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RESUMO

PREVIDE, R. M. Avaliac3o dos efeitos agudos e em longo prazo do horménio tireoidiano
sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e sua importancia fisiolégica. 2016. 83 f.Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2016.

Os horménios tireoidianos (HTs) participam de diversos processos biologicos, por meio
de acdes que exercem sobre a expressao de genes que codificam proteinas envolvidas com o
metabolismo, crescimento e desenvolvimento, acdes essas conhecidas como gendmicas.
Todavia, algumas acOes dos HTs s@o desencadeadas na presenca de inibidores da transcricdo
génica, indicando que eles exercem também acgdes ndo gendbmicas. Poucos sdo 0s estudos que
exploram a participagdo dos HTs na regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, portanto,
0 presente estudo tem o objetivo de caracterizar as agdes rapidas (30°), bem como as que
ocorrem em longo prazo (5 dias) do T3 sobre a sintese de POMC e secrecdo 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 acdo do
T3 em cultura primaria de adrenais e a acdo do TSH em cultura primaria de hipdfises. Apos
esses tratamentos avaliamos a expressdo de mRNA de POMC, CRH, PC1, StAR, CYP11A1,
CYP11B1, CYP11B2, 3B-HSD e SF-1 por gPCR, o conteido de POMC/ACTH por western
blotting e a secrecdo de ACTH e corticosterona. Detectamos nos ratos Tx uma reducdo do
contetdo 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 crbénico, como no agudo com T3. A enzima PC1l tem sua expressdo
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 ndo apresentaram
diferencas entre tratamentos nos grupos estudados in vivo, apesar da reducdo sérica de ACTH
em animais Tx, porém SF-1 teve sua expressdo aumentada in vitro apds tratamento com T3. Na
cultura de hipdfises, o TSH se mostrou capaz de aumentar a secrecdo de ACTH sem alteracdo
de transcricdo génica de POMC e esse mecanismo pode ter a participacdo 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, situacdo 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 é desencadeada primariamente na membrana celular e que envolve mecanismos que
levam & inducdo da transcricdo desse gene. Conclui-se que a auséncia de T3 reduz o contetdo
de mRNA da POMC e a secrecdo de ACTH pela hipofise, apesar de mecanismos
compensatorios estarem ativados e o TSH se mostrou um novo fator parécrino estimulante da
secrecdo de ACTH em cultura primaria de hipofise.
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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 Sdo Paulo, S&o 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, PC1, StAR,
CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2, 3-HSD and SF-1 by gPCR, 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



1 INTRODUCAO

1.1 Hormdnios tireoidianos — Biossintese, regulacdo e mecanismos de acao

A glandula tireoide foi descrita em 1656 por Thomas Wharton e acreditava-se que asua
funcdo era de embelezar o pescoco. Somente no fim do século 19 foi descoberto que a glandula
exercia um papel funcional no organismo. Observou-se que o cretinismo e o mixedema
(hipotireoidismo adulto) estavam associados a atrofia da glandula tireoide e a remocdo da
glandula tireoide provocava alteracdes semelhantes ao mixedema (LINDHOLM; LAURBERG,
2011). Ja em 1891 foi detectado que o mixedema poderia ser tratado com injecOes dirias de
extrato de tireoide de owvelha e algum tempo depois foi obervado que tireoides levemente
cozidas provocavam o mesmo efeito. Apds estas evidencias, foi proposto que a tireoide
produziria um composto que quando ausente causaria 0 mixedema (GALTON, 2013).

Em 1914, um composto contendo 65,3% de iodo foi isolado por Edward Kendall, porém
sO 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 hormdnios tireoidianos (HTs) ocorre a partir da absor¢do ativa de iodeto
pela proteina NIS, presente na tiredide e também em outros érgdos como intestino, glandu las
salivares e na glandula maméria (PORTULANO; PARODER-BELENITSKY; CARRASCO,
2014). Na tiredide, ap0Os a absorcdo, o iodeto é transportado para o limen do foliculo pela
proteina apical denominada pendrina. No limen o iodeto é 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 organificagcao
do iodo, ocorre a formagdo de monoiodotirosina (MIT) ou diiodotirosina (DIT). Apo6s a
formacdo de DIT e MIT, essas sofrem um processo também catalisado pela TPO onde sdo
acopladas ocorrendo a formacdo de T3, T4, rT3 e T2. Através da acdo do TSH, atireoglobulina
é 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¢do dos HTs esta sobre regulacdo do eixo hipotalamo -
hipofise-tiredide. No hipotalamo, mais precisamente no nucleo paraventricular, o hormdnio
liberador de tireotropina (TRH) é sintetizado. Apos ser liberado na eminéncia mediana ele é

transportado pela circulagdo porta hipofisaria até a adeno-hipofise, ou hipofise anterior onde se



liga ao seu receptor, TRHR, presente nos tireotrofos e lactotrofos. Nos tireotrofos, a ativagao
do TRHR provoca aumento na sintese e secre¢do de horménio tireotréfico (TSH) (JOSEPH-
BRAVO et al., 2015). A acdo classica do TSH ocorre nos tiredcitos, onde o0 mesmo age no
receptor de TSH, TSHR. Ao se ligar a este receptor o TSH desencadeia a ativagdo tanto de Gs
como de Gg. A ativagdo de Gs provoca liberagdo da subunidade alfa e ativacdo da adenilato
ciclase, enzima responsavel pela conversdo de ATP em AMPc. Essas agdes causadas pela
ativacdo de Gs estdo envolvidas com crescimento de tecido tireoidiano e secrecdo hormonal. Ja
a ativacdo de Gq ativa a fosfolipase C e controla a sintese horménios na tiredide (DUPREZ et
al., 1998; RICHARDS, 2008). Os hormonios T4 e T3 sdo entdo liberados pela tiredide e a sua
propria producdo também ¢é responsdvel pela regulagdo de sua sintese, uma vez que esses
horménios sao responsaveis pelo feedback negativo no hipotdlamo e na hipéfise, onde 0 T4 tem
um papel mais importante que o T3 na regulacdo da sintese e secrecdo de TRH e TSH
(ZOELLER; TAN; TYL, 2007).

No entanto, é 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, coracéo,
0ssos, linfocitos e testiculos (DAVIES; MARIANS; LATIF, 2002), tecidos nos quais exerce
efeitos diferentes dos que exerce na tiredide. No tecido adiposo, 0 TSH regula a lipélise 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
regulacdo fina da secrecdo 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 enguanto
apenas 20% do T3 circulante é gerado pela glandula (KIMURA, 2008; YEN, 2001). Os 80%
restantes sdo 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-hipdfise, 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 séo transportados na corrente sanguinea ligados a proteinas transportadoras
como a proteina ligadora de tiroxina (TBG), atranstirretina e aloumina (KIMURA, 2008). Eles
sdo transportados para o interior das células através de transportadores que se encontram na
membrana celular, dos quais se destacam o transportador de monocarboxilato 8 e 10 (MCT8 e
MCT10) no transporte de T3 e o transportador de anions organicos, OATP1C1, para o



transporte de T4. O OATP1C1 é altamente expresso em capilares do cérebro, no préprio cérebro
e nas células de Leydig, enquanto o MCT8 é expresso no cérebro, coracdo, figado, adrenal e
glandula tiredide. J4 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 hormdnios tireoidianos regulam processos essenciais da vida dos vertebrados como
crescimento, desenvolvimento e metabolismo. Eles participam da regulacdo do peso corporal e
gasto energético. O excesso de hormdnios tireoidianos causa um estado hipermetabdlico, onde
ocorre um aumento do gasto energético em repouso, perda de peso, reducdo do colesterol
plasmatico, aumento da lipdlise e da gliconeogénese. Ja no hipotireoidismo predomina um
estado de hipometabolismo caracterizado por um reduzido gasto energetico em repouso, ganho
de peso, colesterol elevado, lipdlise e gliconeogénese reduzidas (MULLUR; LIU; BRENT,
2014; OETTING; YEN, 2007).

As acdes classicas dos HTs sdo chamadas de gendmicas e estas sdo responsaveis pela
alteracdo na sintese de proteinas relacionadas ao crescimento, metabolismo e desenvolvimento.
Para desencadear essas agoes, 0s HTS interagem com seus receptores nucleares (THRS), que se
ligam a regibes especificas denominadas elementos responsivos aos hormonios tireoidianos
presentes na regido promotora dos genes alvo provocando aumento ou diminuicdo de sua
transcricdo (MULLUR; LIU; BRENT, 2014; SHIBUSAWA et al., 2003). As acdes gendmicas
sdo conhecidas também pelo fato de demorarem horas ou até mesmo dias para ocorrerem, ja
que dependem de alteracdes na expressdao génica da célula alvo e por serem mediadas
principalmente pelo T3.

Os principais THRs sdao a THRal, THRo2, THRa3, THRB1, THRB2 e THRP3. Esses
receptores possuem 3 dominios funcionais, sendo o primeiro, o dominio amino-terminal, o
segundo o dominio de ligagdo ao DNA e o terceiro o dominio de ligagdo ao ligante. A regido
AF-1 encontra-se no primeiro dominio, mas sua funcdo ainda é 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 mudangas conformacionais no mesmo permitindo a sua ligacdo a
cofatores, podendo esses serem tanto ativadores como inibidores (Fig 2). Entre as isoformas a,
o THRal ¢ a unica que possui capacidade de se ligar ao T3. As isoformas 2 e 3 ndo possuem
essa capacidade, atuando como elementos dominantes negativos. Eles s@o encontrados em
todos os tecidos, mas em maior quantidade no cérebro e no coracdo. Ja todas as isoformas 3 (1,

2 e 3) sdo capazes de se ligar ao T3. O THRP1 ¢ encontrado em maior quantidade no muisculo



esquelético, rim e figado. Ja o THRP2 é mais expresso no cérebro, hipofise, retina e orelha
interna. O THRPB3 ¢ expresso somente no rato e ¢ encontrado no pulmio, figado erins (CHENG;
LEONARD; DAVIS, 2010; OETTING; YEN, 2007; ORTIGA-CARVALHO; SIDHAYE;
WONDISFORD, 2014; YEN, 2001).

Able to Able to
Protein bind T; form dimers

E

| DBD H LBD AF-2

THRB1L Yes Yes

THRB2 Yes  Yes __ Ar1 [DBD H LBD  AF-2

THRB3 Yes Yes LBD AF-2
THRal Yes  Yes
THRa2 No Yes AF-1 | DBD H LBD
THRa3 No Yes | AF1 | DBD H LBD

Figura 1 - Receptores nucleares de hormonios tireoidianos (THRs). AF-1, fator de ativa¢dao 1, DBD, Dominio de liga¢do ao
DNA, LBD, Dominio de ligagdo ao ligante, AF-2, fator de ativa¢do 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 transcricdo génica
(ig 2). Quando o T3 se liga ao seu receptor nuclear, ocorre a liberagdo do co-repressor e a
ligacdo de um co-ativador, 0 que da inicio a transcricdo génica e consequente aumento do
respectivo mRNA (KIMURA, 2008; OETTING; YEN, 2007; YEN, 2001).

Ativacao dependente da ligacdo de T3

Repressdo independente daligacdode 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 hormonio tireoidiano, CoR, co-repressor, CoA, co-ativador.
Adaptado de Ortiga-Carvalho, Sidhaye e Wondisford, 2014.



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

A integrina de membrana oVB3 é um conhecido sitio ligante para T3 e T4 envolvido
nas acdes ndo genbmicas. Essa integrina possui dois dominios ligantes, S1 que tem maior
afinidade por T3 e ativa a PI3K, e 0 S2, que tem afinidade tanto por T3 como por T4 e ativa a
via da MAPK. As ac¢des mediadas por essa integrina podem provocar o trafico de proteinas para
onlcleo e modular a expressao génica através da fosforilacdo de THR[1 ou de ERa1 nucleares.
Alem disso, THRB1 e ERau citosolicos também podem ser fosforilados e migrarem para o
nucleo quando o T4 se liga a integrina de membrana aVB3 (fig. 3) (DAVIS etal.,, 1996; DAVIS
et al., 2005; DAVIS et al., 2008). Outros sitios ligantes extranucleares do T3 sdo o THRB1e 0
TRAou1 citosolicos (fig. 3).

Algumas ac¢des ndo gendmicas ja foram demonstradas, como aumento da atividade da
Ca2*-ATPASE em eritrocitos (DAVIS et al., 1986), da Na*-K*-ATPASE em hepatécitos (LEI;
BHARGAVA; INGBAR, 2009), a estimulacdo da respiracdo 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,
remodelacdo do citoesqueleto de actina e proliferacdo de células de osso humanas in vitro, todos
mediados por ativacdo de receptores extranucleares (DAVIS; GOGLIA; LEONARD, 2015;
SCARLETT etal., 2008). Relatos de rapido aumento na expressao génica de genes envolvidos
com a proliferacdo celular mediados pela ligagdo de HTs com a integrina de membrana oVf3
também j& foram feitos (KALYANARAMAN et al., 2014; LIN et al., 2009).
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Figura 3 - Ag6es ndo gendmicas do T3 iniciadas na integrina de membrana aVB3 ou no citoplasma. (Retirado de Cheng,
Leonard e Davis, 2010)

Algumas acbes gendmicas e ndo gendmicas do T3 na hipéfise foram descritas pelo
nosso grupo de pesquisa. A hipdfise € uma glandula localizada na base do encéfalo em uma
concavidade do o0sso esfenoide denominada sela turcica. A sua porcdo 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¢do 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, parametros estes normalizados quando 0s 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
mRNA do TSHP, aumento da sua ligagdo com ribossomos e citoesqueleto, sugerindo aumento

da estabilidade e dataxa de traducdo desse transcrito. Porém, quando estes ratos foram tratados



com dose supra fisiologica de T3 por 30 minutos, ocorreu uma reducdo da cauda poli(A) e da
ligacdo do transcrito do TSHf aos ribossomos (GOULART-SILVA; DE SOUZA; NUNES,
2011), dado indicativo de que o T3 reduz a estabilidade e a traducdo desse transcrito, antes
mesmo de reprimir a transcricdo desse gene. Em um estudo posterior em ratos hipotireoideos
(Bargi-Souza et al., 2014) foi verificado que a administracdo de dose fisiolégica de T3 (0,3
ug/100 g), apds 30 min, foi capaz de reduzir o conteldo do mRNA do TSHpB, bem como de
aumentar a quantidade de grénulos de TSH nos tireotrofos, efeito decorrente de uma inibicdo
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 dasua cauda e uma reducdo do nimero de seus transcritos associados aos polissomos.
Ja o contedo de LH na hipdfise estava reduzido, mas suas concentracfes séricas estavam
aumentadas em relacdo 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 agcfes gendmicas e ndao gendmicas do T3 nos
corticotrofos, um grupamento celular de extrema importancia para a sobrevivéncia dos seres

vivos, pois regula a funcdo das glandulas adrenais, 0 que sera descrito a seguir.

1.2 Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

A proopiomelanocortina (POMC) é um polipeptidio precursor do ACTH. Presente em
diversos tecidos, como hipdfise, hipotalamo, outras regides do sistema nervoso central e pele,
a proopiomelanocortina sofre grande processamento pos-traducional. Esse processamento é
tecido especifico e gera, dependendo do caso, varios peptideos envolvidos em funcdes
bioldgicas diversas. POMC expressa nos corticotrofos € necessaria para regulacdo da funcédo
adrenal, enquanto a POMC produzida em neur6nios do hipotadlamo exerce papel em controlar
a dor e a homeostase energética. Ja a producdo de proopiomelanocortina na pele pode
influenciar a melanogénese (RAFFIN-SANSON; KEYZER; BERTAGNA, 2003).

O hipotadlamo controla a secrecdo hipofisaria de ACTH, que é o horménio responsavel
pela sintese e liberacdo de glicocorticoides. O principal estimulo hipotalamico para a hip6fise
é 0 hormdnio liberador de corticotropina (CRH), um peptideo de 41 aminoacidos produzido no

nicleo paraventricular do hipotdlamo. A arginina vasopressina (AVP) é um potente



potencializador da acdo do CRH em estimular a secrecdo de ACTH, porém a AVP por si so,
possui pouca atividade secretagoga de ACTH (TSIGOS; CHROUSOS, 2002).

Em situagdes ndo estressantes, tanto CRH como AVP sdo secretados no sistema porta
de maneira circadiana, pulsatil, com uma frequéncia de dois a trés episodios de secrecdo por
hora. Em situacdo de repouso, a amplitude dos pulsos de CRH e AVP aumenta no inicio da
manhd, resultando em picos de secrecdo de ACTH e cortisol na circulagdo. Essas variagdes
diurnas sdo perturbadas por mudancas na iluminacéo, horérios de alimentacdo e atividade bem
como pelo estresse (TSIGOS; CHROUSOS, 2002). A amplitude dos pulsos aumenta durante o
estresse agudo e nessas condi¢Oes, o sistema de estresse recruta secretagogos de CRH de fontes
adicionais, como 0s neurOnios magnocelulares liberadores de AVP e a angiotensina I
(CHROUSOS, 1995).

A estimulacdo da atividade secretoria dos corticotrofos envolve a produgdo de AMPc e
aumento na concentracdo de calcio intracelular. O aumento na atividade secretoria €
acompanhado por aumento da expressdo do gene da POMC. Porém, o promotor da POMC nédo
possui elementos responsivos ao AMPc e ao célcio, indicando que mecanismos indiretos
evoluiram para utilizar as cascatas de sinalizacdo do AMPc e do célcio para regular a expressao
da proopiomelanocortina (JENKS, 2009). Quando no limen do reticulo endoplasmético rugoso,
a POMC segue o caminho intracelular de proteinas secretadas através do complexo de Golgi e
¢ armazenada em granulos de secrecdo, 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, p-endorfna e v-
lipotrofina (RAFFIN-SANSON; KEYZER; BERTAGNA, 2003).

O ACTH produzido nos corticotrofos ¢é liberado na circulacdo e age na zona fasciculata
das glandulas adrenais, onde promove o0 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 sdo os daenzima StAR, CYP11Al, CYP11B1 e CYP11B2.
A StAR é a enzima responsavel pelo transporte de colesterol para a membrana interna da
mitocondria, CYP11ALl cliva a cadeia lateral da molécula de colesterol gerando pregnenolona,
CYP11B1 converte 11-desoxicorticosterona em corticosterona e a CYP11B2 converte
corticosterona em aldosterona na zona glomerulosa da adrenal (HANUKOGLU, 1992). Todo

0 processo de esteroidogénese € regulado por um receptor Orfdo nuclear denominado



“Steroidogenic factor 17 (SF-1). Esse receptor é encontrado em todas as camadas do cortex da
adrenal, nos gonadotrofos da hipdfise, células de Leydig e células de Sertoli dos testiculos, no
hipocampo e na por¢do dorso medial do hipotalamo (HOIVIK, et al., 2010; PARKER;
SCHIMMER, 1997). Na adrenal, o SF-1 ativa genes responsaveis pela sintese de
glicocorticoides, como 0s genes de StAR, das hidroxilases de esteroides P450 (CYPs), da 33
esteroide desidrogenase (3p-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 ndo 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
inflamatoria e imune (ELIAS et al., 2012; NICOLAIDES et al., 2015).

Alguns trabalhos relataram alteracbes no eixo hipotalamo- hipéfise-tiredide em
situacOes de estresse. Esta condicdo tem sido associada com queda na concentracdo plasmatica
de T3, T4 e TSH, sem nenhuma mudanca no contetdo de MRNA do TRH e da somatostatina.
Nessa situacdo ha evidéncias de um aumento da expressdao do mRNA desiodase do tipo 2 central
e de reducédo da atividade da desiodase do tipo 1 hepética (BIANCO etal., 1987; HELMREICH;
TYLEE, 2011). No entanto, as alteracdes causadas pelo eixo hipotalamo-hipofise-tiredide no
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal ainda ndo foram completamente esclarecidas.

Embora em pequeno ndmero, a literatura apresenta estudos sobre as aces do T3 no eixo
hipotdlamo-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 reducdo da concentracdo de corticosterona
circulante em ratos hipotiroideos. Porém esses estudos Ssdo controversos, pois apesar de
relatarem alteracbes na corticosteronemia, eles ndo demonstram alteragdes moleculares
compativeis nos outros componentes do eixo que tem sua transcricdo alterada pelo feed-back
negativo exercido pela corticosterona.

Tendo em vista a escassez e a controvérsia de dados na literatura sobre as acles
gendmicas e a auséncia de dados sobre acdes ndo gendmicas do hormonio tireoidiano sobre 0s

corticotrofos, propomos com este trabalho investigar as acGes do T3, a curto e longo prazo,



sobre a regulacdo da expressdo e processamento da POMC, bem como as possiveis alteracbes

no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal.

1.3 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar as a¢fes do T3 a longo (5 dias) e/ou curto
(30 minutos) prazo sobre o eixo hipotalamo-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 acBes do T3 e TSH em cultura primaria de hipofise de ratos Sprague dawley. Apoés
diversos tratamentos, foram avaliados parametros moleculares tais como:

(@) expressdo génica da proopiomelanocortina (POMC);

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

(c) ataxa de traducdo deste transcrito;

(d) o contetdo de POMC e ACTH hipofisério;

(e) expressdo génica da pro-horménio convertase do tipo 1 na hipdfise;

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

primaria de adrenais de ratos Sprague Dawley;

(9) dosagem sérica de ACTH e corticosterona;

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

() Medida de AMPc em cultura priméria de hipofises;

(j) Medida de calcio citosélico em cultura primaria de hipéfises.



5 CONCLUSAO

Por fim, concluimos que existe participagdo dos componentes do eixo hipotalamo-
hipdfise-tireoide na regulacdo do eixo hipotdlamo- hipdfise-adrenal, com uma acdo mais
relevante na hipdfise. Uma série de mecanismos compensatdrios sdo ativados em animais
tireoidectomizados com o intuito de se manter a expresséo 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 e pos-transcricionais envolvidos na sintese de
POMC e ACTH e reestabelecer a secrecdo de ACTH em animais tireoidectomizados, alem de
estimular a transcricdo de SF-1em cultura priméria de adrenais. AlEm disso, 0 TSH se mostrou
um novo fator paracrino que regula positivamente a secrecdo de ACTH em cultura de células

hipofiséarias.
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