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RESUMO

O T3 aumenta a poliadenilagcéo e estabilidade do GH mRNA. O citoesqueleto
(Cy) participa da estabilidade e tradugcao de mRNAs, pois fatores, como o EF
1a, ligam alguns transcritos a ele, aumentando sua estabilidade e tradugao. Cy
também participa dos processos secretores celulares. Observamos que no
hipotiroidismo (Tx), ha um desarranjo do Cy nos somatotrofos que é revertido
pela administragdo aguda de T3. Neste estudo avaliamos a ligagao do EF 1a e
do GH mRNA ao Cy e, deste aos polissomos, na hipéfise, e a expressao do
IGF-l mRNA hepatico, em ratos controle e Tx tratados com T3 ou salina, e
sacrificados ap6s 30 min. Observamos redugao da F-actina, da ligagao do EF
1o € GH mRNA a ela, do GH mRNA nos polissomos, e da expressdo de IGF-I
MRNA hepatico, nos ratos Tx, o que indicou redugao da sintese e secreg¢ao do
GH. A administragdo de T3 estimulou esses processos, aumentando a
estabilidade, traducdo do GH mRNA e a secregao de GH, o que ocorreu em
paralelo ao rearranjo do Cy, indicando uma agao nao genémica do T3.



ABSTRACT

T3 increases GH mRNA poly-A tail and stability. Cytoskeleton (Cy) plays a part
on mMRNA stability and translation, since factors, like EF 1o, can bind some
transcripts to it, improving stability and translation efficiency. Cy is also involved
in cellular secretory process. We showed that somatotropes Cy is disrupted in
hypothyroidism (Tx), and rearranged by acute T3 treatment. In this study we
investigated the binding of EF 1o and GH mRNA to Cy and of GH mRNA to
polysomes in pituitary, as well as the liver IGF-l mRNA content, in control and
Tx rats treated with T3 or saline, and killed 30 min thereafter. We observed that
Tx reduced F-actin content, EF 1a and GH mRNA binding to it, GH mRNA
recruitment to polysomes, in pituitary, and IGF-I mRNA expression in liver,
which indicates that GH synthesis and secretion are impaired. Acute T3
treatment stimulated all these process, indicating that stability, translation of GH
mRNA and GH secretion were restored. These events occurred in parallel to
the Cy rearrangement, which strongly indicates a non genomic effect of T3.
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PABP — Proteina de ligacdo a cauda poli A do mRNA

PAP — poli A polimerase

PI3-K — Fosfatidilinositol 3 quinase
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RNA - Acido Ribonucléico. Sdo encontrados os seguintes tipos de RNAs: RNA
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1 INTRODUCAO

Os hormonios tiroideanos (HTs) estdo envolvidos em vdrios processos bioldgicos
relacionados ao crescimento, desenvolvimento e metabolismo. Para que muitas dessas agdes
acontecam faz-se necessdria a interacdo dos HTs com receptores que se encontram acoplados a
seqiiéncias especificas de determinados genes, conhecidas como elementos responsivos aos HT's
(TREs). As acgdes decorrentes dessa interacdo sdo chamadas de gendmicas, pois estimulam ou
reprimem a expressao de genes (RIBEIRO et al., 1995; IWASAKI et al., 2004; SHUPNIK e
RIDGWAY, 1985). Mais recentemente, descobriu-se que certas proteinas de membrana podem
se ligar aos HTs e recrutar enzimas citosdlicas, responsdveis por alteracdes da funcdo celular
(CODY et al., 2007; DAVIS et al., 2006; BERGH et al., 2005). Adicionalmente, os proprios
receptores nucleares dos HTs podem, antes de se dirigirem ao nucleo, ser acionados pelos HTs e
provocar ativagcdo de quinases (STOREY et al., 2006). Esses efeitos dependentes da interacao
dos HTs com receptores citosdlicos ou de membrana plasmdtica sdo reconhecidos como

decorrentes das acdes ndo gendmicas ou extranucleares dos HTs.

Alguns efeitos ndo génomicos dos HTs ja haviam sido evidenciados ou, pelo menos,
suspeitava-se de sua existéncia, antes mesmo da caracterizagdo dos receptores nucleares, mas
com a descoberta destes receptores, tais especulacdes foram deixadas em segundo plano
(NAKAMURA et al., 1983; NARAYAN et al., 1984; SAP et al., 1986). Entretanto, estes efeitos
voltaram a ser enfocados apds a descoberta de a¢des dos HTs que se instalavam rapidamente —
segundos e minutos (MEZOSI et al., 2005; DAVIS et al., 2004; KAVOK et al., 2001), (2) e que
persistiam na presenca de inibidores da transcricdo génica (LEI et al., 2003; GOUVEIA et al.,
2001, 1990; DAVIS e DAVIS, 1996). A rapidez com que esses efeitos aconteciam conduziram

uma série de pesquisas elucidativas para tragar o mecanismo de a¢cdo ndo gendomica dos HTs.

Uma das primeiras acdes extranucleares dos HTs descritas na literatura partiu de estudos
de Leonard et al. (1990) que descreveram uma rdpida diminui¢do da atividade da desiodase do
tipo 2 — D2 (enzima que converte T4 a T3) frente a administragdo de T4 (20 min) em astrdcitos
cultivados em meio deficiente de hormonio tiroideano, efeito que persistiu na presenca de
ciclohexamida e actinomicina D, conhecidos inibidores da sintese protéica e transcricdo génica,

respectivamente. No entanto, observou-se que a diminui¢do da atividade da D2, pela adi¢ao de

2



T4, assim como de T3 reverso, a cultura de astrécitos, foi dependente da polimerizagdo de actina
do citoesqueleto, uma vez que o bloqueio da mesma por citocalasina B evitou a queda da
atividade da D2 (FARWELL et al., 1990; FARWELL et al., 1992; LEONARD e FARWELL,
1997; SIEGRIST-KAISER et al., 1990; SAFRAN et al., 1992; SAFRAN et al., 1993). Esse
efeito foi observado em 20 minutos, pouco tempo para que ocorresse a sintese de uma proteina e,
ainda, pelo T4, ao qual a afinidade dos receptores de HT € 10 vezes inferior a do T3, o que
corroborou os dados anteriores do mesmo grupo sobre ser esse efeito resultante de uma a¢do ndo

genOmica dos HTs.

Além de T4 e T3 reverso, héd relatos de que o proprio T2 exerce efeitos bioldgicos
importantes para o metabolismo celular. Seu principal sitio de acdo s@o as mitocondrias, onde
estimula a beta-oxida¢do de lipideos, com formacdo de acetil-CoA e producdo de energia.
Apesar do proprio T3 exercer efeito sobre a atividade mitocondrial, o T2 € considerado como
sendo mais potente do que o T3 nessa acdo (LANNI et al, 1993; CIMMINO et al., 1996;
GOGLIA F., 2005; ARNOLD S., 1998). Vale lembrar que o T3 foi considerado durante muito
tempo o hormdnio biologicamente ativo, enquanto seus metabdlitos (T3 reverso e T2), ou pro-
horménio (T4) eram considerados, respectivamente, como destituidos de, ou com pouca,

atividade bioldgica, o que € verdadeiro caso a referéncia seja a sua a¢do nuclear ou gendomica.

Em uma revisdo feita por Davis (1996) uma série de acdes dos HTs que ndo envolvem
receptores nucleares foi apontada, tais como: redu¢do da inativa¢do do canal de s6dio, aumento
da atividade da cdlcio ATPase, aumento da captacdo de glicose, polimerizacdo de actina, com
diminuicdo concomitante da atividade da D2, aumento da captagdo de oxigénio, bem como da
atividade da ATP sintase e da citocromo oxidase. Adicionalmente, demonstrou-se uma agao dos
HTs na regulacdo poés-transcricional da expressio de genes, como a da enzima malica e

apolipoproteina Al.

Estudos desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que o transcrito do GH €
regulado pos-transcricionalmente pelos HTs. Tais estudos foram realizados em ratos
hipotiroideos os quais, ap6és 30 min da administracdo de doses sub-fisioldgicas de T4 (25% da
dose de reposicdo fisiolégica), apresentaram elevacdo de aproximadamente duas vezes no

conteido do mRNA do GH. Esse efeito foi atribuido a maior desiodagcdo de T4 a T3 pela elevada



atividade D2 hipofisaria dos ratos hipotiroideos, ja que a administracdo de T3 reverso, inibidor

competitivo da D2, impediu a sua manifestacdo (VOLPATO e NUNES, 2001).

Em outro estudo foi possivel identificar um aumento do contetido de mRNA do GH em
ratos hipotiroideos, apés 30 min da administragdo de doses supra-fisiologicas de T3. A andlise
molecular do mRNA do GH destes animais demonstrou a presenca de maior nimero de residuos
de adenina na sua cauda poli-A, processo conhecido como poliadenila¢do, do qual participam a

enzima poli-A polimerase (PAP) nuclear e, a seguir, citoplasmatica.

Em geral, quanto maior o grau de poliadenilacio do mRNA, maior é a sua estabilidade
(aumento da meia-vida), pois a cauda poli-A se associam proteinas (proteinas ligantes da cauda
poli-A: PABP) que a protegem de clivagem pelas RNases. Essas duas enzimas, portanto,
participam do processamento pos-transcricional do mRNA, o que sugere claramente uma acao do
T3 nesta etapa da regulacdo da expressdao génica do GH (VOLPATO et al., 2000). Vale salientar
que essas enzimas estdo ligadas ao citoesqueleto (MOHR et al., 2001; SCHRODER et al., 1982),
0 que nos leva a pensar que uma desorganizacdo deste possa provocar prejuizo na atividade de
PAP e PABP, causando diminuicio do comprimento da cauda poli A de mRNAs e,

consequentemente, diminui¢do da estabilidade do transcrito.

No entanto, nada sabiamos sobre as repercussdes do hipotiroidismo sobre o citoesqueleto
de somatotrofos, o que nos conduziu aos primeiros estudos para avaliagdo do seu grau de
organizacdo nas células da adenohipdfise e, em particular, nos somatotrofos, nos quais realizamos

andlise imuno-histoquimica, para identificacdo do GH e da actina F.

Assim, observamos um desarranjo do citoesqueleto na totalidade das células da adeno-
hipéfise dos animais hipotiroideos, caracterizado por uma baixa marcacdo de actina F, efeito que
se estendeu aos somatotrofos (GOULART DA SILVA et. al., 2006). Em paralelo, detectamos
diminuicdo do contetudo hipofisdrio de GH, o que pode ser devido a uma menor sintese protéica,
ja que os HTs sdo importantes para transcricdo génica do GH (VOLPATO e NUNES, 1994). Os
dados de imuno-histoquimica também revelaram a presenca de poucos granulos de GH, os quais
se apresentaram distribuidos principalmente, sendo totalmente, na periferia dos somatotrofos, o
que sugere uma menor secrecido do GH, provavelmente por um desarranjo do citoesqueleto, o

qual desempenha um papel crucial no trafego de vesiculas.



A administracdo aguda de T3 foi capaz de promover a polimerizacio de actina,
reorganizando o citoesqueleto dessas células, o que € um forte indicio de uma a¢do ndo gendomica
dos HTs (GOULART DA SILVA et al., 2006). Concomitante a essa reorganizacdo do
citoesqueleto, observou-se marcante redu¢do de marcacdo de GH na periferia e aumento da
mesma na regido perinuclear dos somatotrofos, sugerindo, respectivamente, um efeito do T3 na

secre¢do e sintese de GH..

O aumento da sintese do GH pode ter ocorrido por aumento da eficiéncia de traducdo do
mRNA, uma vez que se supde, pelo maior grau de poliadenilagdo do mRNA do GH (VOLPATO
et al., 2000), que ele se encontre mais protegido da acdo de RNAses, o que aumentaria o seu pool
para a tradugdo, um efeito dependente de T3 e que parece envolver o citoesqueleto, ja que
enzimas que sabidamente promovem a estabilidade de mRNA estdo associadas a ele. Além
disso, existem proteinas envolvidas com a traducdo ligadas ao citoesqueleto, o que o torna
importante também para a tradugdo do transcrito (SHANINA et al., 2001; PINCHEIRA et al.,
2001; SHESTAKOVA et al., 1993), dado que pode refor¢ar o efeito indireto do T3 sobre a

eficiéncia da traducdo do transcrito do GH.

Os HTs, portanto, exercem importante papel na organizacdo do citoesqueleto dos
somatotrofos, o que também foi observado em outros tipos celulares, como astrdcitos
(LEONARD et al., 1997), sendo que esse efeito poderia justificar o aumento da estabilidade do
mRNA e da sintese do GH. Sabe-se que as proteinas da familia Rho estdo envolvidas no processo
de polimerizacdo da actina, o que as coloca como potenciais alvos dos HTs, porém, isso precisa

ser melhor investigado.

As evidéncias de a¢des ndo gendmicas dos HTs mobilizaram a comunidade cientifica para
descrever as vias envolvidas nesses efeitos. Nesse sentido surgiram vdrias estudos, e um deles
demonstrou que o T4, por meio da ativacio da MAPK (ERK1/2), era capaz de promover a
fosforilacdo do receptor dos HTs, o que aumentava a sua afinidade ao T3 (DAVIS et al, 2000).
Além do T4, o préprio T3 € capaz de aumentar a atividade de PKC, o que foi visto em linfécitos
T. Nessas células a atividade de PKC induzida pelo T3 levou a liberagao de citocinas (I1-2 e INF-
Y), efeito que foi responsavel por maior proliferacdo de linfécitos T e B o que induziu a melhora

da resposta imune (KLECHA et al., 2006). Vale salientar que os processos de exocitose



dependem do citoesqueleto (BANOVAC e KOREN, 2000) e, desta forma, a liberacdo de
citocinas pelos linfocitos também depende do citoesqueleto, estrutura que tem se mostrado alvo

dos HTs. Desta forma, ndo somente o T4, mas o proprio T3 exerce efeitos ndo gendmicos.

O citoesqueleto € um conjunto de filamentos protéicos formados por microfilamentos,
microtubulos e filamentos intermedidrios, cuja importincia baseia-se, entre outras acdes, no fato
de participarem do trafego de vesiculas e outros elementos através do ancoramento feito por
proteinas motoras, como demonstrado para a D2 (STACHELEK et al., 2000). Os
microfilamentos sd@o formados pela polimerizacdo de actina (actina F), cujo bloqueio afeta a
integridade do citoesqueleto, fazendo com que muitas das fun¢des desempenhadas por ele deixem

de ser observadas.

A polimerizacdo de actina (actina F) é um processo que envolve a ativacdo de proteinas G
de baixo peso molecular pertencentes a familia Rho, com atividade GTP4sica, ou seja, hidrolisam
o GTP (Trifosfato de guanosina) em GDP (Difosfato de guanosina). Essas proteinas ciclam entre
um estado inativo (ligado ao GDP) e ativo (ligado ao GTP), quando interagem com diversas
proteinas efetoras. O ciclo € regulado por fatores que favorecem a troca de GDP por GTP, os
GEFs (fatores de troca de nucleotideos de guanosina), pelo GDI (fator inibitério da dissocia¢do
de guanosina), que forma um complexo com Rho no citoplasma e por proteinas que ativam a
quebra de GTP (GAPs — proteinas ativadoras de GTPases), inativando a proteina Rho. Proteinas
Rho sdo isopreniladas e, quando ativadas, migram para a membrana celular para interagir com os
seus efetores. Quando a célula € estimulada por fatores de crescimento ou hormdnios, a via de
transducdo acionada € responsdvel pela ativacdo de um ou mais GEFs, resultando na ativacdo de
proteinas Rho e seus efetores, responsdveis pela polimerizacdo de actina do citoesqueleto
(NOBES e HALL, 1994; VAN AELST e D’SOUZA-SCHOREY, 1997; HALL, 1998;
WATANABE et al., 2005).

Essas Rho GTPases sao moduladas por vérios fatores, dentre eles a PKC. Sabe-se que
vdrias isoformas de PKC estdo envolvidas com migracdo celular, evento que modifica toda a
estrutura da célula e que mobiliza o citoesqueleto; nesses estudos observou-se que a diminui¢ao
da atividade de PKC comprometia a migragdo celular e, consequentemente, a vida da célula, ja
que durante a migracdo a célula estabelece contatos com a matriz celular que sdo importantes
para sua sobrevivéncia (LARSSON, 2006). Este fato nos permite inferir que o aumento da
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atividade de PKC induz a ativacdo das proteinas da familia Rho GTPases, o que leva a
polimerizagdo de actina. Outra enzima envolvida com as proteinas da familia Rho GTPases € a
PI3-K, enzima que faz parte da complexa via de sinalizacdo da insulina. A ativa¢do de PI3-K
promove, entre outras agdes, a translocagdo de GLUT4 (uma das isoformas de transportador de
glicose) para a membrana plasmética de adipdcitos, musculo esquelético e cardiaco. E
interessante lembrar que a translocacdo de GLUT4 e, consequentemente, sua inser¢do na
membrana plasmdtica, sdo processos que dependem de microfilamentos e microtibulos

(MCCARTHY et al., 2006; LIU et al., 2006; KANZAKI e PESSIN, 2001).

Os HTs também utilizam a PI3-K para algumas de suas acdes, como as observadas no
endotélio de vasos sangiiineos. Nesse caso o proprio receptor nuclear dos HTs - TRal, que ainda
estd localizado no citosol, interage com a sub-unidade p85 da PI3-K, ativando a Akt. Uma vez
ativa, a Akt aumenta a atividade de eNOS, levando a maior producdo de 6xido nitrico (NO) e
queda de pressdo arterial por vasodilatagdo (HIROI, et al., 2006). Em outro modelo experimental
demonstrou-se que o TRP, e ndo TRa, associou-se a PI3-K, o que levou ao aumento da
condutancia do canal de potdssio em linhagem de células da hipdfise — GH4C; (STOREY et al.,
2006). Virios outros efeitos envolvendo HTs e PI3-K foram descritos o que torna essa via

importante para alguns efeitos extranucleares dos HTs.

Sabia-se que a PKC estava envolvida com alguns efeitos dos HTs, mas o mecanismo pelo
qual ela era estimulada permanecia desconhecido. Entretanto, Davis, em 2005, publicou um
artigo de revisdo, em que descreveu um “provédvel” receptor de membrana plasmatica para HTs,
pertencente a familia das integrinas. As integrinas s@o proteinas transmembrana com dominios
voltados para o extracelular e para o intracelular. Esses dominios participam da adesdo da célula
ao substrato de matriz por se prenderem ao citoesqueleto (porcdo intracelular) e a proteinas de
matriz extracelular, por meio de seu dominio RGD (por¢do extracelular). No entanto, sua funcdo
como proteinas transmembrana vai muito além disso, ja que se sabe que elas fazem parte de vias

de sinalizacdo utilizadas por hormonios, como os tiroideanos, conforme descrito por Davis.

Davis identificou a integrina V33 como a proteina (receptor) que reconhece os HTs. Em
seus estudos com células endoteliais, ele observou a interagdo dos HTs com a integrina aV33

préximo do local de reconhecimento da seqiiéncia RGD de proteinas de matriz extracelular.



Segue-se a esta interacdo, uma elevacdo da atividade da PKC e da MAPK. Sabe-se que a
interacdo ligante-receptor altera a conformacao da proteina G, levando a dissociag@o de suas sub-
unidades. A sub-unidade o se liga ao GTP e ativa a fosfolipase C (PLC), esta, gera, a partir de
fosfolipideos de membrana, o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol. O IP3 aumenta a
liberacdo de cdlcio no intracelular, que junto com diacilglicerol ativa a PKC. No modelo de
Davis, a ativagdo de PKC pela interagdo dos HTs com a integrina atV3, provoca aumento da
atividade de MAPK, o que por sua vez estimula a proliferacao celular e, nesse caso, proliferacio

das células endoteliais, induzindo a angiogénese (DAVIS et al., 2005).

A caracterizacdo de integrinas como receptores de membrana para os HTs, assim como de
uma via de sinalizagdo envolvendo PKC e MAPK, representou um grande avanco para a
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na ac¢do ndo gendmica dos HTs.
Entretanto, esta ndo € a unica via, pois existem muitos efeitos dependentes de PI3-K e que,
aparentemente, ndo dependem de PKC ou integrina, mas da associacio entre receptor citosolico

de HTs (os mesmos que migram para o nucleo) com a PI3-K ( CAO et al., 2005).

Recentemente, demonstrou-se que a PKC, e ndo a MAPK, também estd envolvida no
processo de regulacdo da sintese protéica. Os estudos conduzidos nessa dire¢do apontam que a
ativacdo da PKC aumenta a afinidade/interacdo de transcritos a proteinas citosélicas, conhecidas
como trans-acting factors; sendo o oposto observado quando a atividade da PKC € bloqueada, o
que leva a uma diminui¢do da eficiéncia de tradu¢do dos mRNAs (SIDIROPOULOS et al.,
20006).

Conforme apontado anteriormente, o citoesqueleto exerce um papel fundamental na
traducdo, j4 que proteinas envolvidas com a estabilidade do transcrito (Poli-A polimerase e
PABP) encontram-se associadas a ele. No entanto, ha evidéncias adicionais de que essa interacao
posiciona os mRNAs em locais estratégicos no meio intracelular o que, além de favorecer a
estabilidade do transcrito também compartimentaliza a sua traducdo (HESKETH et al., 1996). A
localizacdo inapropriada do transcrito pode deixd-lo susceptivel a acdo de fatores deletérios,
levando a formacdo de proteina andmala. Esses efeitos dependem do citoesqueleto e parecem
envolver as proteinas motoras presentes nos microfilamentos e microtibulos (MUNCHOW et al.,

1999; LIPSHITZ e SMIBERT, 2000; TEKOTTE e DAVIS, 2002).



Outro ponto importante € que essa ligacdo de transcritos ao citoesqueleto ndo se da
diretamente, ja que proteinas que fixam o mRNA ao citoesqueleto foram identificadas (JANSEN,
1999). Entre essas proteinas estd o fator de alongamento da cadeia polipeptidica 1 alfa (eEF 1o
eukaryotic elongation factor 1at), cuja funcdo conhecida € ligar o tRNA conjugado ao aminoacido
ao complexo ribossomal durante a tradugdo, o que o torna uma das pecas fundamentais para a
sintese protéica (NEGRUTSHII et al., 1998); no entanto, ele parece exercer uma outra fungdo,
que € fixar os transcritos ao citoesqueleto (LIU et al., 2002; CONDEELIS, 1995). Sabe-se, desde
1991, da capacidade de eEF la de se ligar ao citoesqueleto, o que foi observado, primeiro em
protozodrios (YANG, 1991) e depois em algas (COLLINGS, 1994). No entanto, nada se sabia
de seu possivel papel como ancorador de mRNAs ao citoesqueleto, até que, estudos
desenvolvidos por Liu (2002) demonstraram que, na auséncia ou mesmo mutagdo do sitio de

ligacdo do eEF la ao citoesqueleto, ocorria menor associagdo entre o transcrito e a actina F.

Desta forma, considerando os nossos dados de: (a) aumento da poliadenilacdo do mRNA
do GH, que proporcionaria maior estabilidade ao transcrito e, (b) reorganizac¢do do citoesqueleto
de somatotrofos de ratos hipotiroideos, ambos observados apds 30 min da administracdo de T3,
levando ao aumento de marcacdo de GH na sua regido perinuclear (sitio da maquinaria da
traducdo) e diminuicdo da marcacdo dela na periferia das células, sugerindo estimulo da secre¢do
hormonal, além dos dados da literatura apontando para o eEF 1ot como ancorador de transcritos
ao citoesqueleto, o que por sua vez, aumenta ainda mais a estabilidade deles, o presente estudo
teve como propdsito, avaliar em ratos hipotiroideos submetidos ou ndo a tratamento agudo (30

min) com T3:

A) A taxa de traducdo do mRNA do GH, por meio de andlise do perfil polissomal, que
nos fornece o quanto do transcrito estd sendo recrutado pela maquinaria traducional.

B) O contetido de actina F (polimerizada) e G (ndo polimerizada) em hipdfises, o que
indicaria o grau de organizagdo do seu citoesqueleto.

C) O conteudo de eEF 1 ligado ao citoesqueleto, a partir do fracionamento de actina
seguido de Western blotting,

D) O contetido de mRNA de GH ligado a actina F, por meio de real time PCR.

E) O conteddo hepatico de mRNA de IGF-1, por meio de real time PCR, dado indicativo
do grau de secrecido de GH.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 PROTOCOLO ANIMAL

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus), de 2 meses de idade,
com peso em torno de 230-300 g, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP, onde foram mantidos sob condi¢des padronizadas de temperatura ambiental (23 + 2° C)

e ciclo claro/escuro (12/12 h diérias). A 4gua e alimentagdo foram fornecidas ad libitum.

Parte dos animais foi submetida a tiroidectomia cirdrgica (Tx), sendo adicionados a dgua
de beber metimazol (0,03%) (inibidor de peroxidase tiroideana) e cloreto de célcio (0,05%), por
um periodo aproximado de 20 dias (grupo hipotiroideo). Os animais Tx foram, ainda, divididos
em grupos em que se administrou T3, conforme especificado abaixo. O grupo controle foi

constituido de animais eutiroideos submetidos a cirurgia ficticia (falso operado — SO).

A divisdo final dos grupos, de acordo com os tratamentos acima especificados foi a

seguinte:

1. GRUPO EUTIROIDEO - (SO): animais submetidos a injecdo endovenosa de salina e
sacrificados ap6s 30 min da mesma. (controle)

2. GRUPO HIPOTIROIDEO - (Tx): animais Tx tratados com salina e sacrificados ap6s 30

min da injecdo.

3. GRUPO T3 30 - (T3 30 min): animais Tx tratados com doses saturantes de T3 (100
ng/100 g de peso corporal, ev) e sacrificados apds 30 min da inje¢do.

4. *GRUPO T3 60 - (T3 60 min): animais Tx tratados com doses saturantes de T3 (100
pg/100 g de peso corporal, ev) e sacrificados apds 60 min da injecdo. Esse grupo foi

utilizado somente para estudo da expressdo de IGF-1.
Apés os periodos especificados, os animais foram sacrificados por decapitagdo. As

hipdfises foram removidas, para avaliacdo de diferentes pardmetros (abaixo relacionados), bem

como o figado, o qual foi utilizado para a determinac¢do da expressao do mRNA do IGF-1, como
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parametro indicativo da secrecdo de GH. O sangue foi colhido do tronco e centrifugado; o soro

foi estocado a —20° C para posterior dosagem das concentracdes de T3 por radioimunoensaio.

2.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Perfil Polissomal e Northern blotting

A andlise do perfil polissomal tem como objetivo central determinar a parcela de um
determinado mRNA (no caso, o mRNA do GH) que estd sendo traduzida no momento estudado.

Para o isolamento desta fragdo, utilizamos o procedimento descrito abaixo.

As hipéfises foram removidas e homogeneizadas (baixa rotacdo) em tampao de extracio,
contendo: Tris-HCI 15 mM pH 7.4, MgCl, 15 mM, NaCl 300 mM, 1% de Triton X-100,
ciclohexamida (1mg/ml), DTT-Dithiothreitol 0,33 mM e heparina 1mg/ml, reconstituidos em
H,O DEPC. Para cada grupo experimental foi utilizado um pool de 10 hipéfises, que foram
homogeneizadas em 600 pl, individualmente, ou seja, a medida que eram retiradas. Para
preservacdo dos polissomos o extrato foi mantido todo o tempo no gelo. Apds a coleta e
homogeneizagdo das hipofises, o extrato total foi centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4° C. O
sobrenadante foi removido e transferido para outro eppendorf, devidamente identificado. O
conteudo de acidos nucléicos do extrato total foi quantificado, em comprimento de onda de 260
nm e, em seguida, 14 U/ml (unidades de absorbancia/ml) da amostra foram aplicadas no topo de
um gradiente de sacarose (que se iniciou com 7%, passando por 7.1%, 7.2% até 47%) contendo:
Tris-HCI 15 mM pH 7.4, MgCl, 15 mM, NaCl 300 mM, ciclohexamida (1mg/ml), DTT-
Dithiothreitol 0,33 mM. O gradiente foi montado com auxilio de um aparelho especifico
(Biocomp - gradient master ip). Os tubos com as amostras foram balanceados, colocados no
rotor SW41Ti (Beckman) e submetidos a ultracentrifugacdo a 39.000 rpm por 2h e 30 min a 4° C.
Ap6s a ultracentrifugacdo, as diferentes fracdes do gradiente foram coletadas em aliquotas de 900
ul, a partir do topo, por meio de um coletor de fracdes (model 2110, Bio-Rad), acoplado a um
detector de UV, em um comprimento de onda de 254 nm, com auxilio de uma bomba peristaltica
que injetava sacarose a 60 % na base do tubo (que continha sacarose a 47%). Com as fracdes

obtidas, foram realizados ensaios de Northern blotting para detec¢do do mRNA do GH.
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As amostras coletadas do gradiente de sacarose (aproximadamente 0,9 ml), foram
descongeladas sob gelo, diluidas em 2 ml de tiocianato de guanidina 4 M e 3 ml de etanol 100 %,
e incubadas a —20° C durante toda a noite. Os RNAs foram precipitados através de centrifugacao
a 10.000 g, por 30 min a 4° C; o sobrenadante foi desprezado e os pellets foram lavados com
etanol (75 %) e mantidos a 4° C por 30 min. Cada pellet foi ressuspenso com 400 ul de H,O
DEPC por agitacio mecanica, aquecido a 65° C por 15 min e transferido para um eppendorf
devidamente identificado, onde foi acrescentado 50 pl de acetato de s6dio 2M pH 4; 1 ml de
etanol 100% e 7,5 ul de heparina (40 mg/ml). Apds centrifugacio a 13.000 rpm (Eppendorf
model: 5415R) por 20 min a 4° C, o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com etanol
75% (500 pul). As amostras contendo os RNAs foram centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4° C,
secadas por aproximadamente 6 min em speed-vac e submetidas a eletroforese e ensaios de

Northern blotting para deteccdo do mRNA do GH.

O RNA das duas primeiras amostras do perfil polissomal foi extraido utilizando-se o
método guanidina-fenol-cloroférmio (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). O motivo para a
escolha de outra metodologia foi a grande concentracdo de proteinas presentes nestas fracoes.
Essas proteinas formam um precipitado muito espesso, apds a centrifugacdo, que ndo € dissolvido
durante a extracdo, inviabilizando o seu uso para esse fim. Convém ressaltar a importancia
dessas duas amostras, ja que se trata da fracdo de RNA livre, ou seja, da que ndo estd ligada as

sub-unidades ribossomais, ribossomos ou polissomos.

As amostras foram transferidas para um tubo, onde se iniciou a extracio do RNA por
solucdo 2 M de acetato de sédio, pH 4,0, fenol saturado em dgua e cloroférmio/dlcool isoamilico
(49:1 vol/vol). Seguiu-se incubagdo por 15 min no gelo e a centrifugacio a 10.000 g, por 20 min

a4°C.

No final da centrifugacdo visualizam-se 3 fases distintas. A fase aquosa, contendo o RNA,
foi aspirada cuidadosamente e transferida para outro tubo, onde se adicionou 1 volume de
isopropanol a —20° C. Apés incubacdo por aproximadamente 1 hora, 2 —20°C (fase em que se
favorece a precipitagio do RNA) seguiu-se uma centrifugagcdo a 10.000 g por 20 min a 4° C,
sendo o sobrenadante desprezado e o pellet (RNA) dissolvido em solucdo D (4M de tiocianato de
guanidina, 25mM de citrato de sédio, pH 7.0, 0,5% N-lauril sariosini e 0,IM de f-
mercaptoetanol) e precipitado com um volume de isopropanol a —20° C, (incubago por 1 hora ou
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overnight a =20°C). O tubo foi, novamente, centrifugado por 10 min, a 10.000 g, a 4°C e o
sobrenadante desprezado, sendo o pellet ressuspenso com etanol 75% (-20° C), para remogao das
impurezas. Apds incubagdo por 15 min a temperatura ambiente, seguiu-se nova centrifugacio a
10.000 g a 4° C por 5 min e, novamente, o sobrenadante foi descartado. O pellet, que representa o
RNA obtido, foi submetido a liofilizagdo no Speed-Vac, por 10 min, sendo a seguir dissolvido em

H,0 DEPC (20 a 50 ul), em banho-maria, por 5 min a 65° C e estocado a —80° C para uso futuro.

Para identificacdo do mRNA do GH, os RNAs foram separados por eletroforese em gel de
agarose (1%)/formaldeido, realizada em uma cuba horizontal (12x24 cm), utilizando um tampao
de corrida contendo 1X MOPS (40 mM de 4cido morfolinopropanosulfénico, pH 7,0; 10 mM de
acetato de sddio e 1 mM de EDTA, pH 8,0). A agarose (1%) foi solubilizada em solu¢do de 1X
MOPS fervente (micro-ondas por 5 min), aguardando-se o esfriamento da solu¢do até
aproximadamente 60° C, para adi¢do do formaldeido (37%). O RNA total de cada amostra foi,
entdo, submetido a desnaturag@o por solucdo contendo formaldeido (17,5% vol/vol), formamida
deionizada (50% vol/vol), 10X MOPS (5% vol/vol) e H20 DEPC, sob aquecimento (65° C). A
solucdo de blue-juice recém-preparada (50% glicerol, 1 mM EDTA, 0,4% de azul de bromofenol)
foi acrescentada as amostras, as quais foram, em seguida, aplicadas no gel de agarose,
anteriormente imerso no tampao de corrida (1X MOPS). Seguiu-se a eletroforese das amostras
sob uma diferenca de potencial constante de aproximadamente 70 V, por cerca de 3,5 h. Apéds a
eletroforese, os RNAs ribossomicos foram visualizados, através da coloracdo do gel com solugdo
contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml), o qual emite fluorescéncia quando submetido a luz
ultravioleta. Este procedimento permitiu verificar se as faixas do gel estavam carregadas com as
mesmas quantidades de RNA, sendo possivel entdo a comparag@o entre as amostras. Além disto,
foi avaliada a integridade do RNA, por meio da visualizacdo de bandas bem definidas dos RNA

ribossomais 28S e 18S (CHIN et al., 1998). Como controle adicional da quantidade de RNA total

depositada no gel, as membranas foram hibridadas com a sonda 32P c-TRNA especifica contra o

RNA ribossomal 18S, conforme sera descrito.

Para realizacdo do Northern blotting, o RNA fracionado pela eletroforese foi transferido
para uma membrana de nylon, por capilaridade, empregando a técnica descrita por Thomas,
modificada por Maniatis et al. (1989). O sistema foi composto de um recipiente de vidro (pirex)

contendo uma solu¢do de 10X SSC (1,5 M NaCl; 0,15 M citrato de sédio, pH 7,0). Uma esponja
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foi colocada dentro do pirex, absorvendo a solucdo de SSC 10X; sobre a esponja foi colocada
uma folha de papel 3M e sobre esta, foi colocado o gel (posi¢ao invertida). O gel foi coberto por
uma membrana de nylon, que identificava com um corte a seqiiéncia de amostras de RNA
depositadas; as bordas foram vedadas com parafilm e foram colocadas sobre a membrana: uma
folha de papel 3M (de mesma érea do gel), uma segunda esponja de dimensdes semelhantes a do
gel e uma base de vidro sobre a qual um peso de cerca de 250 g foi colocado. Por capilaridade, a
solucdo SSC ascende pelas esponjas e papel 3M em dire¢do a segunda esponja; este fluxo faz
com que as moléculas de RNA contidas no gel de agarose sejam vagarosamente conduzidas até a
membrana onde ficam imobilizadas. Apds a transferéncia (12-14 h), a membrana foi
cuidadosamente retirada, lavada em solu¢do de 6X SSC e deixada por 30 minutos em temperatura
ambiente; em seguida, a membrana foi secada em forno a vacuo, a 80° C por, no minimo, uma
hora para fixagdo do RNA. Apds a fixacdo, a membrana foi colocada em solucido de acido
acético 5% por 15 min e corada com azul de metileno, ambos dissolvidos em dgua DEPC, por no
minimo 3 min, quando se tornaram visiveis as bandas dos RNAs ribossomicos (CHIN et al.,
1998). O excesso de corante foi retirado, lavando-se a membrana por 15 minutos em dgua DEPC.

Ap6s a lavagem, a membrana foi submetida a pré-hibridacio e a hibridagao.

A sonda do GH foi marcada com **P-dCTP, por random priming, utilizando-se o kit
comercial Random Primer DNA Labeling System (GIBCO-BRL).

A membrana de nylon foi lavada em solucido 2X SSC e 1% SDS por 15 min e umedecida
em 6X SSC e, em seguida, ela foi incubada em liquido de pré-hibridag¢do, contendo 50%
formamida, 2% SDS, 1% BSA, 5X reagente de Denhardt’s, 100 pg/ml de DNA de esperma de
salmdo (GIBCO-BRL) e 6X SSC, por 4 horas a 42° C em forno de hibridacio (AMERSHAM
PHARMACIA). Apo6s este periodo, adicionou se a sonda com atividade especifica de 3.0 x 10°
c.p.m. para cada ml de liquido de pré-hibrida¢do, dando-se inicio a hibrida¢do, que foi realizada
em aproximadamente 15 h. A membrana foi, entdo, lavada por 15 min em SSC (de 2 a 0,1X) e
SDS (de 0,1 a 1%) trés vezes, € 30 minutos em 1X SSC e 1% SDS a 50° C. Apds a lavagem, a
membrana foi colocada em chassis contendo um filme, que foi sensibilizado por
aproximadamente 48 h e depois revelado e fixado dentro de uma sala escura. A densitometria das
bandas foi realizada com o auxilio do programa Image Master-1D-Pharmacia Biotech, SW.

A marcagdo da sonda para RNAr 18S foi realizada com o Kit Maxi ScriptTM T3/T7 - In

vitro RNA transcription kits (AMBION), seguindo o protocolo do fabricante. Para esta reagdo
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utilizou se 1g do plasmideo pTRI RNA 18S (AMBION), que contém um inserto, em orientagao
antisense, de 80 pb de uma regido altamente conservada do gene do RNAr humano, de modo que
as sondas de RNA transcritas desse molde sdao complementares a0 RNAr 18S. Seguiu se a adi¢dao
de 5X tampao de transcri¢do, 10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 12,5 mM 32p_dUTP (3000
Ci/mmol - Amersham), T7 RNA polimerase e inibidor de ribonuclease. A reagdo foi incubada a
37° C por 1 h. Em seguida foi adicionado a mistura DNAse I (2 U/ul), livre de RNAse, para que
a fita molde de DNA fosse destruida, restando assim apenas a fita de RNA recém-sintetizada;
essa reagdo ocorreu por 15 min a 37° C e foi interrompida adicionando-se 0,5 M de EDTA. A
sonda foi, entdo, purificada através da coluna spin columm-100 (SIGMA), tratada com H,O
DEPC. Utilizamos 3,0 X 10° cpm da sonda para cada ml de liquido de pré-hibridacao.

Como as membranas j4 tinham sido utilizadas para marcar o mRNA do GH, elas foram
submetidas a stripping em solu¢do contendo SDS e dgua DEPC por 15 min a temperatura de 100°
C. A hibridacdo da sonda da 18S ribissomal foi realizada, a seguir, a 42° C overnight. Apos a
hidridag@o, as membranas foram lavadas nas mesmas condic¢Oes descritas para a sonda do GH.
No final das lavagens, as membranas foram expostas e sensibilizadas por mais ou menos 1 hora,
seguidas de revelagdo para detec¢do do sinal radiografico (bandas) e fixagcao do sinal no filme. A
intensidade das bandas, que representa o conteido de 18S, foi analisada pelo programa Image
Master-1D-Pharmacia Biotech, SW e expresso em unidades arbitrarias (U.A.), unidades estas que

foram utilizadas para normalizar o contéudo de mRNA do GH.

2.2.2 Avaliacdo da expressao da Actina Polimerizada (actina F) e Nao Polimerizada (actina G)

Este protocolo foi uma readapatagdo feita a partir de Haller (2004), que por sua vez,
adaptou de Posern et al, (2002), para demonstrar o papel do citoesqueleto na distribuicdo de
proteinas no intracelular. Os animais foram decapitados, as hipéfises foram removidas (pool de 2
hipéfises por N), homogeneizadas em um tampao adequado, contendo: 50 mM de NaCl, 1 mM
de EDTA, 0,5% de Triton X-100 e 20 mM de HEPES, pH 7.9, em um volume de 400 pl. Nesse
tampao foi colocado faloidina, um estabilizador de microfilamentos, com o intuito de preservar a
actina polimerizada. A concentracdo de faloidina utilizada foi de 132 nM. O homogeneizado foi
mantido no gelo por 10 min e, entdo, submetido a ultracentrifugacao a 100.000 g por 30 min a 4°

C (Beckman). Ao final da ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi separado, colocado em outro
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eppendorf devidamente identificado e congelado (-80° C) até o dia da quantificacdo da proteina.
O pellet foi ressuspenso com 100 pl do tampao de homogeneizacao (sem faloidina) e lisado por
sonicacdo (Sonics & Materials Inc). A solugdo resultante foi transferida para um eppendorf e
congelada (-80° C) até o dia da quantificacdo da proteina. A quantificacdo foi feita pelo método
de Bradford (1976) e 40 ug de proteinas, tanto do sobrenadante como da solu¢do em que o pellet

foi dissolvido, foram aliquotadas, liofilizadas e submetidas ao SDS-PAGE.

As proteinas liofilizadas foram reconstituidas em tampao de Lammeli 1X (loading buffer-
2X), Tris-EDTA pH 7.5 e 200 mM de DTT. As amostras foram aquecidas a 100° C por 10 min,

agitadas por vortex e precipitadas em microcentrifuga (1 pulso).

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% e a eletroforese realizada a
uma voltagem constante de 100V por, aproximadamente, 3 horas, em tampao especifico (25 mM
de Tris, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS). Uma amostra padrdo com pesos moleculares
conhecidos (220; 160; 120; 100; 90; 80; 70; 60; 50; 40; 30; 25; 20; 15 e 10 kDa) foi depositada
em uma das janelas do gel para estimar a localizacdo da banda correspondente da proteina de

interesse.

Apés a eletroforese, as proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose sob voltagem de 100V por 1 h (sistema Bio Rad) em
tampao especifico e 20% de édlcool metilico (TOWBIN et al., 1979). A cuba de transferéncia foi
mantida dentro de um recipiente contendo gelo para impedir a elevacdo da temperatura da cuba.
Ao final da transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau (para confirmar a transferéncia
das proteinas do gel para membrana) e lavada com dgua destilada para remover o excesso do

corante.

A membrana foi bloqueada com leite desnatado (5%) em PBST (Tampao fosfato salina
adicionado de 0,1% de Tween 20) a temperatura ambiente, por 1 h. Apds bloqueio, a membrana
foi incubada com anticorpo especifico contra actina (anti  actina — Sigma), gerado em
camundongo, diluido na solucdo de bloqueio e mantido em uma concentracdo de 1:5000. Ao
final da incubag@o com anticorpo primdrio, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 min
em temperatura ambiente com PBST, incubadas com anticorpo secunddrio (anti-camundongo,

conjugado com peroxidase) por 1 h a temperatura ambiente e lavadas trés vezes, por 10 min, a
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temperatura ambiente com PBST. As membranas foram tratadas com reagentes
quimioluminescentes (ECL-Amershan), onde volumes iguais das solu¢cdes de ECL foram
misturados, e incubados por 1 min. O reagente foi aplicado sobre a membrana por 3 min, no
escuro; o excesso foi retirado e a membrana exposta a um filme autorradiogrifico, cuja andlise

densitométrica foi realizada por meio do software Image Master- 1D (Pharmacia Biotech, SW).

2.2.3 Ensaio para avaliacdo da taxa de ligacao do eEF 1o com o citoesqueleto

A quantidade de EF la foi determinada tanto na fracdo correspondente a actina F quanto
na de actina G, sendo assim, o método usado para investigar a ligacdo entre o EF la e

citoesqueleto foi 0 mesmo para separar a actina F (precipitado) da actina G (sobrenadante).

A parte inicial de extracdo ndo sofreu nenhuma alteracio, permanecendo igual ao descrito
acima. Apods a ultracentrifugacdo, as proteinas do precipitado, assim como do sobrenadante,
foram quantificadas pelo método de Bradford e 40 pg foram aplicadas em gel de poliacrilamida —
10%. A eletroforese foi seguida de eletrotransferéncia, bloqueio da membrana com leite
desnatado e incubacdo com anti- EF 1a (1:1000), produzido em camundongo. Um anticorpo
anti-mouse conjugado com peroxidase (anticorpo secunddrio) foi utilizado e o sinal obtido foi
identificado por ECL. Todos os detalhes do experimento, como tampdes utilizados, tempo das
reacdes e 0 processamento das imagens, sao semelhantes aos descritos para actina, apresentados

acima.

2.2.4 Ensaio para avaliar o conteido do mRNA de GH ligado ao citoesqueleto

Os animais foram decapitados, as hipdfises foram removidas (pool de 3 hipdfises por N),
homogeneizadas em um tampao adequado, contendo: 50 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 0,5% de
Triton X-100 e 20 mM de HEPES, pH 7.9, em um volume de 400 pl. Nesse tampao foi colocado
faloidina, um estabilizador de microfilamentos, com o intuito de preservar a actina polimerizada.
A concentracdo de faloidina utilizada foi de 132 nM. O homogeneizado foi mantido no gelo por
10 min e, entdo, submetido a ultracentrifugacdo a 100.000 g por 30 min a 4° C (Beckman). Ao

final da ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso com 100
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ul do tampao de homogeneizagdo (sem faloidina), lisado por sonicacdo (Sonics & Materials inc)

e transferido para outro eppendorf devidamente identificado.

O RNA total foi extraido do precipitado pelo método de guanidina-fenol-cloroférmio. As
amostras foram transferidas para um tubo, onde se iniciou a extragdo do RNA por guanidina 4 M,
solucdo 2 M de acetato de sédio, pH 4,0, fenol saturado em dgua e cloroférmio/dlcool isoamilico
(49:1 vol/vol). Seguiu-se incubacdo por 15 minutos no gelo e a centrifugacdo a 10.000 g, por 20

minutos a 4° C.

No final da centrifugacdo visualizam-se 3 fases distintas. A fase aquosa, contendo o RNA,
foi aspirada cuidadosamente e transferida para outro tubo, onde se adicionou 1 volume de
isopropanol a —20° C. Apés incubagdo por aproximadamente 1 hora, a —20° C (fase em que se
favorece a precipitagio do RNA) seguiu-se a centrifugacdo a 10.000 g por 20 min a 4° C, sendo o
sobrenadante desprezado e o pellet (RNA) dissolvido em solugdo D e precipitado com um
volume de isopropanol a —20° C, (incubag¢io por uma hora ou overnight a —20° C). O tubo foi,
novamente, centrifugado por 10 min, a 10.000 g, a 4° C e o sobrenadante desprezado, sendo o
pellet ressuspenso com etanol 75% (-20° C), para remogdo das impurezas. Apés incubagio por 15
min 2 temperatura ambiente, seguiu-se nova centrifugacdo a 10.000 g a 4° C por 5 min e
novamente o sobrenadante foi descartado. O pellet, que representa o RNA obtido, foi liofilizado
no Speed-Vac, ressuspendido em H,O DEPC (50 pl) e dissolvido por aquecimento a 65° C por 15
min (CHOMCZYNSKY e SACCHI, 1987). O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro,
usando comprimento de onda de 260 nM. A integridade do RNA foi confirmada pela verificacao,
por eletroforese, do padrdo de bandas do RNA ribossomal 28S e 18S em gel de agarose 1%,

visualizado em luz ultravioleta.

As amostras de RNA foram tratadas com DNAses (RNase free DNase I - Invitrogen NZ
Ltd, Auckland, New Zealand), antes do Real Time-PCR (RT-PCR), para eliminar qualquer
residuo de DNA gendmico. Foram usados 2 ug do RNA total para a reagdo, adicionando-se:
oligo dT (100 pg/mL), 10 mM de cada ANTP, 5X First-Strand buffer e 2 nl de enzima (200 U/ul)
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega). A reacdo de transcri¢do reversa foi realizada num

ciclo de 65° C por 10 min, seguido por 37° C por 60 min e 10 min a 95° C.
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A técnica utilizada para estimar a abundancia dos valores relativos de mRNA de GH em
animais controle e hipotiroideos tratados com salina e T3 foi baseada na detec¢do em tempo real
do produto do PCR pela quantificacdo de fluorescéncia avaliada pelo detector de seqiiéncia ABI
Prism 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), baseado na metodologia corrente. As
amplificacdes do RT-PCR foram executadas com 2 pl do produto da reacdo de transcri¢do
reversa diluidos em um tampao de reacdo contendo: 5 Wl SYBR® Green PCR master mix, 900 nM
primers (sense e anti-sense para GH ou Ciclofilina, que foi utilizado como controle interno da
reacdo). Todos os primers usados foram otimizados para andlise por Real time RT-PCR
(temperatura de anelamento para todos os primers: 58° C) e estdo listados abaixo. Os ciclos
consistiram de duas fases: uma a 50° C por 2 min (ativagdo da enzima) e outra a 95° C por
10 min (desnaturagdo), seguidas por 45 ciclos de trés fases: a primeira a 95° C, por 20 seg
(desnaturacdo), a segunda a 58° C, por 30 seg (anelamento) e a terceira a 72° C, por 30 seg

(extensio).

O ponto inicial do ciclo (CT) do real-time RT-PCR foi avaliado em triplicata para cada
amostra. Os valores de CT correspondem ao nimero do ciclo do PCR e representam a
intensidade da fluorescéncia emitida pelo produto do RT-PCR amplificado do gene alvo e sdo
inversamente proporcionais ao conteido de mRNA da amostra. O valor da variagdo de CT (ACT)
foi calculado subtraindo-se o valor do CT do gene de interesse (GH) do valor do CT do gene
usado como referéncia (Ciclofilina). Para se reduzir as variagdes entre as amostras, todas elas
foram normalizadas pela média da variacdo do valor de CT (ACT) dos animais controle,
originando um valor chamado de AACT. A expressao relativa do GH foi calculada usando-se a

expressdo 2T ¢ & representada em unidades arbitrérias (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
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Primers usados no RT-PCR

Primers Sequence
Sense: GH 5’- TCAAGAAGGACCTGCACAAG-3¥
Antisense: GH 5’- GTGGCAGTTGCCAGAGTACA-3

Sense: Ciclofilina 5’- GGATTCATGTGCCAGGGTGG -3°
Antisense: Ciclofilina 5°- CACATGCTTGCCATCCAGCC -3

2.2.5 Avaliacdo do contetddo hepéatico do mRNA de IGF-1

A extragdo de RNA do figado foi realizada de acordo com o método guanidina-fenol-
cloroférmio, como descrito acima para o GH das primeiras fracdes do perfil polissomal. No final
da extragdo as amostras foram submetidas a reagcdes de transcri¢io reversa (reverse transcriptase)
e real time PCR para IGF-1. A metodologia de RT-PCR e real time PCR usada para o IGF-1 foi a

mesma utilizada para determinacdo da expressdo do mRNA GH.

Primers Sequence
Sense: IGF1 5’- AGGCCTACAAAGTCAGCTCG -3
Antisense: IGF1 5- GGTCTTGTTTCCTGCACTTC -3’

Sense: Ciclofilina 5’- GGATTCATGTGCCAGGGTGG -3°

Antisense: Ciclofilina| 5’- CACATGCTTGCCATCCAGCC -3’
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2.2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média (SEM), dos valores
obtidos por densitometria dos auto-radiogramas das bandas (northern e western blot) ou pelos
valores de CT, quando a andlise se referiu ao RT-PCR . Os resultados foram avaliados por meio
de andlise de variancia (ANOVA), seguida do pos teste de Student-Newman-Keuls, ou o teste T
ndo pariado (unpaired t test), conforme indicado. Os dados foram considerados significativos

para valores de p< 0.05.
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3 RESULTADOS

Confirmacao dos estados eutiroideos e hipotiroideos por meio de parametros funcionais.

Os parametros funcionais utilizados para determinar o estado hipotiroideo (Tx) dos
animais foram o peso corporal, o peso do corac¢do (Umido e seco), a razao entre peso ventricular e

peso corporal, além da dosagem de T3 no soro dos animais.

No dia da cirurgia os animais estavam com peso médio de * 250 g e, apds 20 dias de
tiroidectomia, apresentaram queda de peso (média: £ 223 g). J4 os animais eutiroideos, que sao
0s nossos controles, apresentaram um ganho de massa, com peso médio de + 294 g. Essa queda
de peso, vista nos animais Tx, pode ser justificada pela diminui¢cdo da sintese e secrecao de GH
observada no hipotiroidismo, o que por sua vez, leva a uma menor sintese protéica e,

consequentemente, perda de massa magra.

Outro parametro utilizado foi o peso do coracdo. O coracdo foi pesado logo apds o
sacrificio dos animais e colocado na estufa a 37° C por 48 horas para desidratar. No final das 48
horas o coracdo seco (desidratado) foi pesado e os valores obtidos anotados e utilizados como
indicadores da quantidade de proteina no tecido cardiaco. A andlise do coracdo aponta para uma
reducdo de peso vista antes e apds a desidratacio do tecido nos animais hipotiroideos, em relacao
ao grupo controle, o que indica uma menor sintese protéica, ao invés de um excesso de dgua

(MOHR-KAHALY et al., 1996; POLIKAR et al., 1993).

A relacdo entre o peso ventricular (PV) e o peso corporal (PC) foi calculada, gerando uma
razdo que nos permitiu avaliar o ganho de massa cardiaca sobre o peso dos animais
(GIANNOCCO et al., 2004). Os animais Tx tratados agudamente com salina ou T3, ao serem
comparados com o animais eutiroideos, apresentaram uma redu¢do da massa cardiaca
concomitante a uma diminui¢do do peso corporal. Esses resultados fortalecem os dados obtidos

para hipotrofia cardiaca com o peso timido e seco dos coracOes desses animais.
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A concentracdo sérica de T3 foi determinada por radioimunoensaio, utilizando-se o Kit
comercial RIA-gnost T3 (CIS bio international) adquirido da REM, com excecdo da curva padrdao
do Kit que foi substituida por uma construida a partir da adi¢do de concentracdes conhecidas de
T3 (0.0; 0.125; 0.250; 0.500; 1.00; 2.00 e 4.00 ng) ao soro de ratos depletado de HTs, o que

ocorreu por meio de uma resina especifica para esse fim (AG-1X8 — Bio Rad).
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Tabela 01: Avaliacdo hipotiroideo tratado por 30 min com T3 (T3 30).

experimentos, cada um deles com N=5.

Foram realizados sete

Valores estdo expressos em média £ erro dos pardmetros funcionais dos animais do grupo

eutiroideo (SO), hipotiroideo (Tx) e médio padrio.

*p <0.001 vs SO.

# p < 0.0001 vs SO. Os dados referentes a concentracdo de T3 do soro dos animais Tx

tratados com T3 ndo foram incluidos na analise estatistica.

Ventriculo Ventriculo T3 sérico
Grupos Peso PV/PC
Peso umido | Peso seco (ng/ml)
SO 294 £5.28 0.92 £ 0.01 0.23 £0.004 0.32 £ 0006 0.357 £0.008
Tx 223 +4.31* 0.60 £ 0.02* 0.15+0.003* | 0.25+0009* | 0068 = 0.008#
>10
T3 30 min 223 + 4.31* 0.54 £0.02* 0.14 £ 0.005* | 0.25 % 0007*
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3.1 Anélise do Perfil Polissomal hipofisario (deteccio do mRNA do GH) de ratos eu, hipo e

hipotiroideos tratados agudamente com T3.

Por meio da avaliagdo da absorbincia das amostras obtidas a partir do procedimento
descrito em Material e Métodos, foram obtidos registros de vérios picos correspondentes as

diferentes fragdes de RNAs presentes nas mesmas.

Os primeiros picos correspondem as sub-unidades 40S e 60S do RNA, sendo que a sub-
unidade 60S € representada por um pico que € maior que o da 40S e até mesmo, maior que 0 pico
da unidade ribossomal 80S, que vem a seguir. Este € muito pequeno, caracteristica que tem se
preservado ao longo dos perfis realizados. Os picos que se seguem ao da 80S representam a
por¢do polissomal, sendo que, quanto mais distante os picos estiverem da 80S, mais ribossomos

estdo ligados ao mRNA.

No perfil polissomal obtido a partir de hipdfises dos animais eutiroideos, o contetido de
mRNA de GH foi detectado, em sua maioria, nos polissomos (Fig 01A). A andlise do filme
superexposto, revelou também a presenca de mRNA de GH nas outras fragdes do perfil, que ndo
sdo polissomais (dados ndo mostrados). Esse dado sugere que a maioria dos transcritos de GH
produzidos € recrutada para a maquinaria traducional, a qual é responsdvel pela geracdo de

proteinas.

J4, os animais hipotiroideos (Tx) tratados com salina por 30 min apresentam uma reducdo
acentuada da expressdo génica de GH. No entanto, todo o mRNA de GH parece ter sido
direcionado para a maquinaria traducional, pois pela andlise do perfil polissomal esse mRNA

aparece somente nos polissomos (Fig 01B).

Quando os animais hipotiroideos foram tratados com T3, por 30 min, o contetido de
mRNA de GH aumentou, o que ja era esperado pela andlise do RNA total hipofisdrio realizada
em trabalhos prévios do laboratério (VOLPATO et al, 2000). No entanto, esse aumento de
mRNA de GH foi detectado somente na fragdo polissomal, evento sugestivo de que o tratamento

promoveu recrutamento do transcrito para o processo de traducio (Fig 01C).
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Figura 01: Andlise do Perfil Polissomal de hipdfises de ratos eutiroideos- SO (A) e hipotiroideos tratados com

salina- Tx (B) ou T3 por 30 min- T3 30 min (C). O RNA total foi extraido das fracdes do perfil
polissomal e submetido & hibridacdo com sonda radioativa para mRNA de GH. Um pool de 10
hipdfises foi utilizado para cada extrato. As sub-unidades ribossomais 40S e 60S estdo representadas
no perfil polissomal, seguidas pela 80S e polissomos, conforme ilustram os gréficos apresentados nas
partes superiores da figura 1 (A,B,C). O sinal radiografico representativo do mRNA de GH estd
posicionado logo abaixo da frag@o polissomal, e o da banda da 18S rRNA abaixo desta.
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3. 2 Efeito do T3 sobre o remodelamento da actina: Anélise do contetdo hipofisdrio de actina

polimerizada (actina F) e ndo polimerizada (actina G).

A técnica de fracionamento de actina consiste em separar a actina polimerizada (F-actina)
da ndo polimerizada, encontradas no precipitado e sobrenadante, respectivamente. A actina
polimerizada € preservada pela adicdo de faloidina ao tampao de lise, uma toxina capaz de se

ligar somente a F-actina (HALLER et al, 2004).

Utilizamos esse método, realizando poucas modificacdes, inicialmente para avaliar o
conteido de actina polimerizada em hipdfise de animais eutiroideos (SO) e Tx, antes e apds o
tratamento com T3, conforme ilustra a Fig 02, e, posteriormente, para a avaliacdo da associa¢ao
entre outras proteinas e transcritos com o citoesqueleto, como serd mostrado adiante nas figuras

03 e 04, respectivamente.

A andlise do fracionamento de actina das hip6fises dos animais hipotiroideos tratados com
salina revelou diminui¢do do contéudo de actina na fracdo insolivel (precipitado) (Fig 02 A), e
aumento dela na fragdo soldvel (sobrenadante), (Fig 02 B) quando comparados aos animais
eutiroideos, dados sugestivos de uma desorganizagdo do citoesqueleto, ja que, a maior quantidade

de actina estd presente no sobrenadante que abriga a forma ndo polimerizada (G) dessa proteina.

A administra¢do aguda de T3 (30 min) a animais hipotiroideos promoveu uma reversao
do estado descrito acima, ou seja, aumentou o conteido de actina no precipitado e o diminuiu na

frac@o do sobrenadante, sugerindo uma reorganizacio do citoesqueleto (Fig 02 A e B).

A andlise estatistica do conteido de actina na fragdo do precipitado (Actina F) entre os
animais hipotiroideos tratados com salina e os tratados com T3 mostrou que a diferenga entre eles

foi significativa (p < 0.05).
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Figura 02:
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Avaliagdo da expressdo hipofisdria de actina no precipitado (actina F: polimerizada) e sobrenadante
(actina G: ndo polimerizada) de ratos eutiroideos (SO), hipotiroideos tratados com salina (Tx) ou com
T3 (T3 30 min). Em A temos representada a expressdo da actina F e em B a da actina G. Os blots
referentes ao contetido de actina estdo do lado de cada grafico. Foram realizados quatro experimentos
(N=10). Os dados representam a média + EPM da densitometria dos blots, em unidades arbitrdrias (ua).
A: *p <0.05 vs SO e T3 30 min. B: *p <0.05 vs T3 30 min
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3.3 Efeito do T3 sobre a taxa de associacdo de eEF la ao citoesqueleto de actina: Andlise do

conteudo de eEF 1 nas fragdes polimerizada (actina F) e ndo polimerizada da actina (actina G).

Quando avaliamos o contetido de eEF loa na fragdo correspondente ao precipitado do
fracionamento de actina (por¢do polimerizada) observamos no grupo hipotiroideo uma redugao
significativa neste parametro, em relacdo aos demais grupos experimentais (Fig 03 A).
Entretanto, embora tenhamos observado uma redu¢do no conteido de eEF 1o associado a actina
G (ndo polimerizada) nas hipdfises dos animais hipotiroideos tratados com T3, em relacdo aos

animais eutiroideos e hipotireoideos, essa diferenca nao foi significativa (Fig 03 B).

De qualquer forma, esses dados sugerem que o T3 aumenta a ligacdo desse fator de
alongamento ao citoesqueleto de actina, o que pode levar a importantes repercussdes sobre a

estabilidade e a traducdo do transcrito, conforme serd discutido adiante.
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FIGURA 03: Avaliacdo do conteido de eEF 1a ligado ao citoesqueleto de actina em hip6fise de ratos eutiroideos
(SO) e hipotiroideos tratados com salina (Tx) ou com T3 (T3 30 min). Em A temos representada a
expressdo da actina F e em B a da actina G, obtidas no precipitado e sobrenadante, respectivamente.
Os blots referentes ao contetido de eEF la estdo ao lado de cada grafico. Foram realizados quatro
experimentos (N=12). Os dados representam a média * EPM da densitometria dos blots, em unidades
arbitrarias (ua). *p <0.05 vs SO e T3 30 min.
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3.4 Efeito do T3 sobre a associagdo do mRNA do GH ao citoesqueleto de actina. Anélise do

conteido de mRNA do GH na frag@o polimerizada da actina (actina F).

Num primeiro momento, realizamos este estudo avaliando a expressao do mRNA do GH,
por Northern blotting, na fragdo correspondente a actina polimerizada (actina F), quando
observamos que os animais eutiroideos apresentavam uma grande quantidade de mRNA de GH
nesta fracdo, ou seja, associado ao citoesqueleto (dados ndo mostrados). Porém, esta mesma
técnica nao foi sensivel o suficiente para detectar a expressao de mRNAs de GH associados ao
citoesqueleto nos grupos Tx tratados com salina ou T3, razdo pela qual passamos a utilizar o
método de real time PCR, que € especifico para avaliacdo da expressdio de mRNAs pouco

abundantes.

Quando comparados com os animais eutiroideos, os animais Tx aprensentam pouco
mRNA de GH associados ao citoesqueleto (dados ndo apresentados no grafico). Em relagdo aos
animais Tx saline, os Tx tratados com T3 (30 min) apresentam muito pouco mRNA de GH
associado ao citoesqueleto; o tratamento agudo com T3 elevou o conteido de mRNA de GH

associado ao citoesqueleto em torno de 70% (Fig 04).
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Figura 04: Estudo da associa¢cdo do mRNA de GH ao citoesqueleto (actina F), por meio da avaliagcdo da sua expressio
por real time PCR. Os valores obtidos para 0 mRNA de GH foram normalizados pelo mRNA de
ciclofilina. Os dados representam a média + EPM das medidas de CT do real time PCR, em unidades
arbitrarias (ua). Foram realizados dois experimentos e os dados considerados significativos apresentaram
p <0.001.
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3.5 Efeito do T3 sobre a expressao hepatica do mRNA do IGF-I por real time PCR. Andlise do

efeito do T3 sobre a secrecdo de GH.

A avaliacdo da expressdo do mRNA de IGF-I no figado dos animais teve como objetivo
aferir indiretamente o grau de secrecdo de GH nos diferentes grupos experimentais. Observa-se
na figura 05, que nos animais Tx a expressdo génica de IGF-1 encontra-se diminuida, dado
indicativo de uma baixa secre¢cdo de GH, por nds atribuida em funcdo dos dados de
imunohistoquimica anteriormente descritos. Entretanto, o tratamento de animais Tx com T3

promoveu aumento do conteudo de IGF-I no figado destes animais ap6s 30 e 60 minutos.
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Figura 05: Avalia¢do da expressdo génica de IGF-I no figado de ratos eutiroideos (SO) e hipotiroideos tratados
com salina (Tx) ou com T3 por 30 min (T3 30 min) ou 60 min (T3 60 min). O conteido de mRNA de
IGF-I foi determinado por real time PCR e os valores obtidos foram normalizados pelo mRNA da
ciclofilina. Foram realizados dois experimentos (N=7)._Os dados representam a média * EPM das
medidas de CT, em unidades arbitrarias (ua). * p<0,01 vs SO e T3 30 min; # p <0.001 vs demais
grupos. Os dados considerados significativos apresentaram p <0.001 (#) e p <0.01 (*) em relagcdo aos
demais grupos.
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4 DISCUSSAO

Os HTs exercem seus efeitos bioldgicos por meio de agcdes nucleares e extra-nucleares.
Essas tultimas explicam os rdpidos efeitos desses hormOnios em processos, tais como, estabilidade
e traducdo de mRNAs, que foram alvos do presente estudo. O citoesqueleto participa desses
processos por ancorar transcritos e protegé-los da degradacdo, assim como por permitir a
associagdo de fatores de tradugd@o e proteinas ribossomais a ele, o que otimiza a sintese protéica.
Desta forma, a manutencdo da organizacdo dessa estrutura € fundamental para que a sintese
protéica se dé adequadamente, bem como para que o trafego de vesiculas intracelulares, algumas
responsaveis por direcionar proteinas para a membrana plasmadtica ou ainda pela secrecio de

hormonios, seja efetuado com sucesso.

Os HTs vem sendo apontados como um dos fatores que participam do controle da
organizagdo do citoesqueleto. Estudos desenvolvidos no nosso laboratério demonstraram intenso
desarranjo do citoesqueleto de actina em somatotrofos de ratos hipotiroideos, (caracterizado por
aumento do conteudo de actina G e diminuicdo da F), e sua reverdo apdés 30 min da administracdo
de doses suprafisioldgicas de T3. O fato do T3 ter promovido aumento do conteudo de proteina F
e concomitante reducdo da G, sem alterar o conteudo total da actina, indica que o hormonio
propiciou o rearranjo dessas proteinas, o que aponta claramente para uma acdo ndo gendmica

(GOULART DA SILVA et al., 2006).

Esses achados forneceram embasamento para a interpretacdo de dados anteriores, que
demonstraram que a reduzida expressado do mRNA do GH observada no hipotiroidismo era
rapidamente (30 min) incrementada pela administragdo de doses suprafisioldgicas de T3. Este
aumento da expressao do mRNA do GH foi considerado como decorrente do aumento da sua
estabilidade, j4 que, em paralelo, detectou-se um aumento da poliadenilacdo deste transcrito
(VOLPATO et al., 2000). Cogitou-se a participagdo do citoesqueleto no processo, uma vez que
vdrias proteinas envolvidas com a poliadenilagdo e estabilizacdo de transcritos encontram-se

associadas ao citoesqueleto.

A andlise imunohistoquimica dos somatotrofos de animais hipotiroideos revelou uma
generalizada reducdo da expressdo do GH e leve marcacdo especifica na periferia das células.

Essa marcagdo praticamente desapareceu apds 30 min da administracio do T3, quando, entdo,
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forte marcacdo para o GH pode ser detectada na regido perinuclear dos somatotrofos, sitio da
maquinaria de tradu¢cdo de mRNAs e da sintese protéica, sugerindo a participagdo do T3 na
secrecdo e sintese de GH. Esses achados foram acompanhados, respectivamente, de desarranjo e
rearranjo do citoesqueleto de actina, (GOULART DA SILVA et al., 2006) o que nos levou a
desenvolver o presente estudo, cujo objetivo foi avaliar a taxa de tradu¢do do mRNA do GH e a
secrecdo deste hormoénio, bem como caracterizar alguns eventos que poderiam associar O
citoesqueleto com a estabilizacdo e tradug@o do transcrito do GH nas condi¢des experimentais

mencionadas.

Nossos dados demonstraram que a tradu¢cdo do mRNA do GH assim como a secre¢do
deste hormoOnio encontram-se comprometidas no estado hipotiroideo, condi¢do revertida
prontamente apds a administragdo aguda de T3. Por tratar-se de efeitos rdpidos dos HTs e em
etapas da regulacdo da expressdo génica claramente definidas como pds-transcricionais
sugerimos ser esse um mecanismo de a¢do ndao gendmico. Cumpre destacar que todas essas
alteracOes estiveram ligadas a mudangas no estado de polimerizacdo da actina do citoesqueleto, o
que aponta para a importancia dessa estrutura nessas fungdes, corroborando nossos estudos

anteriores.

As conclusdes acerca da acdo do T3 na taxa de traducdo do mRNA do GH se basearam,
principalmente, na andlise do perfil polissomal de hipéfises dos animais dos diferentes grupos
experimentais, procedimento que nos permitiu avaliar a quantidade de transcritos recrutados para
a sintese protéica, no momento imediatamente apds o sacrificio dos animais. Observamos um
elevado conteido de mRNA de GH na frac@o polissomal de hipoéfise de ratos eutiroideos (Fig
01A), sugerindo que, praticamente todo o transcrito produzido foi direcionado para a maquinaria
traducional. Todavia, a andlise do perfil polissomal de animais hipotiroideos (Tx) mostrou
diminuicdo intensa da expressdo do mRNA de GH nessa fra¢do (Fig 01B), o que corrobora os
dados da literatura indicativos de reducdo de sintese de GH nessas condi¢des. Observou-se
também que praticamente todo o pouco conteido de mRNA de GH presente na hip6fise do
animal Tx foi detectado nos polissomos, ji que nenhum sinal radiografico do transcrito foi
observado na fracdo livre do perfil, ou seja, na fracdo onde os mRNAs ndo estdo ligados a sub-

unidades ribossomais ou ribossomos.
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Sabe-se que a expressdo do gene do GH ¢ induzida pelos HTs, o que faz com que nos
estados de hipotiroidismo a transcricdo desse gene apresente-se intensamente reduzida, o que,
dependendo da fase de vida do individuo, leva a repercussdes no crescimento, explicando, ao
menos em parte, a importancia fisiolégica dos HTs sobre o crescimento. Dessa forma, era
esperado que a taxa de traducdo do mRNA do GH estivesse reduzida no grupo Tx quando
comparada ao grupo controle, conforme nos mostrou o perfil polissomal. Considerando ainda que
os animais se apresentavam hipotiroideos ha aproximadamente 20 dias, € possivel que a reducdo
do conteudo de transcritos nos polissomos seja reflexo da baixa taxa transcricional e de um
turnover reduzido do mesmo nessa condi¢cdo. Em outras palavras, os dados isolados do pertil
relacionados a esses dois grupos sdo insuficientes para que creditemos ao T3 uma ac¢do nao
genOmica especifica sobre essa etapa. Porém, essa possibilidade torna-se palpavel, quando
levamos em conta a desorganizacio do citoesqueleto apontada em estudos anteriores, bem como
os resultados obtidos quando da avaliagdo especifica da expressdo de fatores relacionados a

traducdo nesta estrutura, conforme discutiremos oportunamente.

Por outro lado, o tratamento agudo de ratos Tx com T3 (30 min), seguido de andlise do
perfil polissomal das suas hipdfises, revelou um aumento do conteido do transcrito nos
polissomos, sugerindo um rdpido direcionamento do mRNA de GH aos mesmos, e sua tradugdo a
proteina GH (Fig 01C). Esse dado da suporte aos achados anteriores obtidos pelo nosso grupo
que demonstrou aumento da expressao génica do GH nessas mesmas condi¢des, atribuindo esse
efeito ao possivel aumento da estabilidade do transcrito, ja que ele se apresentou com maior grau
de poliadenilacdo. De fato, mRNAs mais estdveis podem gerar maior quantidade das proteinas
que codificam, ja que além de apresentarem aumento de sua meia vida, ancoram com mais
eficiéncia na maquinaria de tradu¢do. Vale reiterar que essas alteracdes ocorreram
concomitantemente a reorganizacdo do citoesqueleto de actina do somatotrofo, cujo papel serad

abordado adiante.

A traduc@o é um evento complexo e bem dispendioso para a célula, j4 que boa parte de
sua energia € direcionada para a sintese protéica. Alguns componentes celulares sdo essenciais
para que este processo ocorra, dentre eles, o citoesqueleto. Estudos com os polissomos revelaram
que estas estruturas da maquinaria traducional estdo associadas ao citoesqueleto, dado que

fortalece ainda mais a importancia deste na tradu¢cdo de mRNAs (HESKETH, 1994; VEDELER,
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1991). Desta forma, um citoesqueleto desorganizado pode prejudicar a tradu¢do de mRNAs e,

consequentemente, a sintese protéica.

A presenca de polissomos per se associados a elementos do citoesqueleto ja € um grande
indicativo do papel desta estrutura na traducdo. Isto é importante, pois o citoesqueleto pode
compartimentalizar a sintese protéica, direcionando-a para os locais onde as proteinas podem
exercer sua funcdo. Um exemplo disso, é a compartimentalizacdo da sintese de actina
(LYUBIMOVA et al.,, 1997). Nesse caso, o mRNA da actina é preso ao citoesqueleto,
direcionado para certas regides no intracelular, traduzido e a proteina actina utilizada para formar
microfilamentos (lamelipddios e filopddios), estruturas importantes para a célula durante, por

exemplo, seu processo de migragao.

Outro fator a se levar em consideracdo € que ndo somente os polissomos sdo encontrados
ligados ao citoesqueleto, mas vérios fatores de iniciacdo da traducdo e alongamento da cadeia
polipeptidica, como o complexo elF4F, elF3, elF2, eEF2 e eEFla (SHANINA et al., 2001;
PINCHEIRA et al., 2001; SHESTAKOVa et al., 1993; RYAZANOV et al., 1991; SMART et al.,
2003; WILLETT et al., 2006). A presenca de todos esses fatores de iniciacdo e alongamento

ligados ao citoesqueleto torna-o peca fundamental para que o transcrito seja traduzido.

O eEFla € um dos fatores de traducd@o que estdo envolvidos com o alongamento da cadeia
polipeptidica durante a traducdo e, assim como outros fatores, ele também estd ligado ao
citoesqueleto. Entretanto, esta interacdo estd envolvida com outro evento essencial para a
eficiéncia traducional que é o ancoramento de mRNAs ao citoesqueleto, fato que confere maior
estabilidade aos transcritos. Apesar de pouco explorada, esta segunda fun¢do do eEFla tem sido
apontada em adenocarcinoma mamadrio de ratas - MTLn3 e MTC (Liu et al., 2002), o que ndo
exclui a possibilidade de que, dependendo do tipo celular ou espécie, outras proteinas estejam

envolvidas com essa funcdo de ancoramento (JANSEN, 1999).

Os estudos que desenvolvemos com o citoesqueleto e eEF1a demonstraram que nos
animais Tx o contetido de eEFla associado a actina F estd reduzido na hipéfise (Fig 03A). E
interessante recolocar que nesse estado tiroideano (Tx) o citoesqueleto de somatotrofos estd
desorganizado, o que foi reiterado neste estudo, conforme mostra a figura 02A. Desta forma,
acreditamos que esta desorganizacdo tenha levado a diminuicdo da interagdo do eEF1a com o
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citoesqueleto, prejudicando assim a associagdo dos transcritos com a actina F o que, além de
provocar reducdo da sintese protéica, torna esses mRNAs vulnerdveis a acdo de
exorribonucleases (RNases). Apesar de estudos apontarem para um aumento da cauda poli A do
transcrito de GH no rato Tx, o que torna esse mRNA mais estdvel em um momento onde ha
reducdo de sua transcricdo (MURPHY et al., 1992), deve se levar em consideracdo que a
manutencdo da estabilidade do mRNA depende primariamente dos fatores adicionais que

acabamos de apontar.

Essa hipétese ganha forca a partir dos resultados obtidos pela andlise do contetido de
mRNA de GH ligado a actina F no grupo Tx, onde observamos que pequena parcela de mRNA
de GH se encontra associada (Fig 04), resultado que pode estar vinculado ao pouco eEFla
conectado ao citoesqueleto, detectado também nos animais Tx (Fig 03A), bem como ao menor

conteido de mRNA na fracdo polissomal obtida a partir de hip6fises desses animais. (Fig 01)

A reposi¢do de T3 em concentracOes supra-fisioldgicas elevou o conteudo de eEF1a (Fig
03A) assim como de mRNA de GH (Fig 04) associado a actina F. A concomitante intera¢ao entre
eEFla e mRNA de GH ao citoesqueleto poderia justificar a estabilidade deste transcrito, efeito
que se soma ao aumento da cauda poli A do mRNA de GH, e também aumenta a eficiéncia da
sua tradugdo. Esse rearranjo do citoesqueleto também incrementou o direcionamento do

transcrito aos polissomos, o que ja foi discutido.

Assim, a reorganizagdo do citoesqueleto induzida pelo T3, demonstrada por histoquimica
e pela determinacdo, por western blotting, do conteido de actina G (n@o polimerizada) e actina F
(polimerizada) em preparagdes hipofisdrias dos animais deste grupo experimental, poderia
explicar o aumento da cauda poli A do mRNA de GH, ja que as proteinas envolvidas com esse
processo, a poli A polimerase (PAP) e poly A binding protein (PABP) estao associadas ao
citoesqueleto. Porém, conforme discutido, esta ndo € a dnica via para se explicar a estabilidade
do transcrito do GH, jd que concomitantemente a reorganizacdo do citoesqueleto, hd uma maior
interacdo entre eEF1a e actina F, o que favorece a tradugdo do transcrito e a sintese de proteinas,
ja que o eEFla € um dos fatores envolvidos no alongamento da cadeia polipeptidica. De fato,
observamos, em paralelo a essas evidéncias que, apds o tratamento agudo com T3, houve maior

recrutamento de mRNA do GH para os polissomos, os quais também encontram-se associados ao
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citoesqueleto. Nao podemos deixar de ressaltar que um segundo papel recentemente atribuido ao
eEFla, é que ele também se liga 8 mRNAs recém sintetizados, de modo que esta associa¢do
entre citoesqueleto e eEF1a também contribui para a unido do mRNA de GH a actina F, dando a
esse transcrito maior estabilidade e, por conseguinte, reduzindo a sua degradacdo, o que pode

levar a uma maior producdo de proteinas.

Entretanto, a dissociacdo do eEFloa do citoesqueleto também representa um passo
importante para a sintese protéica, bem como para a secrecdo de produtos celulares, como
demonstrado no estudo a seguir, que avalia o papel da Rho-quinase. =~ A Rho-quinase é uma
enzima que participa da via de sinalizag¢@o para polimerizac¢io de actina (CHIHARA et al., 1997),
porém observou-se que ela pode fosforilar o eEFla, diminuindo a afinidade deste fator de
alongamento a actina F, tornando-o livre para associar-se ao tRNA e transportd-lo para os
polissomos. Além disso, observou-se que essa dissociac@o deixa livres sitios da actina F, o que
permite a interacdo do citoesqueleto com proteinas motoras, as quais participam do processo de

secrecdo de vdrias substancias presentes nas células (IZAWA et al., 2000).

Esse processo, também conhecido por exocitose € fundamental para atividade bioldgica
da célula, de forma que, qualquer situacdo que altere a integridade do citoesqueleto, levando a

desestabilizacdo de seus filamentos protéicos, prejudicard a secrecio celular.

Sabe-se que os somatotrofos de ratos Tx apresentam um citoesqueleto desorganizado e ao
analisar a distribuic@o intracelular dos granulos de GH observamos que o pouco GH expresso
nestas células apresentava-se concentrado em granulos na sua periferia, sugerindo
comprometimento da sua secrecdo. A administracdo de T3 promoveu rearranjo do citoesqueleto
do somatotrofo e reduziu, concomitantemente, a marcacdo de GH na periferia da célula,

indicando estimulo da secrecao hormonal pelo T3 (GOULART DA SILVA et al., 2006).

Para avaliar se o GH foi secretado apds a reorganizacdo do citoesqueleto estudamos o
grau de expressdo de um dos genes regulados por ele , o IGF-I. Este gene € expresso em varios
tecidos, inclusive no figado, o qual é o principal 6rgdo-alvo do GH, uma vez que apresenta a
maior expressdo de receptores de GH. O GH interage com esses receptores promovendo rapida
inducdo do gene do IGF-I, considerado o principal mediador dos efeitos do GH no crescimento

poOs-natal, sendo portanto o principal pardmetro indicativo de que o GH estd sendo liberado e
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exercendo seus efeitos bioldgicos apropriadamente. Apesar do T3 também ter sido apontado
como indutor da expressdo génica do IGF-I, demonstrou-se que esse efeito € totalmente
dependente da sua acdo sobre a expressao do GH, uma vez que o bloqueio da expressao/liberacao
do GH ou mesmo mediante hipofisectomia, o efeito do T3 sobre o gene do IGF-I fica
completamente abolido (NANTO-SALONEN et al., 1993). Desta forma, avaliamos a expressao
hepética do mRNA de IGF-I dos animais eutiroideos e dos hipotiroideos apds 30 min e 60 min da

administrac@o de T3 ou salina.

Observamos que a expressdao hepatica de mRNA de IGF-I nos animais Tx apresentou-se
extremamente baixa, mas que, ap6s 30 min da administracio de T3 ela aumenta ao nivel do
animal controle, sendo o efeito ainda mais proeminente apés 60 minutos da administracido de T3
(Fig 05). Esses dados corroboram nossos resultados de imuno-histoquimica indicativos de
reducdo de secrecdo de GH no hipotiroidismo e aumento dela apés 30 min da administragdao de
T3, e fortalecem nossa hipdtese inicial do envolvimento do citoesqueleto nestes eventos, ja que
os dados apontam fortemente uma relagdo entre a sua reorganizacdo desencadeada ndo

genomicamente pelo T3 e a secre¢do do GH.

O conjunto dos dados apresentados descreve uma ac¢do ndo genOmica do T3, até entdo

desconhecida, no controle da expressiao do gene do GH e da secrecio deste hormdnio.
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