expressos como
média +erro padrao da média. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do programa

GraphPad Prism 5.
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3 RESULTADOS

3.1 Estudos in vivo - Tratamento cronico com T3

Nos experimentos cronicos, os animais foram submetidos a tireoidectomia e apos 20
dias sem horménio tireoidiano foi iniciado o tratamento com doses fisioldgica (0,3 pg/ 100 g)
e supra fisiologica (1,5 pg/ 100 g) de T3 por 5 dias. Apds este periodo os animais foram
sacrificados e componentes do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal foram coletados para estudo.
Os coracdes também foram coletados € o seu peso seco em relagdo ao peso dos animais foi
utilizado como controle de eficiéncia dos tratamentos realizados (fig. 4). A tireoidectomia
reduziu o peso do coracao dos ratos tireoidectomizados em relagao ao peso do coragao dos ratos
controles e o tratamento com T3 por 5 dias nos ratos tireoidectomizados tratados com dose
fisiologica de T3 (0,3 pg/ 100 g) reestabeleceu o peso a valores iguais aos dos animais controle.
O tratamento com dose supra fisioldgica de T3 (1,5 pg/ 100 g) tornou o coragdo dos animais
deste grupo mais pesados que de todos os outros grupos, inclusive o dos animais Tx tratados

com dose fisiologica.
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Figura 4 - Peso seco dos coragdes normalizado pelo peso dos ratos (n=10) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiolégica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 pug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagdes miultiplas de Newman-Keuls (p<0,001 para Controle + salina vs Tx + salina e Tx + salina vs Tx+1,5 pug/ 100g,
p<0,01 para Tx + salina vs Tx + 0,3 pug/ 100 g e Tx+0,3 pug/ 100 g vs Tx+1,5 ug/ 100 g e p<0,05 para Controle + salina vs Tx +
1,5 pug/ 100 g).
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3.1.1 Hipofise

Na hipofise, detectamos uma queda na expressdao génica da POMC no grupo
tireoidectomizado em relagdo ao grupo controle. O tratamento com hormdnio tireoidiano na
concentragdo fisioldgica nao promoveu alteragdo significativa nesse parametro, enquanto que
com a dose de 1,5 pg/ 100 g, o T3 provocou elevacao da expressao desse gene, embora os
valores tenham ficado abaixo dos do grupo controle (Fig. 5). Ainda na hipofise, foi observado
que a expressao do mRNA da enzima pro-hormonio convertase do tipo 1 (mRNA PCl1)
apresentou-se aumentada no grupo tireoidectomizado e que o tratamento com hormdnio
tireoidiano, em ambas as doses, foi capaz de reduzir sua expressao a niveis similares aos do

controle (Fig. 6).
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Figura 5 - Avaliagdo da expressdao génica da POMC por qPCR em ratos (n=10) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 pug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls (p<0,001 para Controle+salina vs. Tx+salina e p<0,05 para Tx + salina vs. Tx+1,5
ug/ 100 g).
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Figura 6 - Avaliagdo da expressdo génica da PC1 por qPCR em ratos (n=10) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls (p<0,001 para controle+salina vs. Tx+salina e p<0,001 para Tx + salina vs. Tx +
0,3 ug/ 100 g e Tx+1,5 pg/ 100 g).

Em relacdo ao contetido de POMC e ACTH (fig. 7), ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos, embora um indicio de aumento de POMC pareca ocorrer no

grupo tireoidectomizado tratado com dose supra-fisioldgica de T3.
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Figura 7 - Avaliagao do contetido intracelular de POMC e ACTH por Western blotting em ratos (n=7) controles tratados com
salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiolégica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g)
e Tx tratados com dose supra fisiolégica de T3 (Tx + 1,5 pug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls.

3.1.2 Hipotalamo

No hipotélamo, o conteudo de mRNA do CRH do grupo Tx permaneceu semelhante ao

do grupo controle (eutiroideo). Contudo, foi detectado um aumento da expressao deste

transcrito (fig. 8) quando os animais dos grupos Tx foram tratados com T3 tanto na dose

fisiologica (Tx + 0,3 pg/ 100 g) como na suprafisioldgica (Tx+ 1,5 pg/ 100 g), em relagdo aos

grupos controle e Tx.
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Figura 8 - Avaliagdo da expressdo génica do CRH por qPCR em ratos (n=10) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3ug/100g) e Tx
tratados com dose supra fisiolégica de T3 (Tx + 1,5 pug/100g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparag¢des miultiplas de Newman-Keuls (p<0,01 para Tx+salina vs. Tx+0,3ug/100g e p<0,001 para Tx+salina vs.
Tx+1,5ug/100g).

3.1.3 Adrenais

Conforme mostrado na figura 9, a tireoidectomia provocou redu¢do no peso das adrenais
(Controle + salina vs Tx + salina). Adicionalmente, um aumento no peso das glandulas foi
detectado quando comparamos as adrenais dos animais Tx que receberam a dose supra
fisiologica de hormonio tireoidiano por 5 dias com as adrenais dos animais tireoidectomizados
tratados com salina.

Quanto a expressdo génica das enzimas responsaveis pela sintese de glicocorticdides
(StAR, CYP11A1, CYPIIBI e CYPI1B2), também nao foram detectadas alteracdes

significativas nesses parametros (Fig 10 a 13) entre os grupos estudados.
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Figura 9 - Relagdo entre o peso das adrenais direita e esquerda em relacdo ao peso total de ratos (n=9) controles tratados
com salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3 pg/
100 g) e Tx tratados com dose supra fisioldgica de T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste
de comparagées multiplas de Newman-Keuls (p<0,05 para Controle+salina vs Tx+salina e p<0,05 para Tx+salina vs Tx + 1,5
ug/ 100 g).
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Figura 10 - Avaliagdo da expressdo génica da enzima StAR por qPCR em ratos (n=5) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiolégica de T3 (Tx + 1,5 pug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls.
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Figura 11 - Avaliagdo da expressdo génica da enzima CYP11A1 por qPCR em ratos (n=5) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls.
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Figura 12 - Avaliagdo da expressdo génica da enzima CYP11B1 por qPCR em ratos (n=5) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagoes multiplas de Newman-Keuls.
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Figura 13 - Avaliagdao da expressdo génica da enzima CYP11B2 por qPCR em ratos (n=10) controles tratados com salina,
tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiologica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx
tratados com dose supra fisiologica de T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de

comparagoes multiplas de Newman-Keuls.

3.1.4 Dosagem sérica de ACTH e corticosterona

Os valores séricos de ACTH estdo apresentados na figura 14. Os animais Tx

apresentaram valores de ACTH reduzidos em comparagdo aos animais controle (P<0,05). O

tratamento com T3 na dose fisiologica nao alterou o ACTH circulante nesses animais em

relagdo ao grupo Tx, mas seus valores se igualaram aos valores sé€ricos dos animais controle.

Ja a dose supra fisiologica (1,5 png/ 100 g) elevou a concentracdo de ACTH em relagao aos

grupos Tx (P<0,01) e Tx + 0,3 png/ 100 g (P<0,05) e equiparou-se aos valores séricos do grupo

controle.

As concentragdes séricas de corticosterona (fig. 15) nao apresentaram alteragdes em

nenhum dos tratamentos efetuados.
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Figura 14 - Valores séricos de ACTH em ratos (n=12) controles tratados com salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com
salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3 pug/ 100 g) e Tx tratados com dose supra fisiolégica de
T3 (Tx + 1,5 ug/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparacbes multiplas de Newman-Keuls
(p<0,05 para Controle + salina vs Tx + salina e Tx + 0,3 pg/ 100 g vs Tx + 1,5 pug/ 100 g, p<0,01 para Tx + salina vs Tx + 1,5

ug/ 100 g).
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Figura 15 - Valores séricos de corticosterona em ratos (n=12) controles tratados com salina, tireoidectomizados (Tx)
tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3 pg/ 100 g) e Tx tratados com dose supra
fisiologica de T3 (Tx + 1,5 pg/ 100 g) por 5 dias. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparagées multiplas de
Newman-Keuls.
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3.2 Estudos in vivo - Tratamento agudo com T3

Nos experimentos com tratamento agudo de T3, os animais foram submetidos a
tireoidectomia e ap6s 20 dias sem HTs na circulagao receberam uma unica inje¢ao intravenosa
de T3 em dose fisiologica (0,3 ng/ 100 g) ou dose suprafisiologica (100 pg/ 100 g) 30 min antes
de serem sacrificados.

A figura 16 ilustra o efeito do tratamento agudo (30 min) com T3 sobre a expressao
génica da POMC em ratos Tx. Ela reitera os dados da figura 4 que mostram que na auséncia de

HTs ocorre uma reducao significativa (P<0,0001) da expressao génica da POMC.
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Figura 16 - Avaliagdo da expressdo génica da proopiomelanocortina por gPCR em animais (n=8) controles tratados com
salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 03 pug/ 100 g)
e tireoidectomizados tratados com T3 na dose de 100 pg/100 g (Tx + 100 ng/ 100 g) por 30 min. ANOVA unifatorial seguido
pelo teste de comparagoes multiplas de Newman-Keuls (p<0,0001 para Controle + salina vs Tx + salina e p<0,001 para Tx +
salina vs Tx + 100 pg/ 100 g).

Verificamos também que a triiodotironina, quando injetada na dose suprafisiolégica em
ratos tireoidectomizados, ¢ capaz de exercer sua acao rapidamente aumentando o conteudo de

mRNA da POMC (grupo Tx + 100 ng/ 100 g vs Tx + salina), efeito que nao ¢ observado quando
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a dose de T3 injetada ¢ a fisiologica. Esses dados do efeito agudo do T3 se assemelham aos
observados nos animais Tx cronicamente tratados com T3.

Em relacdo a cauda poli(A) do mRNA da POMC (fig. 17), verificamos que o seu
comprimento, que guarda relagdo direta com sua estabilidade e traducao do transcrito, encontra-
se aumentado no grupo tireoidectomizado em relagdo ao grupo controle, e que o tratamento
desses animais Tx com T3 (dose fisioldgica e suprafisioldgica) leva a um réapido encurtamento

da mesma.
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Figura 17 - Avaliacdo da quantidade de bases da cauda poli(A) do mRNA da proopiomelanocortina em animais (n=4)
controles tratados com salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisiolégica
de T3 (Tx + 03 pg/ 100 g) e tireoidectomizados tratados com T3 na dose de 100 ug/100 g (Tx + 100 pg/ 100 g) por 30 min.
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ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparag6es miultiplas de Newman-Keuls (p<0,05 para Controle + salina vs Tx +
salina; p<0,05 para Tx + salina vs Tx + 0,3 ug/100 g e Tx + salina vs Tx+100 pug/100 g).

Quando levamos em conta a taxa de tradu¢ao do transcrito da POMC, observamos um
aumento da ligacdo de mRNA da POMC aos ribossomos no animal Tx, e que o tratamento com
T3, tanto aguda (30 min) como cronicamente (5 dias), provoca uma redugdo da taxa de ligagdo

deste transcrito aos ribossomos.
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Figura 18 - Avaliagdao da expressao génica da POMC por qPCR em ratos (n=2, pool de 10 hipdfises) controles tratados com
salina, tireoidectomizados tratados com salina, tireoidectomizados tratados com dose fisiolégica de hormonio por 30 min
e tireoidectomizados tratados com dose suprafisiologica de hormonio por 5 dias . ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Newman-Keuls (p<0,01 para Controle+salina vs Tx+salina e p<0,01 para Tx+salina vs Tx+ 0,3 pg/
100 g — 30 min).

Quanto ao contetido hipofisario de POMC e ACTH (fig 19) observamos que nao foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos estudados, apesar de existir uma tendéncia

a reducao de conteido de ACTH em animais Tx tratados com a dose de 100 pg/ 100 g.
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Figura 19 - Avaliacdo do contetido intracelular de POMC e ACTH por Western blotting em ratos (n=8) controles tratados
com salina, tireoidectomizados tratados com salina (Tx) e tireoidectomizados tratados com dose supra fisiolégica de T3 (Tx
+ 100 pg/ 100 g) por 30 min. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparagdes muiltiplas de Newman-Keuls.

As figuras 20 e 21 apresentam os valores de ACTH e corticosterona séricos para o
estudo agudo. Nao houve mudangas na concentragao de nenhum dos dois hormdnios quando

os ratos foram submetidos a tireoidectomia e a injecao intravenosa de T3 ou salina.
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Figura 20 - Valores séricos de ACTH em ratos (n=8) controles tratados com salina, tireoidectomizados (Tx) tratados com
salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3 pug/ 100 g) e Tx tratados com dose supra fisiolégica de
T3 (Tx + 100 pg/ 100 g). ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Newman-Keuls.
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Figura 21 - Valores séricos de corticosterona em ratos (n=8) controles tratados com salina, tireoidectomizados (Tx) tratados
com salina (Tx + salina), Tx tratados com dose fisioldgica de T3 (Tx + 0,3 pug/ 100 g) e Tx tratados com dose supra fisioldgica
de T3 (Tx + 100 pg/ 100 g). ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Newman-Keuls.
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3.3 Estudos in vitro

3.3.1 Cultura primaria de hipofises

Os resultados da figura 22 mostram que nao houve diferenca na secrecdo de ACTH em
cultura primaria de células hipofisarias tratadas com soro depletado de hormonios tireoidianos
(Resina) em relagdo ao grupo controle. A adi¢io de T3 em diferentes doses (107 ¢ 10”M) por
1 ou 4 horas também nao estimulou a secre¢ao de ACTH neste modelo. O tratamento com CRH
foi utilizado como controle positivo de secrecao e o tratamento de 4 horas ndo ¢ mostrado na

figura, pois seus valores foram superiores ao limite detectavel do kit.
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Figura 22 - Avaliagdo por EIA do efeito de diferentes doses de T3 (10'7M e 10'9M) e CRH (30 pM) administrados em
diferentes tempos, 1 ou 4 horas, na secre¢do de ACTH em cultura primaria de hipéfises (n=4) mantidas por 24 h em soro
tratado com resina. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparagées multiplas de Newman-Keuls (p<0,01 para CRH
30 pM vs Resina, Resina + T3 107 M, Resina + T3 10° M no tratamento de 1 h).

Utilizamos o modelo de cultura primaria de hip6fise para também verificar possiveis
efeitos do TRH e TSH na secrecao de ACTH e expressao génica de POMC. O primeiro passo

foi verificar a expressao do receptor de TSH na hipoéfise, o que € mostrado na figura abaixo (fig.

23).
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Figura 23 - Avaliacdo da presenca do receptor de TSH por qPCR em cultura primaria de hipoéfises de rato (n=5). O receptor
de TSH teve média do valor de Ct = 33,49 e o GAPDH teve um Ct médio de 20,78.

Apos a confirmacao da expressao do receptor de TSH na hipofise, verificamos o efeito

do TSH na expressao génica da proopiomelanocortina (fig. 24). Apds o tratamento por 6 h com

TSH (1 mU/mL) nao ocorreram alteragdes significativas na expressao de POMC em relacao ao

grupo controle.
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Figura 24 - Avaliagao da expressdo génica da POMC por qPCR em cultura primaria de células hipofisarias (n=4) tratadas
com meio Controle (Meio 199 + BSA 0,1%) e TSH (Meio 199 + BSA 0,1% + TSH 1 mU/mL) por 6 horas. ANOVA unifatorial
seguido pelo teste de comparagGes miultiplas de Newman-Keuls.
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No experimento de secrecao estatica (fig. 25) verificamos os efeitos do TRH e TSH na
secrecdo de ACTH ao longo de 2, 7 ¢ 19 h de tratamento com esses hormonios. Demonstramos
com esse experimento o efeito positivo do TSH na secrecdo de ACTH, ja que a secrecao de
ACTH encontrou-se aumentada apds duas horas de tratamento e se manteve no restante do
estudo (7 e 19 h). O hormonio liberador de tireotropina (TRH) ndo exerceu nenhum efeito na
secrecdo de ACTH, sendo que as células tratadas com TRH apresentaram o mesmo padrao de
secrecao que o grupo controle. O TRH também nao alterou a secre¢ao de ACTH causada por
TSH, ja que o grupo TRH + TSH apresentou valores de secrecao iguais ao grupo tratado apenas

com TSH.
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Figura 25 - Avaliacdo da secrecdo de ACTH ao longo do tempo (2, 7 e 19 horas) em cultura estatica de células hipofisarias
tratadas com meio controle (Meio 199 + BSA 0,1%), TRH 10 nM, TSH 1 mU/ mL ou TRH + TSH nas mesmas concentragdes
citadas anteriormente. ANOVA duas vias seguido pelo teste de comparagoes multiplas de Bonferroni (p<0,05 para Controle
e TRH 10 nM vs TSH 1 mU/ mL e TRH + TSH no tempo de 2 h, p<0,01 para Controle e TRH 10 nM vs TSH 1 mU/mL e TRH +
TSH e p<0,001 para Controle e TRH 10 nM vs TSH 1 mU/mL e TRH + TSH.

Na figura 26 podemos observar o efeito no TSH adicionado em perifusdao de células
hipofisarias. Nos primeiros 10 minutos ambas camaras de perifusdo foram banhadas com meio
controle e a partir do décimo minuto o meio contendo TSH foi adicionado a perifusdo da
segunda camara. Apds 8 minutos (18° minuto) de tratamento com TSH, a secrecao de ACTH
j& encontrou-se aumentada em relacao ao grupo controle. Esse aumento na secre¢ao se mantem

durante os minutos restantes de perifusao.
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Figura 26 - Secrecdo de ACTH em células hipofisarias obtidas a partir de cultura primaria, aderidas a beads cytodex e
perifundidas com meio controle (Meio 199 + BSA 0,1%) e TSH (Meio 199 + BSA 0,1% + TSH 1 mU/mL) por 80 minutos a uma
velocidade de 0,6 mL/min.

ApOs os ensaios de perifusdo e secregdo estatica realizamos ensaios para avaliar se a
secrecdo de ACTH induzida por TSH tinha participagdo do calcio (fig. 27). TSH na
concentracdo de 1 mU/mL provocou aumento no contetido intracelular de calcio em 33 de 45
c€lulas analisadas, um total de 73,33%. CRF e arginina vasopressina (AVP) foram
administrados como controle positivo para comprovagao de que a célula em questao se tratava

de um corticotrofo.

1.0

0.8

0.6

04 A . A . Y- A
0 T 200 T 400 Tsoo 8&:)
TSH 10" M CRF 107 M CRF AVP

Figura 27 - Fluorescéncia (Fa40/350) emitida por células de hipéfise apés administragdo de TSH (1 mU/mL). Aumento de
fluorescéncia (eixo Y) corresponde a aumento do conteudo de calcio citosélico. CRF 10"°M e 10”"M e AVP 10”M foram
utilizados como controle positivo para identificagao de corticotrofos. As unidades do eixo X referem-se ao tempo (s) e as
setas indicam o momento em que as drogas foram adicionadas.
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No experimento seguinte (fig. 28) os mesmos tratamentos utilizados anteriormente,
aplicacio de TSH (1 mU/mL), CRF (10"°M e 10'M) e AVP (10"M) foram repetidos em
c€lulas pré tratadas com o bloqueador do receptor de CRH, antalarmina, por 5 min. O horménio
TSH manteve seu efeito previamente relatado de mobilizar célcio para o interior do citosol do
corticotrofo, comprovando assim que sua a¢ao nao ocorria por a¢ao inespecifica do TSH no

receptor de CRF. Esse efeito foi verificado em 3/3 células analisadas.
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Figura 28 - Fluorescéncia (F340/330) emitida por células de hipéfise de rato pré tratadas por 5 minutos com bloqueador do
receptor de CRH antalarmina (5 x 10'7M) antes do tratamento com TSH (1 mU/mL). Aumento de fluorescéncia (eixo Y)
corresponde a aumento do contetido de calcio citosdlico. CRF 10"°M e 10”M e AVP 10”M foram utilizados como controle
positivo para identificagdo de corticotrofos. As unidades do eixo X referem-se ao tempo (s) e as setas indicam o momento
em que as drogas foram adicionadas.

Apos os experimentos de medida de célcio, testamos se o tratamento com TSH por 0, 1,
2,4 e 6 h provocaria alteragdes na quantidade de AMPc produzida pelas células hipofisarias.
Constatamos no meio de cultura de células tratadas com TSH, que apos 4 € 6 h ocorreu um
aumento na quantidade de AMPc produzido (fig. 29). J& no conteudo intracelular, ndo
detectamos alteracdes na quantidade de AMPc presente entre o grupo controle e o tratado com

TSH (fig. 30).
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Figura 29 - Efeito do tratamento com TSH na concentracdo de AMPc em meio de cultura ao longo do tempo (0,1,2,4e6
h) medido por RIA em cultura primaria de células de hipoéfise (n=4). ANOVA duas vias seguido pelo teste de comparagoes
multiplas de Bonferroni (p<0,05 para Controle 4 h vs TSH 4 h e para Controle 6 h vs TSH 6 h).
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Figura 30 - Efeito do tratamento com TSH na concentracdo de AMPc intracelular ao longo do tempo (0, 1, 2, 4 e 6 h) medido
por RIA em cultura primaria de células de hipdfise (n=4). ANOVA duas vias seguido pelo teste de comparagGes multiplas

de Bonferroni.
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3.3.2 Cultura primaria de glandula adrenal

Na figura 31 observamos o efeito do tratamento com T3 em duas doses (107 ¢ 10°M)
na expressao génica do fator esteroidogénico 1 (SF-1) em cultura primaria de adrenais. As
células foram mantidas em meio DMEM contendo 0,5% de soro fetal bovino por 24 h antes do
tratamento com T3 por 4 h. O horménio tireoidiano na dose 10”'M aumentou a expressio
génica de SF-1 em relagdo ao grupo tratado apenas com SFB 0,5% por 24 h e o mesmo efeito

ocorreu quando comparamos o grupo tratado com o grupo controle.
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Figura 31 - Avaliacdo da expressdo génica da enzima SF1 por qPCR em cultura primaria de adrenais (n=8) tratadas com
meio controle (DMEM + SFB 10%), Soro 0,5% (DMEM + SFB 0,5%), Soro 0,5% + T3 10”M e Soro 0,5% + T; 10°M. As células
foram tratadas com Soro 0,5% por 24 horas e apds este tempo com T3 nas concentragdes citadas por 4 horas. ANOVA
unifatorial seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls (p<0,05 para controle vs Soro 0,5% + T3 10'Mm
e p<0,05 para Soro 0,5% vs Soro 0,5% + T3 10”7 M).

Avaliamos também a expressao do RNA mensageiro de enzimas envolvidas no processo
de esteroidogénese como CYP11B1, StAR, 38-HSD e do receptor de melanocortina Mc2R (fig.
29). O tratamento com T3 em nenhuma das doses utilizadas provocou alteracdo na expressao

das enzimas citadas e nem do receptor de ACTH.
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Figura 32 - Avalia¢do da expressdo génica das enzimas CYP11B1, 3B-HSD e StAR e do receptor de melanocortina Mc2R por
gPCR em cultura primaria de adrenais (n=8) tratadas com meio controle (DMEM+SFB 10%), Soro 0,5% (DMEM+SFB 0,5%),
Soro 0,5% + T3 10”M e Soro 0,5% + T3 10°°M. As células foram tratadas com Soro 0,5% por 24 horas e apos este tempo com
T3 nas concentragées citadas por 4 horas. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparagées multiplas de Newman-
Keuls.

3.3.3 Cultura de céelulas AtT-20

Antes do inicio dos experimentos com a linhagem AtT-20, foram realizados testes de
padronizagdo para escolha do periodo de tempo mais adequado de manutengao das células em
meio depletado de hormdnio tireoidiano (fig. 33) e testes para avaliagdo da concentracao de T3
a ser utilizada (fig. 34) nos experimentos seguintes. O tempo escolhido a partir do primeiro teste
foi o de 24 h de deplecao de hormonio tireoidiano por apresentar a maior queda de expressao
génica da POMC entre os tempos avaliados avaliada estatisticamente. Em relacdo a

concentracdo de T3, optamos pela utilizacio da concentracdo de 10”M, por ser a dose que
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provocou nas cé¢lulas depletadas de HT's um aumento de expressdo génica a valores iguais aos

do grupo controle, e elegemos a dose 10"M como dose supra fisiologica de T3 para as células

AtT-20.
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Figura 33 - Avaliagdo da expressao génica da proopiomelanocortina em células AtT-20 (n=6) ao longo de diferentes tempos

de deplecdo de hormoénio tireoidiano do meio de cultura para estabelecimento do tempo utilizado nos procedimentos de
cultura celular. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de comparag6es multiplas de Newman-Keuls.
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Figura 34 - Avaliagdo da expressdo génica da proopiomelanocortina em células AtT-20 (n=6) por qPCR apds 24 h de
tratamento com soro depletado de hormonio tireoidiano (Hipo) seguido por reposicao de meia hora do hormoénio nos
tratamentos 10”M, 10®M, 10°M e 10°M e por 24 h no grupo crénico (T3 10”M). ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
compslragﬁes multiplas de Newman-Keuls, (p<0,05 para Controle vs Hipo e Hipo vs 10°M e p<0,001 para Controle e Hipo
vs 10°M - 24 h).
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Para encerrar as padronizagdes, realizamos um teste de integridade de membrana para
averiguar se o tratamento com soro depletado de HT's seria nocivo para as células AtT-20. Nas
figuras 35 e 36 mostramos, respectivamente, a fluorescéncia emitida por células cultivadas com
SFB controle e por células tratadas com SFB depletado de HTs. A porcentagem média de
sobrevivéncia de células na passagem 11 (n=3) foi de 99,77% e 99,89% para as células controle
e para as células tratadas com soro depletado, respectivamente. Ja na passagem 12 (n=3), a
sobrevivéncia foi de 99,94% para as células controle e de 99,81% para as células tratadas com
soro depletado. Portanto, ndo existe perda de viabilidade celular causada pelo tratamento com

soro depletado de HTs.
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Figura 35 — Avaliagdo por citometria de fluxo da integridade de membrana de células AtT-20 na passagem 11 tratadas com
soro fetal bovino. Células com membrana integra emitem baixa fluorescéncia, ja que o iodeto de propidio ndo penetra e
se intercala no DNA dessas células. Eixo X representa a fluorescéncia e o eixo Y a contagem de eventos.
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Figura 36 - Avaliagdo por citometria de fluxo da integridade de membrana de células AtT-20 na passagem 11 tratadas com
soro fetal bovino. Células com membrana integra emitem baixa fluorescéncia, ja que o iodeto de propidio ndo penetra e
se intercala no DNA dessas células. Eixo X representa a fluorescéncia e o eixo Y a contagem de eventos.

Padronizadas as condi¢des experimentais, partimos para o estudo em que avaliamos o

efeito da administracao aguda (30 min) de T3 sobre a expressao génica da POMC, na presenca
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ou nao de actinomicina D (bloqueador da expressao génica), conforme apresentado na figura
37.

Verificou-se que as células mantidas em meio depletado de T3 apresentaram menor
expressao do mRNA da POMC vs grupo controle, reiterando nossos estudos in vivo, € que o
T3, na concentracio 10°M, rapidamente aumenta a expressdo do gene da POMC, efeito que é
parcialmente perdido quando as células sdo tratadas com actinomicina D e recebem hormonio
nesta mesma concentragdo. Esse dado aponta para uma agao rapida do T3 por via ndo gendmica
e também por via gendmica, ja que o bloqueio da transcricdo génica atenuou o aumento do
conteido de mRNA da POMC observado apos 30 min da administracao do T3. Nota-se que o
efeito agudo do T3 sobre a expressdo desse gene ndao ¢ evidenciado quando doses
suprafisiologicas sio utilizadas (10"M) por 30 min. Esses dados, em conjunto, sugerem que as
acoes nao genomicas do T3 fazem parte de uma regulacao fisioldgica da expressao desse gene,

pois sao desencadeadas com a menor dose de T3.
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Figura 37 - Avaliagdo da expressao génica da proopiomelanocortina em células AtT-20 (n=6) na presenca (+) e auséncia (-)

de actinomicina D e tratadas ou ndo com T3 nas concentragoes 10”M e 10°M. ANOVA unifatorial seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Newman-Keuls, (p<0,01 para C vs H e p<0,05 para H vs H10°M e H'10°M = H'10’9M).

Conforme colocado anteriormente, algumas acdes nao genOmicas do T3 sao
desencadeadas apoOs sua interagdo com uma integrina de membrana, a aV[3, que reconhece
proteinas com dominio RGD e também os HTs. Realizamos verifica¢do da expressao por gPCR

(fig. 38) das duas subunidades da integrina, aV e 33, para confirmar a sua expressao nas cé¢lulas
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AtT-20 e demos continuidade ao estudo. A figura 39 mostra o experimento em que células AtT-

20 foram cultivadas na presenca ou nao de T3, do peptideo RGD ou RGE (controle negativo).

File: C:LightCycler3\UsersikuckamariData'05-26-2016 1-4 25-28 alfa v and b3 subunit att-20.ABT  Program: Amplification Run By: kuckamar
Run Date: May 27, 2016 20:24 Print Date: August 26, 2016
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Figura 38 — Verificacdo por qPCR da presenca do mRNA das duas subunidades da integrina de membrana, aV e 33.
Sondas Tagman para as subunidades aV e 3 foram adquiridas da Applied Biosystems para esta identificagdo.
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Figura 39 - Avaliacdo da expressdo génica da proopiomelanocortina em células AtT-20 (n=6) apds 24 h de tratamento com
soro depletado de hormonio tireoidiano, com posterior adicdo de RGD e RGE por 30 min, seguida por reposi¢cdo de meia
hora de T3 na concentragao 10°M. ANOVA bifatorial seguido pelo teste de comparacdes miultiplas de Bonferroni, (p<0,05
para Hipo+T3 vs Hipo e para Hipo+RGE+T3 vs Hipo+RGD+T3).
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Neste experimento observamos que o aumento da expressao génica da POMC causado
pelo tratamento agudo com T3 foi abolido quando o RGD foi utilizado; contudo o efeito de T3
se manteve quando, em vez de RGD, as células foram tratadas com RGE.

Esses dados confirmam a acdo rapida, ndo genomica, do T3 sobre a expressdo desse
gene, além de apontar que, a0 menos parte dessa a¢ao depende da interagao do T3 com o sitio

da integrina aVP3, que reconhece o dominio RGD.
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4 DISCUSSAO

Sabe-se que na hipdéfise o hormoénio tireoidiano age nos somatotrofos regulando
positivamente o gene do GH (MURPHY et al., 1992), e nos tireotrofos reprimindo a expressao
do gene do TSH (STATON et al., 1998). Porém, hé escassez de dados moleculares consistentes
a respeito da regulacdo exercida pelo T3, nos corticotrofos, sobre o gene da POMC. Neste
estudo apresentamos evidéncias de que os HTs regulam mecanismos transcricionais e pos
transcricionais envolvidos na sintese de POMC e ACTH.

A reducdo da expressao génica da POMC nos animais tireoidectomizados, bem como
nas células cultivadas em meio depletado de T3, indica que a presenca do T3 ¢ necessaria para
a expressao basal desse gene. Esse dado contrasta com os de Johnson et al. 2012, que ndo
observaram qualquer alteracdo no conteido do mRNA da POMC na hipoéfise de animais
tireoidectomizados. No estudo citado, a avaliacdo da expressao génica da POMC se deu por
hibridizagao in situ, técnica considerada bem menos sensivel para deteccdo de conteudo de
mRNA que o gPCR. Contudo, devemos ressaltar que nos diferentes experimentos
desenvolvidos no presente estudo houve uma consisténcia de redugdo da expressao desse
transcrito nos animais/células hipotireoideos vs eutireoideos. Por outro lado, observamos que
apenas concentracdes supra-fisioldgicas de T3 foram capazes de aumentar o conteudo do
mRNA da POMC nos ratos Tx e a valores menores que o grupo controle, sugerindo uma menor
resposta do corticotrofo ao T3 quando ocorre instalacdo do hipotireoidismo. Johnson e
colaboradores, 2012, verificaram que hipotdlamos explantados de ratos com 60 dias de
hipotireoidismo em cultura produzem menos CRH do que os hipotalamos controles. Como o
CRH ¢ o mais importante fator estimulante da expressio de mRNA da POMC (TSIGOS;
CHROUSOS, 2002), provavelmente essa queda na expressao do mRNA da POMC detectada
em nosso estudo se deve também a uma redugao de CRH sendo liberado pelo hipotalamo desses
animais. Além disso, estudo prévio do nosso laboratorio demonstrou que o citoesqueleto da
hipéfise se encontra desarranjado em animais hipotiroideos (SILVA et al., 2006). Sabe-se que
esse desarranjo pode prejudicar a transcrigdao de genes devido a um funcionamento inadequado
do complexo de iniciagdo da RNA polimerase do tipo 2 (GETTEMANS et al., 2005).

Os resultados de contetdo proteico de POMC e ACTH indicam que, apesar do conteudo
de mRNA se apresentar reduzido nos animais tireoidectomizados, existem mecanismos

compensatorios ativados para manuten¢ao do conteudo de POMC e ACTH na glandula dentro
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da normalidade. O comprimento da cauda poli(A) do RNA mensageiro ¢ um fator que pode
interferir na expressao génica por afetar a estabilidade, o transporte e o inicio da tradugdo do
RNA em questdo (ZHANG; VIRTANEN; KLEIMAN, 2010). No experimento in vivo agudo,
o aumento de cauda poli(A) do transcrito da POMC verificado no grupo tireoidectomizado
acaba tornando este RN A mais estavel, apesar dele se apresentar em menor contetido. Este pode
ser um mecanismo de contrabalanco ativado para manter a expressao génica da POMC apesar
dos niveis baixos de seu RNA mensageiro. Existem diversos relatos de regulacao da cauda
poli(A) pelos HTs, onde estes podem causar tanto aumento (LIU; WAXMAN, 2002;
MURPHY, et al., 1992; ROMANO, et al., 2013), como redu¢do (GOULART-SILVA; DE
SOUZA; KRANE; SPINDEL; CHIN, 1991; NUNES, 2011) do comprimento da cauda poli(A).
Vale comentar que o aumento no comprimento de cauda poli(A) ocorre, em geral, em
transcritos de genes que sao regulados positivamente por um ligante, quando os mesmos se
encontram na auséncia deste, o que refor¢a o dado de que os HTs atuam fisiologicamente
induzindo a expressao do gene da POMC (MURPHY, et al., 1992). O fato de que o hormdnio
tireoidiano, em ambas as doses, rapidamente induz a diminui¢do do comprimento da cauda
poli(A) em ambos os grupos tireoidectomizados, também ¢ uma indicio que reitera nossa
hipotese de que os HT's s@o necessarios para que o gene da POMC seja transcrito.

Os dados obtidos com o ensaio de perfil polissomal mostram uma maior quantidade de
moléculas de mRNA da POMC ligadas aos ribossomos, o que sugere maior taxa de tradugao
do transcrito em animais hipotiroideos vs eutiroideos, o que corrobora a hipotese de que
mecanismos compensatorios sao acionados na tentativa de manutencdo de POMC e ACTH,
uma vez que o conteudo de mRNA de POMC estava reduzido. T3 ja se mostrou capaz de
modular a ligacdo de mRNA aos polissomos em outros tipos celulares da hipéfise, como nos
tireotrofos, onde reduziu a tradu¢ao de TSHP (GOULART-SILVA; DE SOUZA; NUNES,
2011) e nos somatotrofos, aumentando a taxa de tradugdo do mRNA do GH (GOULART-
SILVA et al., 2010), acdes essas que podem ser correlacionadas com o tamanho da cauda
poli(A) dos mRNAs estudados, assim como ocorre no nosso estudo. Somando-se a traducao
aumentada do mRNA da POMC em ratos hipotiroideos, temos o aumento da expressao génica
da enzima PC1, que ¢ de fundamental importancia para a clivagem da POMC e liberacao de
ACTH da sua molécula (BENJANNET et al., 1991).

Nota-se que apos a regulagdo exercida por todos os mecanismos citados anteriormente,
o conteudo de POMC e ACTH nao se encontraram alterados nos grupos estudados, porém os

niveis circulantes de ACTH estdo reduzidos em animais Tx, parametro esse revertido pelo
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tratamento com T3. Essa reducao na secrecao de ACTH pode ser explicada pela redugdo na
secrecao de CRH no hipotalamo de ratos tireoidectomizados (JOHNSON, et al., 2012). Nosso
trabalho mostra que o tratamento com T3 regula a secre¢do de ACTH, possivelmente por
normalizar a secre¢do de CRH dos animais tireoidectomizados tratados com T3. Além disso,
verificamos se o T3 seria um horménio com importante papel na secre¢do de ACTH. Para
solucionar essa questao realizamos experimentos com cultura primaria de hipofises e tratamos
essa cultura com T3 em diferentes doses e apos 1 e 4 h de tratamento, ndo detectamos nenhuma
alteracdo na secrecdo de ACTH. Teste com tempos de 24 e 48 h de estimulacao também foi
realizado e ndo houve aumento de secrecdo (dados ndao mostrados). Nao podemos deixar de
mencionar novamente o desarranjo no citoesqueleto na hipéfise de animais Tx (SILVA, et al.,
2006), onde foi detectada redugdo na secrecao de GH e o T3 promoveu aumento da sintese e
secre¢do de GH gracas a um rearranjo do citoesqueleto de actina nos somatotrofos. E possivel
que os corticotrofos também estejam com seu citoesqueleto comprometido, causando assim
reduc¢do na secre¢ao de ACTH e que o tratamento com T3 poderia estar causando um rearranjo
desse citoesqueleto, melhorando a secrecdo de ACTH, como também aumentando a secre¢ao
de CRH pelo hipotalamo.

Observamos também uma expressao aumentada de mRNA do CRH nos grupos Tx
tratados cronicamente com ambas as doses de T3. O fato de, nessas condi¢des nao termos um
aumento equivalente do mRNA da POMC sugere uma agao diferencial do T3 no hipotadlamo e
hipéfise, o que merece ser investigado futuramente, ja que o hipotadlamo desses animais parece
estar hiper-reativo ao tratamento, mas sem uma resposta final esperada. Sabe-se que a expressao
de CRH no hipotalamo sofre influéncia de varios fatores, como interleucinas, acetilcolina e
serotonina, que aumentam sua expressao, € dos glicocorticoides que sdao responsaveis pelo
feedback negativo (CALOGERO et al. 1988; FULLER, 1992; SAPOLSKY, 1997). Estudos
futuros que busquem a compreensao de possiveis alteragdes desses neurotransmissores no
hipotireoidismo podem vir a esclarecer essa questdo, ja que a corticosterona ndo se mostrou
alterada em nossos grupos estudados.

Chama a atencao no trabalho de Johnson et al., 2013 a hipercorticosteronemia detectada
em animais tratados com 50 pug de T4 por 7 ou 60 dias, acompanhada de um aumento de mRNA
da POMC na hipoéfises dos ratos tratados com T4 por 7 dias, porém sem alteragdes nas
concentracdo de ACTH sérico. Constatamos que o tratamento com T3 por 4 horas em cultura
primaria de adrenal regula positivamente o receptor nuclear SF-1, um importante estimulador

da esteroidogénese (HOIVIK et al., 2010; LUO; IKEDA; PARKER, 1994), o que pode explicar
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o aumento da corticosterona nesses animais, ainda mais que estes foram tratados com T4 por
um longo periodo. Em nosso trabalho ndo detectamos alteragdes nas concentragdes séricas de
corticosterona, fato também relatado por Johnson et al., 2012 em cultura primaria de adrenais
retiradas de ratos tireoidectomizados por 7 dias. Acreditamos que a sensibilidade ao ACTH
nessas adrenais esteja aumentada, e que talvez, se a tireoidectomia fosse mantida por um tempo
maior do que 20 dias encontrariamos uma redu¢ao na corticosterona sérica, assim como se €sses
animais fossem submetidos a algum agente estressor, eles poderiam ter uma resposta reduzida
ao agente estressor.

O peso das adrenais mostrou-se reduzido nos animais tireoidectomizados e o tratamento
com dose suprafisiologica T3 foi capaz de reestabelecer o peso a valores iguais ao de animais
controles. Sabe-se que 0 ACTH exerce agao trofica nas glandulas adrenais (HORNSBY, 1985)
e que alteragdes em suas concentragdes podem alterar o peso da glandula. Como esperado, o
ACTH sérico de nossos animais encontrou-se reduzido e seus niveis foram elevados pelo
tratamento com HT, o que condiz com o aumento no peso das adrenais. Apesar de nao termos
encontrado efeito do T3 na expressao do receptor de ACTH (Mc2R) e nas enzimas envolvidas
no processo de esteroidogénese avaliadas (StAR, CYP11B1, 33-HSD), o T3 aumentou a
expressao de SF-1, um potente modulador da esteroidogénese e do desenvolvimento da adrenal,
mostrando que o T3 pode indiretamente interferir na esteroidogénese.

Um outro fator alterado no eixo hipotalamo-hipoéfise-tiredide no hipotireoidismo sao os
niveis séricos de TRH e TSH, que se encontram aumentados na auséncia de T4 e T3 (YEN,
2001; ZOELLER; TAN; TYL, 2007). Por isso, realizamos experimentos com cultura primaria
de hipofises para verificar possiveis agdes do TRH e do TSH no corticotrofo. Outros trabalhos
ja verificaram a presenga do receptor de TSH (TSHR) na hipofise de humanos, mais
particularmente nas células foliculo estreladas (PRUMMEL et al., 2000) e na hipofise do rato
(BROKKEN et al., 2001). Mesmo com essas informagdes confirmamos a expressao do RNAm
do TSHR, ja que a expressdao de alguns genes pode se encontrar alterada pelo processo de
dissociagdao do tecido hipofisario (BARGI-SOUZA et al., 2015). Em relacdo ao TRH, nao
houve alteragdes na secrecao de ACTH quando as células hipofisarias foram tratadas com este
hormonio, ja o TSH promoveu aumento de secregao de ACTH pelos corticotrofos. Sabe-se que
existem diversas relagdes pardcrinas na hipéfise (DENEF, 2008). Nos corticotrofo um fator
classico que participa na potencializacao da acdo do CRH na secrecdo de ACTH ¢ a arginina
vasopressina (AVP) (GILLIES; LINTON; LOWRY, 1982), sem alterar a expressao génica de
POMC (KEVIN; BLUM; ROBERTS, 1989). Outro fator paracrino estimulador da produgao de
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ACTH sao as urocortinas, que nos humanos sao produzidas principalmente nos somatotrofos e
em menor propor¢ao nos lactotrofos (DENEF, 2008; WONG et al., 1996). No nosso trabalho
demonstramos pela primeria vez um novo fator paracrino estimulante da secrecao de ACTH, o
TSH. Sabe-se que as células foliculo estreladas sdo um elo entre o sistema imune € o sistema
endocrino sendo responsaveis pela produgao de interleucina-6, que ¢ um fator estimulante da
secrecao de ACTH (RENNER, et al., 1998; RIVIER, 2001). Para verificar os mecanismos
envolvidos na secrecdo de ACTH induzida por TSH e se este estaria agindo nos corticotrofos,
ou se na verdade ele estaria se ligando ao receptor presente nas células foliculo estreladas
(PRUMMEL et al., 2000), realizamos experimentos para medir a produ¢do de AMPc e a
mobilizacao de calcio para o citosol, uma vez que o TSH estimula tanto Gs como Gq (DUPREZ
et al., 1998; RICHARDS, 2008).

O TSH provocou aumento de AMPc no meio de cultura das células estudadas, além de
73,33% dos corticotrofos analisados terem apresentado aumento de célcio citosolico apds a
administracao de TSH. Na hipoéfise, a estimulacao de Gs provoca aumento de AMPc, que ¢
responsavel tanto por uma ativagdo direta de canais que provocam aumento de calcio
intracelular, como ativacao indireta desses canais, mediada pela fosforilacdo por PKA. Ja a
estimulagdo de Gq causa formacao de IP3, que se liga em seus receptores presentes no reticulo
endoplasmatico provocando liberagdo de célcio para o citosol (STOJILKOVIC, 2012;
STOJILKOVIC; TABAK; BERTRAM, 2010). O aumento de calcio nos corticotrofos nos leva
a crer que estes também possuem TSHR, uma vez que esse efeito ¢ compativel com a
estimulagdo de Gs e Gq por TSH, e que a IL-6 ndo provoca alteracdes no conteudo de AMPc e
calcio citosolicos (KISHIMOTO, 2010). Porém, com o presente experimento ainda nao
podemos afirmar se o aumento de calcio no citosol ¢ proveniente do meio extra celular, do
reticulo ou de ambos. Futuramente realizaremos experimentos com meio deficiente de calcio
para esclarecer essa questdo. Além disso, ndo descartamos a possibilidade de que o TSH
também esteja agindo nas células foliculo estreladas e a secre¢dao de ACTH também seja
estimulada por IL-6. E interessante que o TSH, horménio o qual ja foi descrito como pro-
inflamatério por aumentar a produgdo de IL-6 em células adiposas 3T3-L1 e em células
adiposas humanas (ANTUNES et al. 2005; ANTUNES, et al. 2008) também provoque a
liberacao de ACTH pela hipofise, que estimulard a sintese e secre¢ao de corticosterona, um
hormonio com propriedades anti-inflamatorias. Esse contrabalango pode ser um mecanismo

interessante de se regular a atividade inflamatoria nesses tecidos.
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No experimento agudo, in vivo, demonstrou-se que o conteudo reduzido de mRNA da
POMC no grupo Tx foi rapidamente aumentado quando os animais foram tratados por 30 min
com dose suprafisioldgica de T3. Esse aumento de conteudo pode ter ocorrido por uma elevagao
da transcrigao ou por uma reducdo da degradacao desse mRNA. A estabilidade dos mRNAs
pode ser alterada por modificagdes na cauda poli(A) na extremidade 3’ e no cap 7 metil
guanosina na extremidade 5°, onde a reducao da cauda poli(A) ou uma remocao do cap estdo
relacionados com reducdo da estabilidade desse transcrito (SCHOENBERG; MAQUAT, 2012;
ZHANG:; VIRTANEN; KLEIMAN, 2010). Ao analisarmos a cauda poli(A) do mRNA da
POMC no grupo tratado com dose de 100 pg/ 100 g peso, ndo detectamos nenhuma alteragao
em relagdo ao seu tamanho que possa justificar um aumento na estabilidade do RNA, que nesse
caso pode estar sendo aumentada por alteragdes no cap 7 metil guanosina. Considerando a
rapidez dessa resposta, e que as agdes classicas dos HTs, conhecidas como gendomicas
(SHIBUSAWA et al, 2003), sao em geral de resposta mais lenta, € possivel que esse aumento
da expressdo génica da POMC possa ser um indicio de uma agdo nao genodmica, que poderia
ser desencadeada pelo T3, sem excluir a possibilidade de uma agdo gendmica do mesmo.

O conteudo proteico de POMC e ACTH no experimento in vivo agudo ndo se mostrou
alterado nos grupos estudados, gracas a possiveis mecanismos de contrabalango ja citados
anteriormente, como aumento da cauda poli(A) e aumento da expressao de PC1. Existe uma
tendéncia em redugdo do conteido de ACTH nos animais Tx tratados com T3, porém nao
detectamos alteragdes nas concentracoes séricas de ACTH desses animais, significando que o
ACTH nao esta sendo secretado. Em outros grupos celulares da hipofise, o T3 se mostrou capaz
de aumentar rapidamente a secrecdo de GH (SILVA et al., 2006) e inibir a secrecdo de TSHb
(BARGI-SOUZA et al., 2014), porém essa modulacao rapida na secre¢ao nao foi verificada nos
corticotrofos. Nota-se que os animais submetidos a tireoidectomia nos estudos agudos ndo
apresentaram redu¢ao na secrecdo de ACTH como ocorreu com os animais do estudo cronico.
Esses animais sofreram uma incisdao proxima a veia jugular para a aplicagdo da injecao de T3 e
¢ conhecido que lesdes nos tecidos provocam a liberagdo de citocinas, como a IL-6, que em
meia hora ja sdo capazes de aumentar a secre¢ao de ACTH, além de outras alteragdes como
aumento na atividade simpatica e mudangas imunologicas (DESBOROUGH, 2000).

Uma das caracteristicas das acdes ndo gendmicas ¢ a sua capacidade de ocorrer na
presenca de inibidores da transcricdo génica, como € o caso do experimento in vitro com c€lulas
AtT-20 onde observamos que, mesmo na presenca de actinomicina D, o T3 foi capaz de realizar

a acdo de aumentar o conteudo do mRNA da POMC (H'10°M = H'10°M) em células
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cultivadas com soro depletado de HTs. Outro forte indicio de que a agao descrita em nosso
estudo in vitro ¢ ndo gendmica, foi o fato de que o tratamento das células AtT-20 com o peptideo
RGD, antes da adi¢cao de triiodotironina bloqueou essa acao do T3. Conforme comentado
anteriormente, 0 RGD se liga ao sitio da integrina de membrana avp3, com o qual o T3 interage
desencadeando sua ag¢dao nao gendmica (CHENG; LEONARD; DAVIS, 2010). Vias como a
MAPK e PI3K podem ativar a transcri¢ao génica quando ocorre a ligagdo do T3 a integrina de
membrana aVB3 (DAVIS; LEONARD; DAVIS, 2008; KALYANARAMAN et al., 2014; LIN
et al., 2009), bem como acionar mecanismos paralelos pds-transcricionais que poderiam

promover essa elevacao do conteido de mRNA da POMC de forma tao rapida.
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5 CONCLUSAO

Concluimos que existe participagdo dos componentes do eixo hipotalamo-hipodfise-
tireoide na regulacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, com uma agdo mais relevante na
hipéfise. Uma série de mecanismos compensatorios sdao ativados em animais
tireoidectomizados com o intuito de se manter a expressio de POMC e ACTH, porém a
secrecdo de ACTH mesmo assim encontra-se prejudicada nesses animais. O T3 se mostrou
capaz de regular mecanismos transcricionais € pos-transcricionais envolvidos na sintese de
POMC e ACTH e reestabelecer a secre¢ao de ACTH em animais tireoidectomizados, além de
estimular a transcrigdo de SF-1 em cultura priméria de adrenais. Por fim, o TSH se mostrou um
novo fator pardcrino que regula positivamente a secrecdo de ACTH em cultura de células

hipofisarias.
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