RENATA MARINO ROMANO

INFLUENCIA DO HORMONIO TIREOIDEANO
NA ATIVIDADE DO GONADOTROFO

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Fisiologia Humana do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, para a
obtencdo do Titulo de Doutor em Ciéncias.

Sao Paulo
2011



RENATA MARINO ROMANO

INFLUENCIA DO HORMONIO TIREOIDEANO
NA ATIVIDADE DO GONADOTROFO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Fisiologia Humana do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, para a obtencéo
do Titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragio: Fisiologia Humana
Orientadora; Prof.2 Dr.2 Maria Tereza Nunes

VersaoOriginal

Sao Paulo
2011


sbib-sti-scanner
Texto digitado

sbib-sti-scanner
Texto digitado
Versão Original


DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo

reproducéo nao autorizada pelo autor

Romano, Renata Marino.
Influéncia do horménio tireoideano atividade do gonadotrofo /
Renata Marino Romano. -- Sao Paulo, 2011.

Orientador: Maria Tereza Nunes.

Tese (Doutorado) — Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Departamento de Fisiologia e Biofisica. Area de
concentracdo: Fisiologia Humana. Linha de pesquisa: Bases
moleculares da a¢do hormonal.

Versdao do titulo para o inglés: Influence of thyroid hormone on
gonadotrope activity.

Descritores: 1. Hormdnios tireoidianos 2. Gonadotrofinas 3.
Glandula pituitaria 4. Horménios sexuais |. Nunes, Maria Tereza |l
Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Programa de Pds-Graduacgéo em Fisiologia Humana Ill. Titulo.

ICB/SBIB081/2011




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Renata Marino Romano.

Titulo da Tese: Influéncia do hormonio tireoideano atividade do
gonadotrofo.

Orientador(a): Maria Tereza Nunes.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessao

publica realizada a ................. T T , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIA ..t e e e e e e e e e e e e e e
N[0 3 0[PPSR
1S (0 o= T USSR PPURRPPPN

Examinador(a): F TS = LU ] - S
N[0 3 0[PPSR PP
10153 1 (B[ Lo TP PPPPPPPPPPRR

Examinador(a): ASSINALUIA ...ttt s e e e e e e e e e e e e e e e e eeaabereban s
NN [0] 1 T PRSP
1 ES 1] (1 o= T PRSPPI

Examinador(a): ASSINALUIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeaebere b s
N[0 3 0[PPSR
T 1S U1 (0 o= T USSR PPUROPPPN

Presidente: A S S N AU A et e e e
N[0 1
T 1S U1 (0 o= T USSR PPUROPPPN



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
D INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
@ Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”
Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 — CEP. 05508-000 Sao Paulo, SP — Brasil
Telefone :(55) (011) 3091.7733 — telefax : (55) (011) 3091.7438
e-mail: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n° 029 nas fls. 55do livro 02 para
uso de animais em experimentacao, sob a responsabilidade de Maria Tereza
Nunes, Coordenador(a) da Linha de pesquisa "Influéncia do horménio
tireoideano na atividade do gonadotrofo"’ do qual participou(aram)-o(s) alunos
Renata Marino Romano esta de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacao Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) em 29.04.08, com validade de 3 anos.

Sao Paulo, 29 de abril de 2008.

Cedaomer.  Vodioluttlen .

Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DE LIMA Profa. Dra. PATRICIA CASTELUCCI
Coordenador Secretaria
CEEA - ICB/USP CEEA - ICB/USP




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - cep. 05508-000 S&do Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55) (011) 3091.7733 - telefax : (55) (011) 3091 7438

e-mail: cep@icb.usp.br

Of.CEUA.016.11
Sao Paulo, 29 de margo de 2011.

REF.: Protocolo n°029/08.

“Influéncia do hormdnio tireoideano na atividade do gonadotrofo”

Prezada Professora,

Informo que a sua licenga para uso de animais em experimentagao,
constante no protocolo em epigrafe, foi prorrogada até 29.04.2014.
Reitero que havendo alteragdo de metodologia e inser¢do de novos alunos

ao projeto de pesquisa vinculado a referida licenga a CEUA/ICB devera ser informada.

Cordialmente,

L/Jv\(w,

Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DEIL[MA
Coordenador da Comissao de Etica
no Uso de Animal - ICB /USP

I[Ima. Sra.
Profa’ Dra. MARIA TEREZA NUNES
Departamento de Fisiologia e Biofisica

Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP



I UNIVERSIDADE DE SAD PAULC
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
Necleo ge Radicprotegdo

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que RENATA MARINO ROMANO  for
aprovado no Curso de Protegao Radioldgica. promovido pela Niclec de
Radioprote¢ae do ICB/USP, no periode de 14/07 a 18/07/2008 com carga

horaria de 15 horas.
Sao Paulo, 11 de Agosto de 2008
//_/"7 ’/_.
Vil T

Prof. Dr. BENY SPIRA
NUCLEQ DE PROTECAC RADIOLOGICA

Av Bl |onsu freites, 1ia Ediizo Biowediczs 1% € cade Liversitans UFP 05508 0 S0 Packs S8 Tel o] 123061 7390



Ao Marco, a Patricia e ao Rodrigo
Aos meus pais, Fernando e Elvira,

pelo apoio e compreensao



AGRADECIMENTOS

A Prof. Dr. Maria Tereza Nunes, pela orientacdo e dedicac&o na minha formagcao.

Aos meus familiares, pelo amparo.

A Paula e a Erika, pela ajuda nos experimentos e pela amizade.

A Leonice, pelo auxilio técnico e amizade.

Aos colegas do laboratério de Biologia da Reproducdo, pelo auxilio na

imunohistoquimica das hipofises.

Aos colegas do Setor de Endocrinologia Experimental da Unifesp, pelo auxilio nos

estudos dos testiculos e epididimos.

Ao Prof. Dr. Ricardo lannace, pela correcdo gramatical desta Tese.

A todos os colegas do Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina, pela amizade e convivio.

E a Fapesp, pela viabilizagdo financeira de meus estudos.



“A mente que se abre a uma nova idéia

Jjamais voltard ao seu tamanho original.”

Albert Einstein (1879-1955)



RESUMO

ROMANO, R. M. Influéncia do horménio tireoideano na atividade do gonadotrofo. 2011.
128 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

Problemas no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal s&o frequentes no hipo e no
hipertireoidismo, embora pouco seja conhecido a respeito das bases moleculares destas
alteracdes. Neste estudo foi avaliado o efeito da administracdo aguda e crénica na atividade
do gonadotrofo em ratos Wistar tireoidectomizados aos 60 dias de idade e mantidos com
tratamento de metimazol e CaCl, por 21 dias. Apos esse periodo o0s animais receberam T3 por
injecdo intravenosa nas doses correspondentes a 1X, 5X ou 50X a dose fisiologica (0,3
pg/100g PC) ou salina (TX) e foram decapitados apds 30 minutos. O grupo cronico recebeu a
dose correspondentes a 5X por 5 dias. Ratos falso-operados foram utilizados como controle.
As hipdfises foram removidas e submetidas as anélises de expressdo do mRNA do LH e do
FSH por PCR em tempo real, adenilacdo da cauda poli(A) do LH pelo race PAT, e ainda
expressao protéica do LH e do FSH por Western Blotting e imunohistoquimica. Os testiculos
foram avaliados quanto a expressdo do receptor de LH e de androgenos, por PCR em tempo
real e Western Blotting. Os epididimos forma avaliados quanto a expressdo do receptor de
androgenos pela mesma metodologia. A concentracdo sérica de LH e FSH foi avaliada pelo
sistema Luminex, o TSH, o T3 e a testosterona foram medidas por radioimunoensaio. Os
resultados foram analisados estatisticamente pela ANOVA seguida do pds-teste de Tukey
HSD para grupos com tamanhos amostrais diferentes, considerando-se diferenca se p<0,05. A
tireoidectomia elevou a concentracdo sérica de TSH e a administracdo aguda de T3 ndo
alterou esse parametro. Ja os animais tratados cronicamente com T3 apresentaram reducdo do
TSH sérico. O hipotireoidismo ocasionou elevacdo no LH sérico, que foi reduzido apds 3
horas do tratamento com T3. O hipertireoidismo acarretou diminuicdo do LH sérico. O
MRNA do LH se elevou no hipotireoidismo e o tratamento com T3 reduziu a quantidade
hipofisaria. A cauda poli(A) do mRNA do LH foi reduzida no hipotireoidismo e ndo se
alterou com os tratamentos. A proteina hipofisaria foi reduzida no hipotireoidismo e se elevou
com os tratamentos. Apesar do elevado LH sérico, a testosterona foi reduzida no
hipotireoidismo e essa redugdo foi mantida nos tratamentos. O FSH sérico foi reduzido no
hipotireoidismo e os tratamentos elevaram esse pardmetro ao observado no controle. O
MRNA se elevou no TX e reduziu com o tratamento; a proteina estava reduzida no TX e se
elevou nos tratamentos. O receptor de LH foi reduzido no TX e se elevou no tratamento,

enquanto o receptor de androgenos se comportou de forma inversa. O receptor de androgenos
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do epididimo foi aumentado no TX e reduzido pelos tratamentos. Esses resultados sugerem
que o T3 age na modulacdo da funcdo do gonadotrofo e na modulacdo da expresséo dos
receptores em tecidos-alvo.

Palavras-chave: Horménios tireoidianos. Gonadotrofinas. Glandula pituitaria. Hormonios

sexuais.



ABSTRACT

ROMANQO, R. M. Influence of thyroid hormone on gonadotrope activity. 2011. 128 p. Ph.
D. thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2011.

Disturbances in the activity of the hypothalamus-pituitary-gonads axis are frequent in hypo
and in hyperthyroidism, although little is known about the molecular basis of these alterations.
In this study we evaluated the effect of acute administration of T3 on the activity of
gonadotropes in male Wistar rats that were thyroidectomized at 60 days-old and kept under
treatment with methimazole and CaCl for 20 days. After this period the animals received T3
by i.v. injection at doses corresponding to 1X, 5X or 50X the physiological dose (0.3 ug/100g
BW) or saline (TX), and were decapitated 30 min thereafter. Hyperthryoid rats received T3
i.p. at doses of 5X for 5 days. Sham-operated animals were used as control. The pituitaries
were removed and submitted to analyses of gene expression and adenylation status of poly(A)
tail of LH and FSH mRNA by real-time PCR and RACE-PAT, respectively. LH and FSH
expression was evaluated by Western blotting and immunohistochemistry (IHC). The testes
were evaluated for the expression of LH receptor expression and androgen receptor
expression by real-time PCR and Western Blotting. The epididymis were evaluated for the
androgen receptor expression by the same methodology used for the testes. The serum
concentration of FSH and LH were evaluated by Luminex kit (Millipore), whereas TSH, T3
and testosterone were measured by RIA. The results were statistically analyzed by ANOVA
followed by Tukey HSD post hoc test for unequal sample sizes, considering statistical
difference at P <0.05. The thyroidectomy increased the TSH, LH and reduced the FSH and
testosterone serum concentration. The acute T3 administration did not change the TSH and
testosterone level, but increased the FSH and decreased the LH. After the T3 treatment for 5
days, the TSH and LH serum concentration was decreased and the testosterone was below the
detectable limits. The FSH serum remained increased, equal the control level. After TX,
another group of rats were treated with 1X, 5X or 50X the physiological dose for 1, 2 or 3
hours before sacrifice. The LH serum concentration remains higher than TX and control
group in 1 and 2 hours. The 3 hour group had a decrease in the serum level compared to TX.
The FSH had an increase in the serum concentration in all times. The poly(A) tail of LH
MRNA was reduced in TX and in the treatments. The protein content was reduced in TX and
was elevated with treatments. The mRNA of FSH increased in TX and reduced after T3
treatment; the protein content was reduced in TX increased after treatment. The LH receptor

was reduced in the treatment and reestablished in T3 treatment, while the opposite occurred



1z

with androgen receptor. In the epididymis the expression of androgen receptor was increased
in TX and was reduced in the treatments with T3. These results suggest that T3 modulates the

gonadotrope function and the gene expression of receptors in tissue-target.

Key-words: Thyroid hormones. Gonadotropins. Pituitary. Sexual hormones.
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1.1 INTRODUCAO

O gonadotrofo é a célula adenohipofisaria responsavel pela producdo dos hormonios
LH (hormdnio luteinizante) e FSH (hormonio foliculo estimulante), ou gonadotrofinas,
sintetizadas e liberadas a partir de estimulo do GnRH hipotalamico (horménio liberador de
gonadotrofinas), o qual desempenha papel exponencial no controle da reproducdo. Diversos
fatores podem interferir no funcionamento do eixo hipotalamico hipofisario gonadal, sendo
que alteracGes de reproducdo significativas sdo observadas em individuos que apresentam
tanto o hiper quanto o hipotireoidismo.

Apesar de algumas alteracfes reprodutivas ocorrerem em funcdo de patologias
tireoideanas, ndo se conhece o papel do horménio tireocideano (HT) sobre a funcéo
reprodutiva no individuo adulto. No entanto, durante o periodo pré-natal, infancia e pré-
puberdade esse horménio influencia uma série de mecanismos que sdo responsaveis pelo
desenvolvimento em diversos aspectos, incluindo os relacionados a fungdo reprodutiva.
Nestes individuos, a expressdo gonadal de receptores de HT é intensa, havendo diversos
estudos que procuram elucidar os mecanismos envolvidos nesse processo. Contudo, o
individuo adulto ndo apresenta quantidade expressiva de receptores de HT nas gbdnadas,
atribuindo-lhe uma aparente insensibilidade ao hormonio.

Diferentemente do testiculo, o gonadotrofo apresenta maior abundéncia de receptores
de HT. Entretanto, como nédo ha elemento responsivo ao horménio tireoideano (TRE) nas suas
unidades génicas regulatdrias, parece que este ndo participa diretamente da producdo das
gonadotrofinas.

O HT € capaz de desencadear efeitos que ndo dependem da sua interacdo classica com
receptores nucleares. Respostas funcionais sdao observadas em alguns tipos celulares, com
eventual possibilidade da ativacdo da transcricdo génica, quando o hormonio se liga as
integrinas de membrana, ou pela ativacio de bomba Na‘'/K" ATPase, vias de fosforilagio e
polimerizacdo de actina, por exemplo. Esses mecanismos s&o conhecidos como ndo
gendmicos e ocorrem, geralmente, num curto prazo de tempo.

Neste trabalho investigamos a possibilidade de o HT exercer algum tipo de modulacéo
sobre 0 HHG, por meio do estudo da expressao dos genes do gFSH e gLH, bem como por
analises moleculares, como o real time PCR, Western Blotting, perfil polissomal, e
morfologica pela imunohistoquimica; da expressdo dos genes dos receptores de LH, de FSH e

de andrdgenos testiculares, também por real time PCR e Western Blotting; da expressdo do
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gene do receptor de andrégenos nos epididimos; e das concentragdes séricas de LH, FSH, e
testosterona.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo serdo abordados alguns aspectos gerais da fungdo testicular e de
horménios tireoideanos, eixo hipotalamico hipofisario gonadal e relevancia clinica da
alteracdo tireoideana sobre o eixo HHG, ressaltando a literatura especifica do tema e a

justificativa do desenvolvimento do presente projeto.

1.2.1 Hormobnio tireoideano

Os HTs participam de etapas criticas da diferenciacdo, crescimento e metabolismo.
Sao produzidos pela glandula tiredide, que se localiza logo abaixo da laringe e é formada por
dois lobos lateralizados & traquéia e unidos por um istmo. E composta histologicamente de
foliculos preenchidos com coldide e revestidos por células epiteliais cubicas, que secretam no
interior desses foliculos. O principal constituinte do coléide é a glicoproteina tiroglobulina,
que serve de matriz para a sintese de HTs, sendo um reservatério destes. Para serem
secretados, esses hormonios precisam retornar ao epitélio e atingir a corrente sanguinea
(GUYTON e HALL, 2005; BIANCO e KIMURA, 2008).

A glandula tiredide produz e secreta HTs sob estimulo do TSH hipofisario
(Tireotrofina), sob controle do feedback negativo exercido pelo T3 e pelo estimulo do TRH
hipotalamico. Em humanos, a tiroxina (T4) representa cerca de 93% da sua secrecdo
hormonal, enquanto a triiodotironina (T3) representa os 7% restantes O T3 apresenta maior
bioatividade, sendo nos tecidos o T4 convertido em T3 por acdo de desiodases (GUYTON e
HALL, 2005; BIANCO e KIMURA, 2008).

O HT age nos tecidos alvo atraves da interacdo com TRs, que se apresentam
dimerizados, especialmente com o0s receptores de acido retindico X (RXR) e acoplados ao seu
elemento responsivo. No nucleo o hormdnio interage com o receptor, desencadeando ou
bloqueando a transcrigcdo de diversos genes (YEN, 2001).

Mas a descoberta da interagdo do HT com outros sitios de ligagdo localizados na
membrana celular e no citoplasma confere a esse horménio a possibilidade de atuagdo em
tecidos onde ndo se encontram receptores nucleares em abundancia ou TRs (DAVIS et al.,
2008a; 2008b; 2000).
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1.2.2 Fungdo testicular e hormonios tireoideanos

A importancia da atividade gonadal masculina sobre a reproducdo humana teve maior
énfase a partir do desenvolvimento de biotecnologias como a fertilizacdo in vitro (FIV) e a
injecdo intracitoplasmética de espermatozdides (ICSI). Para essas biotecnologias, além das
condicBes de exceléncia de qualidade de ovdcitos, € fundamental obter concentracGes
adequadas de espermatozoides viaveis, que serdo maturados in vitro para se tornarem capazes
de fertilizacdo. Essa recente maior atencdo ao gameta masculino aumentou a necessidade do
conhecimento androlégico e, atualmente, ja se considera que cerca da metade dos problemas
conjugais de reproducdo se deve a disfuncdo masculina (PATRIZIO; SANGUINETI,
SAKKAS, 2008).

A espermatogénese € 0 processo que envolve a multiplicacdo e a maturacdo das
células espermaticas, além da producdo de gametas vidveis em concentracdes adequadas, que
serdo transportados por um sistema reprodutivo necessariamente maduro e eficiente. O
sistema reprodutivo compreende as gonadas masculinas (testiculos), epididimos e 6rgaos
acessorios, como a prostata, as glandulas bulbouretrais e as vesiculas seminais. O parénquima
testicular compreende os tubulos seminiferos com o epitélio germinativo, onde se realiza a
espermatogénese, além das células de Sertoli. Estas envolvem as células germinativas desde a
periferia até o limen do tabulo, formando a barreira hemato-testicular. O tecido intersticial
gue ocupa cerca de 5% do volume testicular total contém as células de Leydig, que sdo
responsaveis pela producéo testicular de androgenos (KERR et al., 2006).

Os epididimos sdo formados a partir da convergéncia dos tabulos seminiferos oriundos
dos testiculos. Sua principal funcdo é promover um ambiente adequado para a maturacéo do
espermatozdide, uma vez que sua capacidade de fertilizacdo é extremamente baixa no
ambiente testicular. Varios tipos celulares comp&em os epididimos, cuja estrutura se modifica
ao longo de seu trajeto, até desembocar nos ductos deferentes. Entre as suas caracteristicas
secretorias, destacam-se a alta expressdo e a atividade da enzima Sa redutase (que converte
testosterona em dihidrotestosterona - DHT), endocitose de substancias luminais (desprendidas
durante a maturacdo dos espermatozoides), acidificacdo do meio luminal e reabsor¢éo de agua
(ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Nas glandulas acessorias sdo produzidos fluidos que comporao o ejaculado. A prostata
destaca-se pela producdo das proteinas antigeno prostatico especifico (PSA) e fosfatase &cida
prostatica (PAP). Ainda expressa grande quantidade de receptores androgénicos, sendo

bastante sensivel a reducdo das concentracbes hormonais de testosterona e DHT. Nas
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vesiculas seminais sdo produzidas e secretadas frutose, prostaglandinas e enzimas que
diminuem a producéo das espécies reativas de oxigénio, deletérias aos espermatozdides
(RISBRIDGER e TAYLOR, 2006).

O impacto das alteracdes tireoideanas sobre a reproducdo masculina foi assunto
controverso durante muitos anos, apesar dos efeitos reconhecidos sobre outros Orgdos e
tecidos. Em parte, isso se deve ao fato de estudos antigos terem demonstrado que os testiculos
ndo eram metabolicamente responsivos ao hormonio tireoideano (HT) e também a baixa
presenca de receptores de hormonio tireoideano (TR) encontrados no ¢rgdo adulto
(OPPENHEIMER et al.,, 1974; BARKER e KLITGAARD, 1952). Entretanto, nas duas
ultimas décadas, estudos conduzidos comprovaram que os HTs desempenham importante

papel no desenvolvimento e na funcdo testicular (WAGNER et al., 2008).

1.2.3 Eixo hipotaldamico-hipofisario-gonadal

A reproducdo masculina e feminina é consequéncia de interacGes que vao desde o
sistema nervoso central (hipotdlamo) até as gbnadas (testiculos e ovarios), passando pela
hipofise. Este complexo mecanismo denominado de eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
sofre influéncia de diversos sistemas integrados.

A hipofise e formada por duas unidades morfofuncionais diferentes, a neurohipofise e
a adenohipofise. A adenohipofise apresenta cinco tipos celulares principais: 0os somatotrofos,
que representam 40 a 50% do total das células e produzem horménio do crescimento (GH); os
lactotrofos, que representam 15% do total das células e produzem prolactina (PRL); os
corticotrofos, que representam 15% das células e produzem a pro-opiomelanocortina, um
precursor do horménio adrenocorticotréfico (ACTH); os tireotrofos, que compreendem 5%
das células e produzem o hormdnio tirotréfico (TSH); e, finalmente, os gonadotrofos, que
compreendem 10% das células e produzem horménio luteinizante (LH) e hormonio foliculo
estimulante (FSH) (NUNES, 2008).

As gonadotrofinas (LH e FSH) sédo sintetizadas e liberadas a partir de estimulo do
GnRH hipotalamico, o qual desempenha papel fundamental no controle da reproducdo. O LH
e 0 FSH atuam na gonada masculina e feminina para a producdo de espermatozoides e
maturagdo de ovocitos, em mecanismos onde 0s hormdnios esterdides sexuais, como a
testosterona, a progesterona e o estradiol, estdo diretamente envolvidos. Essa relagdo do
sistema nervoso central com os orgédos periféricos é estabelecida pelo eixo HHG (EVERETT,
2006).
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Diversos fatores podem interferir no funcionamento desse eixo; mais especificamente,
observam-se alteracBes reprodutivas significativas em individuos que apresentam hiper ou
hipotireoidismo (HATSUTA et al., 2004; KRASSAS, 2000; MEIKLE, 2004; TONI et al.,
2005; VAN DEN BERGHE et al., 2002). Em geral, as alteracGes reprodutivas identificadas
nessa ultima condicdo regridem apds o tratamento com o HT (MEIKLE, 2004; TONI et al.,
2005; WARTOFSKY et al., 2006), indicando que hé algum tipo de relagdo entre o eixo HHG
e 0 eixo hipotalamico-hipofisario-tireoideano.

O LH e o FSH sao glicoproteinas, assim como outro horménio hipofisario, a
tirotrofina TSH. O LH e o FSH sdo compostos por duas subunidades glicosiladas associadas
por ligacOes ndo-covalentes, a o (comum) ¢ a [ (especifica), as quais sdo codificadas por
genes distintos, localizados em diferentes cromossomos. As subunidades a, gLH e gFSH estdo
expressas dentro das mesmas células (gonadotrofos bi-hormonais), embora algumas sejam
capazes de secretar apenas um dos hormdnios (gonadotrofos mono-hormonais). As etapas
precursoras de clivagem e N-glicosilacdo ocorrem no reticulo endoplasmatico, onde a
traducdo dos MRNAs especificos gera os heterodimeros imaturos a/p. Ao longo do complexo
de Golgi ocorre a progressiva aquisicdo da forma madura do horménio, por glicosilacdes,
dobramentos especificos e interagdo dos heterodimeros, que sdo alcancados no interior dos
grénulos de secrecdo (BOUSFIELD et al., 2006; COUNIS et al., 2005).

As células que secretam FSH sdo grandes e apresentam granulos de aproximadamente
200 um, reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi extensos, sendo que nestas
estruturas se da o processo de glicosilacdo do horménio. As células que secretam LH
apresentam granulos secretérios menores que se acumulam em um po6lo celular, préximo a
periferia, e com o complexo de Golgi menos desenvolvido que nas células que secretam FSH.
O FSH possui peso molecular de 34 kDa e consiste em 210 residuos de aminoacidos, ao passo
que o LH é uma proteina de peso molecular 28,5 kDa, com 204 residuos de aminoacidos. A
meia-vida plasméatica do FSH humano é de aproximadamente 240 minutos e a do LH, 30
minutos (NORMAN e LITWACK, 1997).

A interagcdo do GnRH com os receptores de membrana do gonadotrofo ativa vias de
sinalizacdo que geram cFos e cJun, fatores de transcricdo que se dimerizam, atuando em
genes que apresentam sitio de reconhecimento AP-1. Também ocorre a ativacdo de Egr-1
(proteina inicial de resposta ao crescimento 1) através da sinalizacdo via PKC e MAPK. Essas
vias de sinalizacdo sdo melhor definidas para a sintese de LH, tendo em vista que 0s
mecanismos envolvidos com a sintese de FSH ainda sdo pouco conhecidos (COUNIS et al.,
2005).
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Além de LH, o gonadotrofo hipofisario produz uma pequena quantidade enddgena de
GnRH, que auxilia na exocitose dos granulos de LH pela abertura dos canais de célcio,
contribuindo para os niveis basais de secrecao desse horménio (KRSMANOVIC et al., 2000).

A relacdo entre HT e eixo gonadal também pode ser evidenciada em estudos
desenvolvidos por Lovejoy et al. (1997), que demonstraram que, ap0Os trés horas do
tratamento com T3, ocorre elevacdo em 42% da concentracdo sérica de testosterona e 150%
da globulina transportadora.

Ainda, ha evidéncias de que o numero de células germinativas testiculares diminui no
hipotireoidismo; em contrapartida, observa-se a sua elevacdo durante o hipotireoidismo
transitorio, apesar da quantidade de espermatozdides vivos estar diminuida em ambas as
situacbes. Nesse mesmo estudo, verifica-se a reducdo da atividade de enzimas testiculares,
como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, sugerindo que o horménio
tireoideano exercga regulagédo direta sobre a fisiologia e sistema de defesa antioxidante do
testiculo (SAHOO et al., 2008).

A enzima desiodase do tipo 2 é expressa nos testiculos de ratos adultos, mais
precisamente nas espermatides alongadas, e sua atividade é induzida pelo hipotireoidismo,
sugerindo que o HT possa ter efeito direto na espermatogénese de ratos adultos (WAJINER et
al., 2007). A morfologia espermética € alterada no sémen de individuos hipotire6ideos, sendo
restabelecida apds tratamento com o HT (KRASSAS et al., 2008). Ainda assim, é detectada a
presenca de TRs no epididimo, principalmente no compartimento citoplasmatico, cuja
guantidade se eleva em significativa escala no hipotireoidismo (MRNA e proteina) (PAUL et
al., 2008).

1.2.4 Relevancia clinica da alteracdo da funcdo tireoideana sobre o eixo hipotalamico-

hipofisario-gonadal

Os horménios tireoideanos desempenham papel conhecido sobre a reproducdo, desde a
fase de desenvolvimento inicial da génada. Durante a fase pré-pubere, os testiculos séo
altamente influenciados pelos niveis de HTs, os quais respondem pelo crescimento e pela
maturacao das células testiculares. Nesse periodo, o hipotireoidismo leva ao hipergonadismo e
a imaturidade celular, ao passo que o hipertireoidismo acarreta hipogonadismo e maturidade
celular precoce em ratos (ARI'YARATANE et al., 2000; CHAPIN et al., 1996), sendo que 0s
TRs estdo presentes nos testiculos de ratos desde o periodo perinatal até a vida adulta
(BUZZARD et al., 2000, JANNINI et al., 2000). Durante esse mesmo periodo também séao
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encontradas desiodases nesses tecidos: enzimas que modulam a conversdo do T4 a T3, e
consequentemente a acdo dos HT (WAGNER et al., 2003, WAJNER et al.,2007).

Em meninos com hipotireoidismo, os niveis séricos de PRL (prolactina) e TSH séo
elevados em funcdo do exagerado estimulo do TRH. Embora as concentracfes séricas basais
de LH, FSH, estrona e estradiol sejam elevadas, a resposta das gonadotrofinas ao GnRH esté
atenuada. Como resultado da elevagdo no FSH ocorre 0 aumento gonadal, mas a elevada PRL
inibe o efeito do LH sobre a célula de Leydig, prejudicando a producdo de testosterona.
Meninos com hipotireoidismo primario apresentam elevacdo de TSH, mas somente aqueles
com hipergonadismo tém a PRL e gonadotrofinas exageradamente elevadas. AlteragGes estas
revertidas pela terapia de reposi¢do com horménio tireoideano (MEIKLE, 2004).

A hiperprolactinemia pode se desenvolver em pacientes com hipotireoidismo primario
por alguns mecanismos conhecidos: (a) em resposta ao estado hipotireoideo ha uma descarga
compensatoria central hipotalamica de TRH, resultando na estimulagdo da producéo de PRL;
(b) a eliminacdo da PRL da circulacdo sistémica estd reduzida, o que contribui ao aumento
das suas concentracdes; e (c) ha diminuicdo da sensibilidade do lactotrofo ao efeito supressor
da dopamina (HEKINSON et al., 2010). Em homens a hiperprolactinemia estd mais
frequentemente relacionada a presenca de macroadenomas hipofisarios (DE ROSA et al.,
2003).

Entretanto, em homens com hipotireoidismo priméario, raramente se observa a
hiperprolactinemia (exceto nos casos em que ha tumores hipofisarios relatados),
contrariamente ao que ocorre na mulher. A maioria dos estudos em homens com
hipotireoidismo primario e hipogonadismo atesta niveis normais de LH e FSH. Porém, a
administracdo de GnRH a esses pacientes ndo resulta em liberacdo de gonadotrofinas
hipofisarias, denotando incapacidade do gonadotrofo em responder a esse estimulo (MEIKLE,
2004).

Nao hé relatos de que a regido promotora dos genes que codificam a subunidade 3
especifica do LH ou FSH ou ainda do GnRH apresentem TRE (MEIKLE, 2004; TONI et al.,
2005). Além disso, a densidade de receptores de HT (TR) € baixa nas regides hipotalamicas
em que os neurdnios do GnRH se encontram (TONI et al., 2005), dados que sugerem que as
acOes dos HT sobre a hipofise e o hipotdlamo ocorreriam predominantemente por modulagéo
da estabilidade ou do processamento pos-transcricional do mRNA das gonadotrofinas ou do
GnRH, levando a alteragfes da sua bioatividade (MEIKLE, 2004), ou ainda por inputs
neuroendocrinos em outras regides do sistema nervoso central, sensiveis ao hormonio

tireoideano, que regulariam a sintese e/ou secre¢do de GnRH (TONI et al., 2005). Entretanto,
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a expressdo de TRs em gonadotrofos é bastante representativa, maior até do que em
tireotrofos e somatotrofos, o que indica a possibilidade de regulacdo da funcdo dos
gonadotrofos por esse hormdénio, por mecanismo ainda desconhecido, j& que, como foi
comentado, ndo ha TRE na regido promotora dos genes que codificam o FSH e LH
(ALKEMADE et al., 2006; FLIERS et al., 2006).

Sabe-se que 0 MRNA do gLH se altera em resposta aos niveis de HT, e que os TRs se
expressam numa variedade de outros tipos celulares da hipéfise anterior, incluindo lactotrofos
e somatotrofos (TONI et al., 2005). Dessa forma, é possivel, ainda, que o HT atue de maneira
indireta sobre os gonadotrofos, interferindo com a secrecdo de mediadores a partir das células
vizinhas, como o peptideo vasointestinal (VIP), cuja imunorreatividade se encontra bastante
aumentada na hipéfise de ratos adultos hipotireoideos. A distribuicdo das células VIP em
torno de células de LH sugere que possa existir uma interacdo paracrina/justacrina entre elas
(TONI et al., 2005).

Tanto em ratos castrados quanto em hipotire6ideos observa-se a reducdo nos niveis de
TRH e peptideos derivados do prepro-TRH em regides do sistema limbico, o que tem sido
relacionado as alteracdes comportamentais identificadas no hipogonadismo e hipotireoidismo
(PEKARY e SATTIN, 2001). Vale ressaltar que, ao contrario do que ocorre em areas do
sistema limbico, a producdo de TRH em neurbnios que se dirigem a eminéncia média
hipotaldmica e que participam, portanto, do controle da secrecdo de TSH, encontra-se
aumentada no hipotireoidismo. Embora estudos similares ainda ndo tenham sido
desenvolvidos avaliando o papel da testosterona nos neurdnios parvocelulares do nucleo
paraventricular, sede dos neurénios TRHérgicos que controlam a atividade tireoideana, essa
possibilidade ndo pode ser descartada.

Observou-se que o HT esta relacionado a ativacdo pos-transcricional das convertases
1/3 (PC1/3), primariamente, e secundariamente da 2 (PC2), as quais atuam na conversdo do
pr6-TRH a TRH, de modo que, com a aumento da atividade dessas enzimas em individuos
hipotireoideos, eleva-se a producdo de TRH (PERELLO et al., 2006). Essas convertases
parecem atuar no processamento de outros pr6-horménios, ja que: (a) camundongos knockout
para PC1/3 e PC2 sdo pequenos devido ao processamento alterado do proGHRH; (b)
camundongos knockout para PC2 apresentam distdrbios no processamento do pro-glucagon e
(c) pacientes que nao expressam PC1/3 apresentam varios distarbios, entre os quais a
infertilidade, o que levanta a possibilidade de que o processamento de pr6-GnRH possa estar
comprometido no hipotireoidismo, visto que o HT, via convertases, poderia participar desse

processamento pds-transcricional.
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Ac0es ndo gendmicas dos hormonios tireoideanos tém sido descritas em varias células,
como alteragcdes no transporte de célcio, sddio e glicose através da membrana plasmaética e
promocdo da atividade de proteinas-quinases (DAREZZO et al., 2004; DAVIS et al., 2000).

Sobre astrocitos e somatotrofos, o HT atua na organizagdo dos filamentos de F-actina,
promovendo a organizagdo do citoesqueleto. Na auséncia desse hormoénio, 0s neurdnios
também sdo incapazes de promover sinapses adequadas (SIEGRIST-KAISER et al., 1990) e
0s somatotrofos apresentam comprometimento da sintese e secrecdo de GH (GOULART-
SILVA et al., 2006), por desarranjos no citoesqueleto, bem como em consequéncia a reducéo
na transcrigdo desse gene (agdo gendmica).

AlteracOes no citoesqueleto de actina ndo se restringem aos somatotrofos. Observa-se
gue no hipotireoidismo hd um desarranjo generalizado do citoesqueleto de toda a hipdfise,
indicando a possibilidade de os gonadotrofos serem igualmente afetados. Deste modo, é
grande a possibilidade de que nessa situacdo haja também comprometimento da sintese e
liberacdo dos horménios gonadotrdficos, j& que para a sintese protéica ha necessidade de
direcionamento do mRNA ao ribossomo, bem como de fatores de alongamento que se
encontrem ligados ao citoesqueleto de actina, e que, para a secre¢cdo hormonal, se faz
necessaria a mobilizacdo de vesiculas em direcdo a membrana plasmatica, processos que
dependem de um citoesqueleto organizado.

Com base nas evidéncias expostas relacionadas as funcdes tireoideana e gonadal, e
reconhecendo a necessidade de abordagem mais detalhada desse tema ainda pouco explorado
e bastante controvertido, propomos com este projeto investigar o papel do horménio
tireoideano, na regulacdo da expressdo dos genes do gFSH e gLH, por meio de analises
moleculares, como real-time PCR e Western Blotting, perfil polissomal, e celulares, como a
imunohistoquimica; da expressdo dos genes dos receptores de LH, de FSH e de andrégenos
testiculares, também por real time PCR e Western Blotting; da expressdo do gene do receptor

de andrdgenos nos epididimos; e das concentragdes séricas de LH, FSH e testosterona.
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1.3  OBIJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do horménio tireoideano sobre o eixo hipotaldmico-hipofisario-
gonadal, através do estudo morfoldgico e funcional do gonadotrofo, da expressdo génica dos
receptores testiculares de LH, e da expressdo de receptores de andrégenos testiculares e

epididimais.

1.3.2 Obijetivos especificos

e Avaliar o efeito do hormonio tireoideano em condigdes de eu, hipo, hipertireoidismo e
apos administracdo aguda de Ta:

o naexpressao génica das gonadotrofinas hipofisarias, por meio da determinagéo
do contetdo hipofisario do mRNA do gFSH e gLH; das proteinas gFSH e gLH,
bem como da taxa de traducdo destes transcritos, por meio do perfil
polissomal,

o nas concentracdes séricas de FSH, LH, testosterona, TSH e T3;

o em aspectos morfoldgicos dos gonadotrofos e do citoesqueleto de actina;

o naexpressao génica do receptor testicular de LH;

o na expressdo génica dos receptores testiculares e epididimais de androgenos,

pela analise do conteldo do mRNA e da proteina.
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1.4 MATERIAL E METODOS

O capitulo trata da descricdo detalhada das metodologias utilizadas para o estudo dos
diferentes aspectos deste trabalho. O PCR em tempo real foi utilizado para a analise da
expresséo génica das gonadotrofinas hipofisarias (sFSH e gLH); dos receptores testiculares de
LH e de androgenos; do receptor de androgenos nos segmentos do epididimo. O Western
Blotting foi utilizado para a avaliacdo do conteddo protéico desses mesmos genes. O perfil
polissomal foi utilizado para verificar a taxa de traducdo dos transcritos das gonadotrofinas. A
imunohistoquimica foi utilizada no estudo morfoldgico dos gonadotrofos e do citoesqueleto
de actina. E diferentes metodologias foram utilizadas para a determinacdo das concentragoes
séricas de FSH, LH, testosterona, TSH e T3.

1.4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos eutireoideos, que sofreram cirurgia ficticia para
remocao da tiredide, ou tireoidectomizados cirurgicamente. Os animais tireoidectomizados
receberam uma solucdo de metimazol 0,03% e CaCl, 0,5% na agua de beber por vinte e um
dias, e os eutireoideos, somente agua. Eles foram mantidos nas instalacdes do biotério do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB, em sala com temperatura controlada de 23+1
°C, ciclo claro/escuro: 12h/12h, e racdo comercial balanceada ad libitum. Cumpre ressaltar
que todos os procedimentos estdo em conformidade com o0s principios éticos na
experimentacdo animal e foram aprovados pelo Comité de Bioética em Experimentacao
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB/USP (protocolo 029/55/02).

1.4.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos ao acaso (fator para

formacdo de blocos: tratamento e horério), sendo os animais divididos nos seguintes grupos:

1. CONTROLE - animais eutireoideos (sofreram cirurgia ficticia) que receberam
solucéo salina iv (intravenosa), 30 minutos antes da eutanasia;
2. TX — animais tireoidectomizados (TX) que receberam solucdo salina iv, 30 minutos

antes da eutanasia;
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3. TXT3p3 — animais TX que receberam dose de T3 equivalente a dose fisioldgica
(DILLMANN et al., 1983; 0,3 ug/100g PC, iv), 30 minutos antes da eutanasia;

4, TXT3;5— animais Tx que receberam dose de T3 equivalente & 5X a dose fisioldgica
(1,5 ng/100g PC, iv), 30 minutos antes da eutanasia;

5. TXT335 — animais Tx que receberam dose de T3 equivalente a 50X a dose fisioldgica
(15 ng/100g PC, iv), 30 minutos antes da eutanasia;

6. TXT3cronico — animais Tx que receberam doses de T3 (1,5 ng/100g PC, ip) por cinco

dias antes da eutanasia;

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do de quetamina (10 mg/100 g PC) e
xilazina (2 mg/100 g PC), para serem submetidos aos procedimentos cirdrgicos, e antes da
injecdo intravenosa de T3 ou salina.

O hormdnio utilizado no tratamento experimental foi a triiodotironina (SIGMA-
ALDRICH, Inc., Saint Louis, MO, USA), dissolvida em NaOH 2M e depois diluida em

salina, para as concentracOes descritas no planejamento experimental, logo antes do uso.

1.4.3 Tecidos colhidos e parametros avaliados

Apobs o periodo do tratamento, os animais foram decapitados e o sangue colhido em
tubo de ensaio. Seguiu-se a sua centrifugacéo a 2.500 g por 5 minutos, a separagdo do soro em
aliquotas individuais e congelagdo a -20 °C para as posteriores analises hormonais.

As hipofises inteiras (adeno e neuro) foram imediatamente removidas, acondicionadas
em tubo tipo eppendorf autoclavado, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -70 °C
para as extracdes de RNA ou proteina. Para o experimento de imunohistoquimica, as hipéfises
foram fixadas em paraformaldeido 2%, emblocadas em Tissue Freezing Medium (Triangle
Biomedical Sciences, Durham, NC, USA) e rapidamente congeladas em 2-metilbutano a -80
°C.

Os testiculos, epididimos, vesicula seminal e prostata ventral foram colhidos e
pesados; a seguir, esses dados foram convertidos a pesos relativos (mg/100g de peso corporal)
e analisados. Colheram-se também amostras de testiculos para estudo histoldégico. Amostras
de testiculos e epididimos também foram retiradas, congeladas em nitrogénio liquido e

mantidas a -70.°C para estudos de mMRNA e proteina.
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O coragdo foi retirado, pesado e mantido em estufa a 36 °C, por 24 horas para
desidratacéo e nova pesagem. Os valores foram transformados na proporgéo em mg para cada

100g de peso corporal (mg/100 g PC).
1.4.4 Analise da expressao do mRNA do gLH e do gFSH

A metodologia para a anélise da expressdo do mRNA do LH e do FSH envolveu a
construcdo dos primers especificos, extracdo do RNA total e PCR em tempo real (RTqPCR).
O detalhamento dessas metodologias esta apresentado nos subitens a seguir.

1.4.4.1 Elaboracédo dos primers especificos

As sequéncias do mRNA do gFSH e do gLH foram obtidas no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nih.nlm.gov), e o

registro dessas sequéncias utilizadas no presente estudo é o seguinte:
e NM_012858 Rattus norvegicus gLH variante 1, com 533 pb (Gltima atualizagdo em
16/03/2008);
e NM_001007597 Rattus norvegicus gFSH, com 393 pb (Ultima atualizagdo em
20/04/2008).

Essas sequéncias foram submetidas aos seguintes procedimentos: a) construcdo de

primers sense e antisense através da utilizagio do programa  Primer

(http://www.ncbi.nih.nlm.gov); b) analise da especificidade das sequéncias sense e antisense
obtidas aos mMRNAs de estudo pela comparagdo com outras sequéncias do banco de dados do

NCBI através do programa BLAST (http://www.ncbi.nih.nlm.gov); e c¢) analise da

estabilidade desses primers pelo programa OligoAnalyzer
(34L34P://lwww.idtdna.com/analyzer/  applications/oligoanalyzer). Atendidas todas as
exigéncias, as seguintes sequéncias de 20 pb (pares de bases) foram elaboradas pela

Invitrogen Life Technologies (Camarillo, CA, USA), conforme se observa no Quadro 1.1.


http://www.ncbi.nih.nlm.gov/
http://www.ncbi.nih.nlm.gov/
http://www.ncbi.nih.nlm.gov/
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Quadro 1.1 — Primers sense e antisense utilizados para o ensaio de realtime PCR dos genes sFSH, gL H
e RPL19 (constitutivo)

Primers Sequéncia
Sense: beta FSH 5’-AAGTCGATCCAGCTTTGCAT-3
Antisense: beta FSH 5’-GTCCCAGGCCTCTTACAGTG-3’
Sense: beta LH 5’-ATGAGTTCTGCCCAGTCTGC-3’
Antisense: beta LH 5’-GTGGGTGGGCATCAGAAGAG-3’
Sense: RPL19 5’-AGTATGCTTAGGCTACAGAA-3’
Antisense: RPL19 5’-TCCCTTAGACCTGCTTGGTC-3’

1.4.4.2 Extracdo do RNA total

A hipdfise retirada do animal foi imediatamente depositada num tubo tipo eppendorff
de 2,0 mL, congelada em nitrogénio liquido e armazenada no freezer a -70 °C para a posterior
extragdo. A extracdo do RNA total foi baseada na metodologia da guanidina-fenol-
cloroférmio e precipitacdo com isopropanol (CHOMCZYNSKI et al., 1987).

Esse método é dividido em trés etapas, as quais consistem na homogeneizacdo em
solucdo D (4 M tiocianato de guanidina; 25 Mm citrato de sodio, pH 7,0; 0,5 % lauril
sarcosinato de sodio e 0,1 M 2-mercaptoetanol), extracdo em fenol saturado em agua e
cloroférmio, precipitacdo em isopropanol e lavagem em etanol 75%. Ao final desse processo
obteve-se um extrato de RNA total, que foi dessecado em SpeedVack, com temperatura e
vacuo controlados, mantendo a integridade do RNA extraido.

O pellet resultante da secagem foi ressuspendido em 40 pL de 4gua DEPC 0,01%
inativada por autoclavagem, colocado em banho-maria a 65 °C por 15 minutos e mantido em
gelo por 5 minutos. Diluiu-se uma aliquota em outro eppendorff na propor¢édo de 1:18 e fez-se
a leitura em espectrofotdmetro. Foi utilizada a absorbancia de 260 nm para o calculo de
concentracdo do RNA, tendo como referéncia o valor de 40 ug/mL para cada unidade de
densitometria optica. As amostras também foram lidas em 280 nm, comprimento de onda em
que proteinas e afins também podem ser mensuradas. Apenas as amostras que apresentaram a
razdo 260/280 > 1,7 foram utilizadas no estudo. A concentragéo foi expressa em pg/uL. O

RNA total extraido ressuspendido foi conservado em freezer a -70 °C.
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A integridade do RNA foi confirmada pela visualizacdo das bandas do RNA
ribossomal 28S e 18S, no transiluminador, apds eletroforese em gel de agarose a 1 %, e

corado com brometo de etidio.

1.4.4.3 PCR quantitativo em tempo real (RTgPCR)

A expressdéo do mRNA do gFSH e do gLH foi avaliada pelo metodo do PCR
guantitativo em tempo real (RTgPCR). Esse método utiliza corantes fluorescentes que
combinam as etapas de amplificacdo e deteccdo da reacdo de PCR. O aumento do sinal
fluorescente é proporcional a quantidade de DNA produzida durante cada ciclo do PCR.
Reac0es individuais sdo caracterizadas por um ciclo de PCR no qual o primeiro pico de
fluorescéncia ultrapassa um limite definido, parametro conhecido como threshold cycle (Cy),

que serd utilizado para quantificar a reacdo (NOLAN et al., 2006).

1.4.4.3.1 Sintese do cDNA para o RTgPCR

A partir de 1 pug do RNA total, foi realizado o ensaio de reagdo de transcricdo reversa
(RT) com oligo(dT) para a sintese de uma fita de DNA complementar a0 mRNA (ssDNA).
Para isto, adicionou-se em cada amostra 1 pL de oligo(dT) (0,5 pg/pL; Invitrogen, Corp.,
Camarillo, CA, USA) e incubou-se a 65 °C por 10 min, para abertura da fita de RNA. Em
seguida acrescentou-se a seguinte mistura: 1 pL de RNAse Out (inibidor de RNAse — 25 U), 4
pL tampdo da enzima (250 mM de Tris-HCI pH 8,3; 375 mM de KCI, 15 mM de MgCl,, 50
mM DTT), 1 uL mistura de dNTPs (10 mM cada; Invitrogen, Corp., Camarillo, CA, USA), 1
puL da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega Corp, WI, EUA), em volume final
de 20 pL, completos com H,0 DEPC, e incubou-se por 1 hora a 42 °C. A inativacdo ocorreu a
70 °C por 15 minutos e, apos este periodo, as amostras foram estocadas a -20 °C até a

realizacdo da proxima etapa.

1.4.4.3.2 Avaliagéo da expressdo génica do ;FSH e do 4LH

Conforme procedimentos descritos por Nolan (2006), o produto de RT foi diluido e a
eficiéncia da ligacdo dos primers foi avaliada para se escolher a melhor proporgdo para o
ensaio com as amostras de teste. Para o LH, o coeficiente de determinagéo (cd) foi de 0,98 e a

eficiéncia, 0,84. Para o FSH, o cd foi de 0,98 e a eficiéncia foi de 1,11. A eficiéncia ideal deve
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estar entre 0,8 e 1,2. Ap0s essas verificacdes, as seguintes diluicbes dos RTs foram utilizadas:
1:100 (FSH), 1:1.000 (LH) e 1:100 (RPL 19) (Fig. 1.1).
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Figura 1.1 — Eficiéncia de diluicdo para o estudo do mRNA. As figuras do lado esquerdo mostram a
curva de ciclos para as dilui¢des de 1:100, 1:1.000 e 1:10.000 para o LH (A) e FSH (B);
as figuras da direita mostram a analise da eficiéncia dessas dilui¢des.

Seguiu-se a reaco utilizando-se o reagente Platinum® SYBR® green gqPCR SuperMix
UDG (Invitrogen, Corp., Camarillo, CA, USA) no equipamento Corbett Research (Corbett
Life Sciences, Australia). A curva de ciclos/temperatura utilizada foi a seguinte: 2 min a 95
°C; e 50 ciclos a 95 °C por 15s, 60 °C por 1 min e 72 °C por 20 s. A especificidade da reacéo
com SYBR® green foi confirmada pela analise da curva de dissociacdo, tomando-se como
base a temperatura de dissociacdo (melting point), que consiste no aquecimento lento das
amostras de 58 °C (pareamento/alongamento) para 95 °C, e que deve resultar em somente um
amplicon por amostra. A presenca de mais de um amplicon por amostra indica contaminagao

com DNA gendmico (Fig. 1.2).
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Figura 1.2 — Curva de melt para os ensaios do gLH (A), sFSH (B) e RPL19 (C). Nos trés ensaios pode-
se observar apenas um amplicon, o que é reflexo da especificidade do primer utilizado.

Prosseguiram-se as analises para as amostras de teste com essas dilui¢des, realizando-
se 0s ensaios da mesma forma (condi¢cdes de ciclo/temperatura) que a descrita para a
padronizacdo. O calculo para a quantificacgio do mMRNA (AACt, cycle threshold) foi
desenvolvido conforme Pfaffl (2001). O resultado foi normalizado pelo mMRNA RPL19

(constitutivo), na diluicdo de 1:100 (ja previamente padronizado).

145 Avaliagdo do grau de poliadenilagdo do mRNA do gLH (RACE-PAT: Rapid
Amplification of cDNA ends - Poly A Test)

O tamanho da cauda poli(A) é um dos pré-requisitos para a formacdo de um mRNA
estavel, visando a eficiéncia no seu processo de traducdo (GALLIE, 1998). Para analise do
estado de poliadenilacdo desses mRNAs foi utilizado o método RACE-PAT, descrito por
Salles et al., 1999 e modificado por Serrano-Nascimento et al. (2010). O RACE-PAT envolve
a amplifica¢do da por¢do terminal 3> do mRNA, onde se localiza a cauda poli-A do mRNA.

Esta regido é transcrita reversamente, utilizando-se um excesso de oligo(dT) ligado a um
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oligonucleotideo ancorador (sequéncia ancoradora de G/C). A fita de DNA formada é
submetida ao PCR com um primer especifico para o gene de estudo, localizado proximo a
regido da cauda poli(A) ao sitio de poliadenilacéo,, e novamente com oligo(dT) ancorador (5°-
GCGAGCTCCGCGGCCGCGTyy), desta vez servindo como primer antisense para a
amplificagéo.

Esse ensaio é extremamente acurado para a quantificacdo do comprimento da cauda
poli-A, independentemente do tamanho do mRNA. Por fim, como o ensaio RACE-PAT
utiliza como primers os oligos(dT), os resultados obtidos indicam, de fato, o estado de
poliadenilacdo do transcrito (SALLES et al., 1999). A figura 1.3 exemplifica como os
fragmentos s&o gerados e visualizados por este método.

RACE-PAT GV 13hr

(D——— AAA 2 AAAAAAAAA . Poly(A)
o :\ 55T <-- :\ > ‘ length

- 400
lRT. PCR lRT PCR
AN e - BN — - 35
W — N g |
NN ANV — | -0
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Figura 1.3 — Método de RACE-PAT. A sequéncia 1 corresponde & amplificagdo de uma cauda poli(A)
com a sequéncia ancoradora ligando-se a um ponto fixo, proximo ao sitio de
poliadenilagdo gerando fragmentos de tamanho Gnico. Ja na sequéncia 2, a maior cauda
poli-A possibilita que a sequéncia ancoradora se ligue a diferentes posi¢des, gerando
fragmentos de diversos tamanhos. Os fragmentos sdo visualizados ap6s a eletroforese
em gel de agarose a 2,5 %, corado com brometo de etideo e comparados ao peso
molecular correspondente
Fonte: Modificado de Sallés et al. (1999).

Para a reacdo de transcriptase reversa 2 g de RNA foram preincubadas com 200 ng
de oligo (dT) ancora (5’-GCGAGCTCCGCGGCCGCG-Ty) por 5 minutos a 70 °C, seguido
de 1 hora a 42 °C em um mix contendo 10 mM de cada dNTP, 5X first-strand buffer, 0,01 M
de DTT, 1 ul de 200 U/ul de transcriptase reverse MMLV (Invitrogen Life Technologies,
Camarillo, CA, USA).
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Trés microgramas do produto da reacdo de RT foram misturados numa reagdo
contendo 25 mM MgCl,, 10 mM de cada dNTP, 25 pmol de cada primer (LH: 5’-
CCAATGACCTGTGACCTTCC ¢ ancora: 5’-GCGAGCTCCGCGGCCGCG-Ty), 1,25 U de
GoTaq Flexi DNA Polymerase e 5X Green GoTaq Flexi Buffer Migration Pattern (Promega
Corp., Madison, WI, EUA). As condi¢fes de PCR foram as seguintes: 5 min a 95 °C
(denaturacéo inicial), seguidos por 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 1 min a 68°C (anelamento), 1
min a 72°C (extensdo), e terminando com 7 min de extensdo final a 72°C. Os produtos de
PCR foram analisados eletroforeticamente em gel de agarose-TBE a 2,5% e corado por
brometo de etideo.

O minimo fragmento esperado (amplicon) foi de 128 pb e a anélise das amostras foi
estimada por densitometria e comparada com DNA ladder de 100 pb (Invitrogen Life
Technologies, Camarillo, CA, USA), utilizando-se o software ImageMaster 1D-Pharmacia

Biotech SW (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

1.4.6 Perfil polissomal

A andlise do perfil polissomal tem como objetivo central determinar a parcela de um
MRNA; no caso, 0s mMRNAs do LH e do FSH, que estdo sendo traduzidos no momento
estudado, seguindo-se a metodologia abaixo.

As hipofises foram removidas e homogeneizadas em baixa rotacdo, em tampédo de
extracdo contendo Tris-HCI 15 mM ph 7,4, MgCl, 15 mM, NaCl 300 mM, Triton X-100 1%,
ciclohexamida 1 mg/mL, DTT (dithiotheitol) 0,33 mM e heparina 1 mg/mL, reconstituidos
em agua DEPC. Para cada grupo experimental foi utilizado um pool de 10 hipéfises que
foram homogeneizadas em 600 uL individualmente, ou seja, a medida que foram removidas.
Para a preservacdo dos polissomos, o extrato foi mantido todo o tempo em gelo. Apds esse
procedimento, o extrato foi centrifugado a 10.000 g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi
colhido e transferido para outro eppendorf identificado. O conteudo de &cidos 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 (com 7% na primeira fase, passando a 7,1%, 7,2% até atingir 47%) contendo: Tris-
HCI 15 mM ph 7,4, MgCl, 15 mM, NaCl 300 mM, ciclohexamida 1 mg/mL, DTT
(dithiotheitol) 0,33 mM. O gradiente de sacarose foi montado com auxilio de um aparelho
especifico (Biocomp-gradiente master ip). Os tubos com as amostras foram balanceados,

colocados no rotor SW41Ti (Beckman) e submetidos a ultracentrifugacdo a 39.000 rpm a
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4°C, por tempo correspondente a 02h30. Apos a ultracentrifugacdo, as diferentes fraces do
gradiente foram colhidas em aliquotas de 900 L, a partir do topo, por meio de um coletor de
fragdes (model 2110 Bio-Rad) acoplado a um detector de UV em um comprimento de onda de
254 nm, com auxilio de uma bomba peristaltica injetando sacarose a 60% na base do tubo
(que continha a sacarose a 47%).

As aliquotas das amostras colhidas a partir do gradiente de sacarose foram
descongeladas em gelo, diluidas em 2 mL de tiocianato de guanidina 4M e 3 mL de etanol
100%, incubadas a -20 °C overnight. Os RNAs foram precipitados através de centrifugacdo a
10.000g a 4 °C por 30 min, o sobrenadante foi desprezado e os pellets, lavados em etanol 75%
e mantidos a 4 °C por 30 min. Cada pellet foi ressuspenso em 400 pL de agua DEPC por
agitacdo mecanica, aquecido a 65 °C por 15 min e transferido para um eppendorf
devidamente identificado, ao qual foram acrescentados 50 pL de acetato de s6dio 2M pH 4,0,
1 mL de etanol 100% e 7,5 pL de heparina (40 mg/mL). Apds a centrifugacdo a 13.000 rpm
(Eppendorf model 5415R) a 4 °C por 20 min, o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado
com 500 pL de etanol 75%. As amostras contendo os RNAs foram centrifugadas a 10.000 g a
4 °C por 5 min, secas por 6 min em Speed-Vack e submetidas aos procedimentos de PCR em
tempo real, utilizando-se os mesmos primers, diluicbes e curva de temperatura descritos

anteriormente.

1.4.7 Expresséo proteica do gLH e do gFSH (Western Blotting)

1.4.7.1 Extracao da proteina total

As hipofises foram homogeneizadas individualmente em 300 pL de tamp&o contendo
0,25 M de sacarose, 2 MM MgCl, e 20 mM de Tris-HCl e, ap6s centrifugacdo por 10 min a
100 g a 4 °C, o sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e o pellet ressuspendido em
200 pL do tampdo. Apos nova centrifugacdo nas mesmas condi¢Bes, o sobrenadante foi
adicionado a fracéo transferida anteriormente, sendo a amostra resultante centrifugada a 800 g
por 10 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi transferido para um eppendorf novo, e seguiu-se

a quantificacdo protéica.
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1.4.7.2 Quantificacao protéica

A quantificacdo foi realizada pelo método de Bradford (1976) (Dye Reagent
Concentrate, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). As amostras e o reagente de Bradford foram
diluidos na proporcéo de 1:5 em agua deionizada. A curva foi calculada a partir de amostras
de albumina sérica bovina, nas concentrac@es de 0,2-0,4-0,6-0,8-1,0 pug/pL. Aplicaram-se 6
pL de cada amostra nos fossos da placa de Elisa, em triplicata para as amostras e em duplicata
para a curva e 300 pL de reagente de Bradford diluido. A placa foi deixada por 10 min no

escuro e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

1.4.7.3 Preparo das aliquotas para aplicacdo no gel

Apos a leitura, 30 pg de cada amostra foram aliquotadas e liofilizadas. Adicionou-se a
aliquota 1 pL de Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI pH 6,8; 20% de glicerol; 10% de
mercaptoetanol; 4% SDS; 0,08% de bromofenol blue) e 1 puL de Tris totalizando 20 pL por

amostra; colocou-se em banho fervente por 10 min e aplicou-se no gel.

1.4.7.4 Preparo do gel de poliacrilamida e eletroforese das amostras

O gel para o ensaio de Western Blotting consiste de duas fases: gel de stacking (ou de
empacotamento), que possibilita o alinhamento das proteinas, preparado a base de
poliacrilamida a 6%, e o0 gel de separacdo, preparado a 15%, além de Tris pH 8,8, SDS 20%,
persulfato de amdnia (APS), Temed e 4gua deionizada.

Apos a aplicacdo das amostras no gel, a eletroforese iniciou-se a 40 mV até a completa
saida das amostras das casas e completou-se a 90 mV. O tampéo de eletroforese utilizado foi
elaborado a base de Tris-base 25 mM, 193 mM de glicina, 0,1% de SDS e &gua destilada.

1.4.7.5 Transferéncia das amostras do gel para a membrana

Apos o término da eletroforese, o sistema foi retirado da cuba, o gel desmontado e
remontado no sistema de transferéncia. O suporte para a transferéncia foi preenchido por duas
esponjas, dois pedacos de papel Whatman, o gel invertido, a membrana de nitrocelulose, mais
dois pedacos de papel Whatman e duas esponjas embebidas em tampdo de transferéncia (Tris-

base 25 mM, 192 mM de glicina, metanol 20% e agua destilada). O sistema foi fechado,
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colocado na cuba de transferéncia Semi-Dry (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) a 15 mV por
uma hora.

O sistema foi desmontado, o gel foi corado com staining solution por 30 min e
colocado em solucdo descorante por trés dias. A membrana foi corada com Ponceau por um
minuto, lavada com PBS 1X/Tween 0,1% e dividida em duas por¢des, uma que contém
proteinas a partir de 40 kDa e outra com as proteinas de peso molecular inferior a 40 kDa.

1.4.7.6 Incubacbes

1.47.6.1 4LH

A membrana foi pré-incubada com tampdo de bloqueio (5% leite em p6 desnatado, 2,7
mM KCI, 137 mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1,4 mM KPO4, e 0,1% Tween 20) overnighta 4 °C
para reduzir ligagdes inespecificas. Seguiu-se incubagdo a temperatura ambiente por 3 h com
anticorpo anti-LH de rato gerado em coelho (1:1.500, NIDDKD, National Hormone and
Pituitary Program, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
Torrance, CA, USA) diluido em 5% de leite em pé desnatado, 2,7 mM KCI, 137 mM NacCl, 8
mM NaHPO4, 1,4 mM KPO4, e 0,1% Tween 20.

1.4.7.6.2 yFSH

A membrana foi pré-incubada com tampdo de blogueio, conforme descrito, seguindo-
se incubacdo em temperatura ambiente por 3 h, com anticorpo anti-FSH de rato gerado em
coelho (1:500, NIDDKD) diluido em 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 8 mM NaHPOQO,, 1,4 mM
KPQOy, e 0,1% Tween 20.

1.4.7.6.3 GAPDH

A membrana foi pré-incubada com tampéo de bloqueio, conforme descrito, seguindo-
se incubacdo overnight a 4 °C com anticorpo anti-GAPDH de rato gerado em camundongo
(1:1.000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), em 2,7 mM KCI, 137 mM NacCl,
8 MM NaHPOQ,, 1,4 mM KPOQO,, e 0,1% Tween 20. A proteina GAPDH foi escolhida como

constitutiva.
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1.4.7.7 Deteccao das bandas e quantificacdo

A deteccdo das bandas foi realizada utilizando-se anticorpo secundario conjugado a
peroxidase, elaborado conforme a espécie empregada na confec¢do do anticorpo primario
(1:5.000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) em 2,7 mM KCI, 137 mM NacCl,
8 mM NaHPO,, 1,4 mM KPOy, e 0,1% Tween 20 buffer, por 1 h em temperatura ambiente, e
kit ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Os blots foram analisados com o
software Image J 1.42q (National Institutes of Health, NIH, USA). Os dados foram

normalizados com 0 GAPDH e os resultados expressos em unidades arbitrarias (UA).
1.4.8 Imunohistoquimica

As hipdfises foram fixadas por 30 minutos em paraformaldeido a 2% em PBS (2.7mM
KCI, 137mM NaCl, 8mM NaHPO4, 1.4mM KPO4), emblocadas em Tissue Freezing Medium
(Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, USA) e rapidamente congeladas a -80 °C
imersas em 2-Metilbutano (CAS 78-78-4, Spectrum, Gardena, CA, USA). Os cortes de 5 um
foram obtidos em criostato, posicionados em laminas previamente gelatinizadas e secos em
estufa a 37 °C por uma hora. Para a padronizagdo, foram utilizados cortes de todos os
segmentos da hipdfise e ndo foram observadas diferencas regionais na localizacdo dos
gonadotrofos.

Os sitios ndo-especificos foram blogueados com soro normal de cabra diluido 1:1 em
PBS/BSA 10% por 1 h, em temperatura ambiente. A incuba¢do com anticorpo secundério
anti-rato FSH ou LH (1:100 diluido em PBS/TWEEN 20 0.3%) foi realizada overnight a 4 °C.
Seguiram-se trés lavagens em PBS por 3 min e incubagdo com anticorpo secundario
conjugado com FITC (Fluorescein isothiocyanate conjugated; 1:200, SIGMA-ALDRICH Inc,
Saint Louis, MO, USA) por 90 min em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados
novamente sob as mesmas condicGes anteriores e seguiu-se a coloracdo para actina-F,
utilizando-se faloidina-rodamina (1:40, Invitrogen Life Technologies, Camarillo, CA, USA)
por 60 min em temperatura ambiente. Os cortes foram cobertos com Prolong® Gold com
DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) (Invitrogen Life Technologies, Camarillo, CA, USA)
para coloracéo nuclear, montagem com laminula e vedagdo com esmalte.

O microscopio Nikon Eclipse E600 foi utilizado para a observacdo dos cortes. As

imagens foram capturadas com o auxilio de uma camera digital (Cool SNAP-Procf color;
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Roper Scientific, Trenton, New Jersey, USA) e do software Image Pro Plus (Media

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

1.4.9 Analise da expressdo do mRNA do receptor de androgenos (AR) e do receptor de LH
(LHR)

A expressdo dos mRNAs dos receptores de LH foi estudada nos testiculos e a
expressao do receptor de androgenos foi estudada nos testiculos e nas trés porcdes
epididimais. A metodologia para o estudo destes genes envolveu a construgdo dos primers
especificos, extracdo do RNA total e PCR em tempo real (RTgPCR). O detalhamento dessas

metodologias estd apresentado nos subitens a seguir.

1.4.9.1 Elaboracédo dos primers especificos

O procedimento foi 0 mesmo utilizado anteriormente para a elaboracéo dos primers de LH

e FSH, utilizando-se as seguintes sequéncias génicas:
e NM _012502.1 Rattus norvegicus androgen receptor (Ar)
e NM 012978.1 Rattus norvegicus luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor

(Lhcgr)

Os primers utilizados estdo demonstrados no Quadro 1.2.
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Quadro 1.2 — Primers sense e antisense utilizados para o ensaio de realtime PCR

Primers Sequéncia
Sense: AR 5’- GCCATGGGTTGGCGGTCCTT -3’
Antisense: AR 5’- AGGTGCCTCATCCTCACGCACT -3’
Sense: LHR 5’- AGTGGAGCCTTCCAGGGGGC -3°
Antisense: LHR 5’- AGGAAGACAGGGCGATGAGCGT -3°
Sense: RPL19 5’-AGTATGCTTAGGCTACAGAA-3’
Antisense: RPL19 5’-TCCCTTAGACCTGCTTGGTC-3’

1.4.9.2 Extracdo do RNA total

As amostras de testiculos e epididimos foram pulverizadas em nitrogénio liquido e
uma porc¢ado (30 mg de tecido) depositada num tubo tipo eppendorff de 2,0 mL e submetida a
extragdo do RNA total, baseada na metodologia da guanidina-fenol-cloroférmio e
precipitacdo com isopropanol (CHOMCZYNSKI et al., 1987), conforme procedimentos ja

descritos previamente.
1.4.9.3 PCR quantitativo em tempo real (RTqPCR)
1.4.9.3.1 Sintese do cDNA para o RTgPCR

A partir de 1 pug do RNA total, foi realizado o ensaio de reacdo de transcricdo reversa
(RT) com oligo(dT) para a sintese de uma fita de DNA complementar a0 mMRNA (ssDNA),
conforme procedimentos ja descritos anteriormente.
1.4.9.3.2 Avaliagéo da expresséo génica do AR, LHR e RPL 19 nos testiculos

Conforme procedimentos descritos por Nolan (2006), o produto da reacdo de RT foi

diluido e a eficiéncia da ligacdo dos primers foi avaliada para se escolher a melhor proporgao

para 0 ensaio com as amostras de teste. Para 0 AR, o coeficiente de determinacdo (cd) foi de
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0,98 e a eficiéncia 0,90 (Fig. 1.4 A). Para o rLH, o cd foi de 0,98 e a eficiéncia de 1,11 (Fig.
1.4 B). Para o RPL 19 (constitutiva), o cd foi de 0,99 e a eficiéncia de 0,82 (Fig. 1.4 C). A
eficiéncia ideal deve estar entre 0,8 e 1,2. As dilui¢cdes utilizadas para todas as amostras
foram: concentrado, 1:5, 1:10 e 1:20; sendo que 0s quatro genes obtiveram melhor resultado
na diluicdo 1:10, que foi a escolhida para o prosseguimento dos ensaios com 0S grupos
experimentais.

Seguiu-se a reacéo utilizando-se o reagente Platinum® SYBR® green qPCR SuperMix
UDG (Invitrogen, Corp., Camarillo, CA, USA) no equipamento Corbett Research (Corbett
Life Sciences, Australia) na mesma curva de ciclos/temperatura utilizada parao LH e FSH.. A

curva de melt esta representada na Fig. 1.5.
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Figura 1.4 — Eficiéncia de diluicdo para o estudo do mRNA para os genes de AR (A), LHR (B) e RPL
19 (C) em amostras de testiculos. A figura da esquerda representa a curva de ciclos e a
da direita a equacéo de eficiéncia dos primers.
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dF idT
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Figura 1.5 — Curva de melt para os ensaios do AR (A), LHR (B) e RPL 19 (C) em amostras de
testiculos. Nos trés ensaios pode-se observar apenas um amplicon, o que é reflexo da
especificidade do primer utilizado

Prosseguiram-se as analises para as amostras de teste com essas dilui¢des, realizando-
se 0s ensaios da mesma forma (condi¢cdes de ciclo/temperatura) que a descrita para a
padronizacdo. O calculo para a quantificagio do mRNA (AACt, cycle threshold) foi
desenvolvido conforme Pfaffl (2001). O resultado foi normalizado pelo mMRNA RPL19.
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1.4.9.3.3 Avaliacdo da expresséo génica do AR e RPL 19 na cabeca, corpo e cauda do
epididimo

Os procedimentos foram realizados da mesma forma que para os genes estudados nos
testiculos. A eficiéncia dos primers esteve entre 0,8 e 1,2 para todos os genes. As diluicdes
utilizadas dos produtos de RT foram: concentrado, 1:5, 1:10 e 1:20; sendo que 0s quatro genes
obtiveram melhor resultado na diluicdo 1:5, que foi a escolhida para o prosseguimento dos
ensaios com 0s grupos experimentais.

As figuras 1.6 e 1.8 representam a curva de ciclos e calculo da eficiéncia dos primers e
as figuras 1.7 e 1.9 representam a curva de melt para 0 AR e RPL 19 para cabeca (A), corpo
(B) e cauda (C) do epididimo, respectivamente.

Prosseguiram-se as analises para as amostras de teste com essas dilui¢des, realizando-
se 0s ensaios da mesma forma (condi¢cdes de ciclo/temperatura) que a descrita para a
padronizagéo.
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Figura 1.6 — Eficiéncia de diluicdo para o estudo do mRNA para o gene de AR em amostras de cabega
(A), corpo (B) e cauda (C) do epididimo. A figura da esquerda representa a curva de
ciclos, e a da direita, a equagdo de eficiéncia dos primers.
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dF idT

Figura 1.7 — Curva de melt para os ensaios do AR em amostras de cabega (A), corpo (B) e cauda (C)
do epididimo Nos trés ensaios pode-se observar apenas um amplicon, o que é reflexo da
especificidade do primer utilizado.
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Figura 1.8 — Eficiéncia de diluicdo para o estudo do mRNA para o gene de RPL 19 em amostras de
cabeca (A), corpo (B) e cauda (C) do epididimo. A figura da esquerda representa a curva
de ciclos, e a da direita, a equacéo de eficiéncia dos primers.
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Figura 1.9 — Curva de melt para os ensaios do gene de RPL 19 em amostras de cabega (A), corpo (B) e
cauda (C) do epididimo. Nos trés ensaios pode-se observar apenas um amplicon, o que é
reflexo da especificidade do primer utilizado.
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1.4.10 Andlise da expressdo protéica do receptor de andrdgenos (AR) e do receptor de LH
(LHR) por Western blotting

1.4.10.1 Extracéo de proteinas totais e quantificacdo protéica

Os testiculos e 0s segmentos de epididimo foram pulverizados em nitrogénio liquido e
uma fracao (80 a 120 ug) foi homogeneizada em tampédo RIPA (3 pL/mg tecido; 1% NP-40,
v/v, 0.5% sodium deoxicolate, v/v, 0,1% sodium duodecyl sulphate, w/v em PBS) adicionado
de inibidores de proteases (20 pug/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 10 pg/mL pepsptatin A,
1 mM phenylmethylsulfonil fluoride, 0,5 mM pefabloc) e 5 mM DTT no gelo, em
homogeneizador tipo dounce. Seguiu-se incubagdo a 4 °C por 30 min. As amostras foram
centrifugadas duas vezes a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi aliquotado e
imediatamente congelado a -70 °C para as posteriores analises.

A quantificacdo foi realizada pelo método de Bradford (Dye Reagent Concentrate,
Bio-Rad Laboratories Inc., USA) como previamente descrita para 0s extratos protéicos de

hipdfises.

1.4.10.2 Preparo das aliquotas para aplicacdo no gel

Apbs a leitura, 100 pg de cada amostra foram diluidas em 20 pL de tampdo Laemmli
(62,5 mM de Tris-HCI pH 6,8; 20% de glicerol; 10% de mercaptoetanol; 4% SDS; 0,08% de
bromofenol blue) e 1 pL de Tris, e colocadas em banho fervente por 10 min e aplicou-se no

gel.

1.4.10.3 Preparo do gel de poliacrilamida e eletroforese das amostras

O gel de stacking foi a base de poliacrilamida a 4% e o gel de separagéo a 8%. Apos a
aplicacdo das amostras no gel, a eletroforese iniciou-se a 40 mV, até a completa saida das
amostras das casas, e completou-se a 90 mV. O tampéo de eletroforese utilizado foi elaborado
a base de Tris-base 25 mM, 193 mM de glicina, 0,1% de SDS e &gua destilada.
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1.4.10.4 Transferéncia das amostras do gel para a membrana

Apdbs o término da eletroforese, o sistema foi retirado da cuba, o gel desmontado e
remontado no sistema de transferéncia. O suporte para a transferéncia foi preenchido por duas
esponjas, papel Whatman, o gel invertido, a membrana de PVDF (previamente ativada em
metanol por 15 segundos), papel Whatman e duas esponjas, embebidas em tampéo de
transferéncia (Tris-base 25 mM, 192 mM de glicina, metanol 20% e agua destilada ). O
sistema foi fechado, colocado na cuba de transferéncia Semi-Dry (Bio-Rad Laboratories Inc.,
USA) a 15 mV por uma hora.

O sistema foi desmontado, o gel foi corado com staining solution por 30 minutos e
colocado em solucdo descorante por trés dias. A membrana foi corada com Ponceau por um

minuto, lavada com PBS 1X/Tween 0,1%.

1.4.10.5 Incubacgdes

1.4.10.5.1 Receptor de LH

A membrana foi preincubada com tampéo de bloqueio (3% BSA, 5 mM Tris -HCL
pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5% Tween 20 e 0,5% NP-40) por 2 h a TA. Seguiu-se incubacéao
overnight a 4 °C com anticorpo anti-receptor de LH (1:200, anti-LH receptor H-50, Santa
Cruz, CA, USA) diluido em 1% BSA, 5 mM Tris —-HCL pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5% Tween
20 e 0,5% NP-40.

1.4.10.5.2 Receptor de andrdgenos

A membrana foi preincubada com tampéo de bloqueio (3% BSA, 5 mM Tris -HCL
pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% Tween 20 e 0,5% NP-40) por 2 h a TA. Seguiu-se incubacao
com anticorpo anti-receptor de andrdgenos (1:300 para as amostras de testiculos e 1:600 para
as amostras de epididimos, anti-AR N-20, Santa Cruz, CA, USA) diluido em 1% BSA, 5 mM
Tris —HCL pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% Tween 20 e 0,5% NP-40.
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1.4.10.5.3 Alfa-actinina

A membrana foi preincubada com tampéo de bloqueio, conforme descrito, seguindo-
se incubacdo overnight a 4 °C com anticorpo anti-alfa actinina (1:1.000, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), diluido em 1% BSA, 5 mM Tris -HCL pH 7,5, 150
mM NacCl, 0,5% Tween 20 e 0,5% NP-40.

1.4.10.6 Deteccdo das bandas e quantificacao

A detecgdo das bandas foi realizada da mesma forma que para o LH e FSH.

1.4.11 Histologia dos tubulos seminiferos

Amostras de testiculos de animais dos grupos controle e tireoidectomizado foram
colhidas para estudo histoldgico. Assim que retirados do animal, os testiculos foram fixados
em solucdo de Bouin por 8 h e incluidos em parafina (protocolo convencional). Os blocos
foram entdo cortados em micrétomo na espessura de 5 um, os cortes colocados sobre lamina e
corados por hematoxilina e eosina.

Esses cortes foram submetidos & morfometria linear dos tubulos seminiferos, realizada
pela mensuracao do diametro tubular (medida considerada da ldmina basal até a outra ldamina
basal no sentido oposto), espessura epitelial (da lamina basal até o final da cabeca das
espermatides alongadas) e diametro luminal, observados na magnitude de 100X.
Selecionaram-se 0s campos com cortes histolégicos no sentido transversal dos tubulos,
desconsiderando-se aqueles em sentido longitudinal. Essas medi¢des foram realizadas com
auxilio do software tpsDig2 (ROHLF, 2006). Esse procedimento foi previamente descrito por
Robertson et al. (1999) e Goyal et al. (2001).
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1.4.12 Dosagens sericas hormonais
1.4.12.1 Testosterona

O kit utilizado nesse experimento foi o de radioimunoensaio em fase sélida marcado
com '?°| designado para a dosagem quantitativa da testosterona total em soro sem extrago da
MPBiomedicals (Solon, OH, USA) (LAN et al., 2009). O horménio marcado com *|
compete por um periodo fixo de tempo com o horménio da amostra para os sitios do
anticorpo. O tubo é decantado, para separar a forma ligada da livre, e contado em um contador
gama acoplado a um microcomputador. A quantidade de hormdnio presente na amostra é
determinada a partir de uma curva de calibracdo obtida pela dosagem dos calibradores que
fazem parte do kit. A sensibilidade do teste foi de 0,008 ng/mL. O coeficiente de variacdo

intraensaio foi < 5%. Os resultados foram expressos em ng/mL.
1.4.12.2 Triiodotironina (T3)

O T3 foi dosado atraves do kit comercial T3 Total Coat-A-Count (Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA) por radioimunoensaio (técnica previamente
descrita para a testosterona) (RASMUSSEN, 2003). Os resultados foram expressos em
ng/mL, sendo o coeficiente de variacdo intraensaio < 4,7 % e a sensibilidade minima 0,41

ng/mL.
1.4.12.3 LH e FSH

O ensaio para a dosagem sérica de FSH e LH foi realizado através do kit comercial
Lincoplex, Millipore, USA no Laboratério de Dosagens Hormonais da Genese Produtos
Diagnosticos Ltda. Esse ensaio utiliza a tecnologia Luminex Corporation’s xMAP™
(MAP=Multiple Analyte Profiling, x= analitos) que envolve um processo que cora
internamente microesferas de poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos. Cada
esfera é conjugada a um anticorpo analito especifico. Estas microesferas sdo entéo
combinadas em um unico poco de reacdo e podem dosar até 100 analitos simultaneamente. A
proxima etapa é a adi¢do do anticorpo de detec¢éo biotinilado.

Cada conjunto de microesferas esta acoplado com anticorpo de captura especifico. O

anticorpo de captura, por sua vez, liga-se ao analito especifico e entdo o anticorpo de detecgéo
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biotinilado se liga ao analito especifico. O resultado final é amplificado através de incubagdo
com o conjugado estreptavidina-ficoeritrina (AS-PE reporter), que emite sinal fluorescente.
As microesferas sdo lidas no equipamento Luminex 100 através de sistema duplo de lasers
que incide sob as microesferas, a medida que estas fluem através do fluxo celular. Um feixe
de laser detecta a microesfera (o codigo de cor especifico para 0 ensaio) e o outro laser
quantifica o sinal de reporter em cada microesfera. As microesferas passam através do fluxo
celular Luminex; cada microesfera é identificada, e o sinal SA-PE associado a elas é
quantificado.

Os resultados foram expressos em pg/mL para ambos os horménios, sendo a
sensibilidade para o LH de 2,91 pg/mL e para o FSH de 31 pg/mL. O coeficiente de variagédo

intraensaio foi < 2,5% para o LH e < 4,7% para o FSH.

1.4.12.4TSH

O TSH sérico foi analisado por radioimunoensaio especifico utilizando-se TSH de rato
para iodacdo e preparacdo de curva padrdo. O anticorpo primario foi obtido do National
Hormone and Peptide Program/NIDDK (Bethesda, MD, USA). A sensibilidade foi de 0,18
ng/mL e o coeficiente intraensaio foi < 4.3%. Esse ensaio foi realizado no laboratério da
Prof.2 Dr.2 Carmen Cabanelas Pazos de Moura, docente na UFRJ.

1.4.13 Analise estatistica

Os resultados foram inicialmente avaliados quanto a sua distribuicdo pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. As
variaveis que se comportaram de forma ndo-paramétrica foram transformadas em seu
logaritmo natural correspondente, tendo retornado a sua caracteristica paramétrica por
definicdo. As comparagOes entre controle e TX foram realizadas pelo método teste t-Student,
ao passo que as comparacdes entre mais de dois grupos foram realizadas pela analise de
variancias (ANOVA). A comparacdo entre a varidvel vesicula seminal e vesicula seminal
drenada foi realizada pelos procedimentos teste t-Student para medidas repetidas e pela
ANOVA para medidas repetidas. Quando a ANOVA apontou diferencas entre grupos, optou-
se pelo pos-teste de Tukey HSD (Honest Significant Diference) para tamanhos amostrais
diferentes (SPJOTVOLL e STOLINE, 1973) ou iguais, conforme o caso. Considerou-se

diferenca estatistica quando p<0,05. Os dados estdo expressos em media e erro padrdo da
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média (xxE.P.M.). Todas as analises foram realizadas com o auxilio do programa Statistica
7.0, Statsoft. Utilizaram-se o total de 376 ratos, e cada procedimento ou pardmetro avaliado

foi resultante de trés experimentos distintos.



Capitulo 2

EFETIVIDADE DO TRATAMENTO
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2.1 RESULTADOS

A efetividade do tratamento foi comprovada pelas alteracdes no TSH e T3 sericos e no
peso ventricular cardiaco dos animais em estudo. Os animais com hipotireoidismo (TX)
apresentaram menor peso muscular cardiaco, tanto itmido quanto desidratado, em relacéo ao
peso corporal, quando comparados aos animais controle e também o TSH sérico elevado. Os
tratamentos agudos ndo alteraram esses parametros em relacdo aos animais hipotireoideos. Ja
para 0s animais com hipertireoidismo, tratados por cinco dias com triiodotironina
(TXT3cronico), 0 TSH apresentou-se reduzido e a massa muscular cardiaca aumentada, em
relacdo ao peso corporal. O T3 total sérico apresentou-se reduzido no grupo TX, elevando-se
nos grupos tratados com as diferentes doses de T3. Esses resultados estdo registrados na
tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Peso cardiaco umido (PCU, mg/100 g PC), peso cardiaco desidratado (PCD, mg/100g
PC), concentragdo sérica de TSH (ng/mL) e de T3 total (ng/mL) nos ratos controle, TX
e tratados com T3

Grupos PCU (g"cf’)/ 1009 pep mg/100 g PC) Tfn: /i‘irLi;;o T3 total sérico (ng/mL)
Controle  305,1 +10,1? 88,9 + 6,4° 1,47 +0,25%¢ 0,54 + 0,06%°
TX 272,6 + 28,1° 70,5 + 2,8° 22,86 + 1,46" 0,20 + 0,06"°
TXT3p3  272,5+285 72,4 + 32,8 17,87 + 2,33" 6,02 + 0,30
TXT3y5 277,183 72,7+5,6° 20,91 +2,11° 9,24 + 0,09°
TXT315 249,9 + 58" 66,1 + 2,1 20,11 + 2,95 10,04 + 0,09°
TXT3uonico 381,175 103,8 + 1,5 0,39 +0,07° 0,82 + 0,112

Os valores estdo expressos em média = E.P.M;

a e b diferem entre si p<0,05; c e d diferem entre si p<0,001



63

2.2  DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado neste estudo reproduz um quadro de hipotireoidismo
primario por deficiéncia tireoideana, provocando elevados niveis de TSH circulantes e
reducdo de T3 e T4. Assim, as dosagens séricas desses horménios confirmam a adequagédo do
modelo experimental.

As disfuncdes tireoideanas produzem alteracdes na contratilidade do coragéo,
consumo de oxigénio, débito cardiaco, presséo arterial e resisténcia vascular sistémica. O T3
age no coracao tanto atraveés da interacdo com receptores classicos quanto por mecanismos
ndo gendmicos, ativando a sintese de proteinas do tecido cardiaco, como a a-MHC (cadeia
pesada da miosina) (DANZI e KLEIN, 2005), a SERCa2 (Ca-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico) (GLOSS et al., 2005), receptor adrenérgico 1, hormdnio natriurético atrial,
canais de potassio dependentes de voltagem, e ainda regulando negativamente a expressao da
B-MHC, fosfolamban, subunidades cataliticas da adenilil ciclase, al-TR (receptor tireoideano)
e trocador Na'/ Ca™ (KLEIN e DANZI, 2007). O hipertireoidismo culmina numa hipertrofia
cardiaca, enquanto o hipotireoidismo reduz a capacidade de contra¢do do coracdo e diminui
seu tamanho. As duas patologias produzem efeitos diametralmente opostos nas caracteristicas
descritas (KLEIN e DANZI, 2007; PORTMAN, 2008).

Em razédo de o hipotireoidismo alterar o peso do coracdo, na propor¢do entre a sua
musculatura e os liquidos intersticiais, torna-se ele um dos parametros utilizados para a
verificacdo da efetividade do tratamento deste estudo. Conforme o esperado, 0s animais
hipotiredideos (TX) apresentaram reducdo no peso cardiaco, tanto Umido quanto desidratado,
assim como 0s animais tratados agudamente com Ts. J& 0s animais tratados com a dose
suprafisiologica de 5X por cinco dias (TXT3cwenico) desenvolveram hipertireoidismo e
apresentaram aumento no peso cardiaco.

Também é relevante a influéncia do grau de severidade do hipotireoidismo, a idade
dos pacientes acometidos e 0 sexo sobre os parametros estudados (MEIKLE, 2004). No
modelo experimental utilizado neste trabalho, os animais foram submetidos ao
hipotireoidismo severo, pela remocdo da glandula tiredide. Resta ainda salientar que o model
utilizado € o masculino, uma vez que o sexo pode interferir com os parametros estudados,

por ser crescente o interesse pela andrologia humana.



Capitulo 3

EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO SOBRE O EIXO
HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL
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Este capitulo trata especificamente do hipotireoidismo, visando caracterizar o modelo

experimental utilizado a partir dos pardmetros reprodutivos avaliados. O contetdo é

apresentado em trés secdes: delineamento experimental, resultados e discusséo.

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o estudo dos efeitos do hipotireoidismo sobre o eixo hipotalamico hipofisario

gonadal foi utilizado o delineamento da figura 3.1. Os animais foram tireoidectomizados

cirurgicamente ou falso-operados e, apds 21 dias de tratamento com metimazol ou agua, 0s

tecidos foram colhidos e submetidos as anélises

laboratoriais. O detalhamento dessa

metodologia esta descrito no capitulo 1.
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i Western Blotting para LHR;
Epididimos: pesagem;
Vesicula seminal e prostata ventral: pesagem

Sangue: dosagens séricas de
LH, F5H, Testosterona , TSHe T3

Hipofise: PCR em tempo real e Westemn
Blotting, perfil polissomal, IHQ para LHe FSH, e
RACE-PAT para LH

Figura 3.1 — Delineamento experimental utilizado para o estudo do hipotireoidismo.
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3.2 RESULTADOS

O hipotireoidismo causou Vvarias alteracdes no eixo hipotalamico hipofisario gonadal.
Embora, desde o inicio, o objetivo principal deste trabalho tenha sido a investigacdo da
glandula hipofiséria, as alteracdes periféricas observadas macroscopicamente foram de tal
evidéncia, que o seu estudo ndo pode ser negligenciado. Assim, alguns pardmetros para esses
tecidos foram adicionados ao estudo principal. Os resultados estdo divididos em duas sec¢des
principais: estudo hipofisario e tecidos periféricos.

O estudo hipofiséario para o hipotireoidismo envolveu a analise da expressdo génica
(mMRNA e proteina), concentracGes séricas e perfil polissomal para o gLH e gFSH, analise da
cauda poli(A) do mRNA do gLH e morfologia do gonadotrofo por imunohistoquimica para
deteccgéo de gLH e gFSH.

O estudo dos tecidos periféricos envolveu a pesagem dos testiculos, epididimos,
prostata ventral e vesicula seminal, dosagem da testosterona sérica, morfometria dos tubulos

seminiferos e analise da expressdo testicular (MRNA e proteina) de receptores de LH.

3.2.1 Estudo do gonadotrofo

3.2.1.1 Expresséao génica e protéica e concentragdes séricas de sLH e sFSH

O mRNA, a proteina hipofisaria e a concentracdo sérica diferiram no hipotireoidismo
tanto para o gFSH quanto para o gLH, quando comparados ao grupo controle. Com relagdo ao
sFSH, a expressdo do mRNA mostrou-se elevada (Fig 3.2 A, p<0,05). Ja o contetido protéico
(Fig 3.2 B) e a concentracdo sérica (Fig 3.2 C) apresentaram-se reduzidos (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente).

Com relagdo ao pgLH, a expressdo do mRNA (Fig 3.3 A) e a concentragdo sérica (Fig
3.3 C) elevaram-se no hipotireoidismo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente), ao passo que 0

conteudo protéico foi reduzido (Fig 3.3 B, p<0,05)..
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Figura 3.2 — Quantificages do mRNA (A), da proteina (B) e da concentracéo sérica (C) de ;FSH em
animais controle e hipotireoideos (TX). A expressdo do mRNA apresentou-se elevada
no TX, ao passo que o conteldo protéico e o sérico apresentaram-se reduzidos. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste t-Student, *p<0,05 e **p<0,01,n=9a
11 animais/grupo/procedimento
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Figura 3.3 — Quantificacbes do mRNA (A), da proteina (B) e da concentracdo sérica (C) de LH em
animais controle e hipotireoideos (TX). A expressdo do mMRNA e a concentragdo sérica
apresentaram-se elevadas no TX, ao passo que o contedo protéico esta reduzido. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste t-Student, *p<0,05 e **p<0,01, n =9
a 11 animais/grupo/procedimento
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Com o objetivo de verificar se o tamanho da hipofise estaria alterando o resultado do
Western Blotting, avaliou-se a recuperacdo protéica desse tecido nessas condigdes. As
hipdfises de animais hipotireoideos (TX) apresentaram maior peso do que as provenientes de
animais controle. No entanto, a recuperacdo protéica ndo diferiu entre essas condicdes. Os

dados estdo expressos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Peso hipofisario e recuperacdo protéica hipofisaria em ratos controle e hipotiredideos

(TX)
Peso hipofisario Recuperagdo protéica
Grupos (mg/100 g PC) (Mg/mg tecido)
Controle 2,43 +0,3° 77,7+6,9
X 3,72+0,2° 65,2 +2,7

Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
Teste t-Student, a e b diferem entre si p<0,05, n =9 a 11 animais/grupo

3.2.1.2 Perfil polissomal para o gLH e sFSH

Neste estudo avaliou-se o conteido dos mRNAs de gFSH e gLH ancorados aos
ribossomos, o que permite inferir o quanto de transcritos esta sendo recrutado para a traducéo
naquele momento. Apesar de o perfil polissomal ndo apresentar nenhuma alteracéo entre os
diferentes grupos experimentais, a quantidade de transcrito associado aos polissomos
mostrou-se intensamente alterada. O hipotiroidismo provocou uma clara diminuicdo na
quantidade de transcritos de beta-FSH e beta-LH ancorados aos polissomos; portanto, reducgéo
do recrutamento desses mMRNAS a maquinaria traducional (Fig 3.4 e 3.5).
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Figura 3.4 — O hipotireoidismo reduziu o contetido de mMRNA do zFSH ligado ao ribossomo. Em (A) e
(B) observa-se o perfil polissomal de mRNA do ;FSH avaliado por PCR em tempo real.
As subunidades ribossomais estdo indicadas no perfil polissomal nos picos 40S e 60S,
seguidos pelo pico 80S monossomal e polissomal. Os valores estdo expressos em média +
E.P.M. Teste t-Student, **p<0,01, N = 3 (x 10 hipofises/grupo)
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Figura 3.5 — O hipotireoidismo reduziu o conteddo de mRNA do gLH ligado ao ribossomo. Em (A) e
(B) observa-se o perfil polissomal de mMRNA do gLH avaliado por PCR em tempo real.
As subunidades ribossomais estdo indicadas no perfil polissomal nos picos 40S e 60S,
seguidos pelo pico 80S monossomal e polissomal. Os valores estdo expressos em média
+ E.P.M. Teste t-Student, **p<0,01, N = 3 (x 10 hipofises/grupo)
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3.2.1.3 Analise da cauda do mRNA do 4LH

A analise do comprimento da cauda poli(A) do mRNA do gLH realizada pelo método
de RACE-PAT mostrou que no hipotireoidismo houve reducdo do seu comprimento em
relacdo ao controle (p<0,05). A figura 3.6 do lado esquerdo mostra o padrédo de smear dos
produtos de PCR em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo, e o lado direito da
figura representa o comprimento da cauda poli(A) nos dois grupos experimentais. O tamanho
minimo do amplicon esperado foi de 128 pares de bases, que é relativo ao tamanho do
fragmento de mRNA amplificado a partir da posi¢do 389 da sua sequéncia génica, até o sitio
de poliadenilagdo. A cauda poli(A), portanto, corresponde ao comprimento total do fragmento

gerado na amplificacdo do mRNA da amostra, subtraindo-se 128 pb.

160
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Figura 3.6 — Analise do comprimento da cauda poli(A) do mRNA do zLH pelo metodo de RACE-
PAT. Observa-se que ha significativa reducdo no seu comprimento nos animais do
grupo TX. Os valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste t-Student, * p<0,05,
n=8/9 animais/grupo

3.2.1.4 Imunohistoquimica do gonadotrofo

Na imunohistoquimica das hipofises visualiza-se em azul o ndcleo das células; em
verde, os gonadotrofos marcados para gLH ou para gFSH; em vermelho, o citoesqueleto de

actina (a intensidade do vermelho corresponde ao seu grau de polimerizacao).
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Na marcagdo para gLH (Figura 3.7) observam-se alguns gonadotrofos distribuidos
pelo campo, localizados ao redor de vasos sanguineos (VS). H& acimulo de grénulos na
regido perivascular (seta, A), associados com a polimerizacdo de actina (B, C). No
hipotireoidismo (TX) os gonadotrofos tiveram seu tamanho reduzido (D), estando a actina

desorganizada (E) e com menor associa¢ao aos gonadotrofos (F).

Controle

Figura 3.7 — Imunohistoquimica da hipdfise para detec¢do de gonadotrofos em animais controle e
hipotireoideos (TX) marcados para gLH. Observa-se em azul o nlcleo das células; em
verde, os gonadotrofos marcados para gLH; em vermelho, o citoesqueleto de actina
polimerizado. n=5/6 animais por grupo. Magnitude 100X. Barra de escala: 10 um

A figura 3.8 refere-se ao gFSH. No grupo controle ha grande quantidade de granulos
de gFSH distribuidos pelo citoplasma (A), o citoesqueleto de actina esta organizado (B) e ha
associacdo de areas granulares de hormdnio e actina polimerizada (C). No grupo TX héa
intensa reducdo na marcacdo (D), desorganizacdo do citoesqueleto de actina (E) e pouca
associacao da actina polimerizada aos granulos de secrecéo (F).
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Figura 3.8 — Imunohistoquimica da hipdfise para detec¢do de gonadotrofos em animais controle e
hipotireoideos (TX) marcados para sFSH. Observa-se em azul o nucleo das células; em
verde, os gonadotrofos marcados para FSH; em vermelho, o citoesqueleto de actina
polimerizado. n= 5/6 animais por grupo. Magnitude 100X. Barra de escala: 10 um

A figura 3.9 corresponde ao ensaio de IHQ sem a utilizacdo do anticorpo primario,
cujo objetivo é a verificacdo da especificidade do anticorpo utilizado. Assim, visualizam-se

somente 0s ndcleos das células marcados em azul pelo DAPI.

Figura 3.9 — Imunohistoquimica da hipdfise para confirmacdo da especificidade do anticorpo (controle
negativo). Observa-se em azul o nlcleo das células. n= 5/6 animais por grupo.
Magnitude 100X. Barra de escala: 10 pum
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3.2.2 Repercussdes nos 6rgaos reprodutivos
3.2.2.1 Peso dos testiculos, epididimos, vesicula seminal e prostata ventral

O efeito do HT sobre os érgdos reprodutivos foi avaliado pelos pesos relativos dos
testiculos, epididimos, vesicular seminal e prostata ventral. Os pesos dos testiculos (p>0,05) e
dos epididimos (p=0,1) ndo se alteraram no hipotireoidismo. Ja a vesicula seminal, além de
muito menor (p<0,05), conteve menor quantidade de fluido seminal. A prostata ventral
também apresentou reducdo de peso nos animais com hipotireoidismo (p<0,001). Os
resultados estdo apresentados nas Figuras 3.10 e 3.11.
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Figura 3.10 — Peso da vesicula seminal drenada e ndo drenada (mg/100g PC) nos ratos controle (A) e
com hipotireoidismo (TX, B). Os valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste t-
Student pareado, n=8/9 animais/grupo * p<0,05 vesicula seminal controle e # p<0,01
vesicula seminal drenada controle
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Figura 3.11 — Peso dos testiculos (A), epididimos (B) e prostata ventral (C) em mg/100 g PC nos ratos
controle e com hipotireoidismo (TX). Os valores estdo expressos em média = E.P.M.
Teste t-Student, *** p<0,001, n=8/9 animais/grupo



76

3.2.2.2 Dosagem sérica de testosterona

Para verificar se o efeito do hipotireoidismo sobre o peso dos 6rgdos reprodutivos
estava sendo mediado por alteracbes androgénicas, realizou-se a dosagem sérica de
testosterona nos animais em estudo. A testosterona é produzida pelas células intersticiais
testiculares de Leydig, sob estimulo do LH; de fato, sua concentracdo reduziu-se no

hipotireoidismo (p<0,01), como registrado na figura 3.12.
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Figura 3.12 — Testosterona sérica em animais controle e hipotiredideos (TX). Os valores representam
média + E.P.M., em ng/mL. Teste t-Student, n=8/9 animais/grupo. ** p<0,01

3.2.2.3 Morfometria dos tibulos seminiferos

Os testiculos foram avaliados histologicamente quanto a morfometria linear dos
tubulos seminiferos. Houve reducdo na espessura do epitélio germinativo (p<0,01) e aumento
no diametro luminal dos animais hipotireoideos (p<0,05). J& o diametro tubular total
permaneceu inalterado. A descricdo desses resultados esta apresentada na tabela 3.2 e
indicada na figura 3.13.
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Tabela 3.2 — Morfometria linear dos tubulos seminiferos em ratos controle e tireoidectomizados.

Parametro Controle TX
Didmetro tubular (um) 232,745,1 217,9+5,6
Espessura epitelial (um) 128,2+3,3° 97,5455
Diametro luminal (um) 104,3+4,0% 120,4+2,7

Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
Teste t-Student, a e b diferem entre si p<0,05 e ¢ e d <0,01, n = 4 animais/grupo

Figura 3.13 — Corte histologico de testiculo de animal do grupo controle (A) e hipotireoideo (TX).
Observam-se grande quantidade de células germinativas no epitélio e espermatozoides
na luz tubular para o grupo controle, ao passo que no hipotireoidismo é evidente
menor quantidade de células germinativas no epitélio, que ainda apresenta menor
espessura e poucos espermatozdides na luz tubular. HE. Magnitude 100X

3.2.2.4 Expressao testicular de receptores de andrdgenos e de LH

Um importante parametro para a constatacdo da acdo hormonal é a expressdo dos seus
receptores nos tecidos alvo. Assim, avaliou-se a expresséo do receptor de LH. A expressao do
seu mMRNA foi maior no hipotireoidismo (p<0,05, Figura 3.14 A), ao passo que a quantidade
de proteina foi reduzida (p<0,05, Figura 3.14 B).
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3.3  DISCUSSAO

3.3.1 O hipotireoidismo altera mecanismos moleculares da sintese e secre¢cdo de gLH e
sFSH

No hipotireoidismo primario prolongado, a hiperplasia dos tireotrofos pode resultar no
aumento da hipdfise e na expansdo sobre a sela turcica, tanto em adultos quanto em criangas
(JOSHI e WOOLF, 2005). Além desse efeito sobre os tireotrofos, 0 TRH estimula de forma
significativa os lactotrofos, contribuindo para o aumento no tamanho da hipdfise (FEKETE e
LECHAN, 2007). Esse efeito sobre o tamanho hipofisario foi observado neste estudo nos
ratos com hipotireoidismo. Apesar do tamanho aumentado, a recuperacdo protéica total foi
equivalente entre os animais controle e hipotireoidismo, indicando que a propor¢édo entre a
producdo de proteinas e o volume celular foi mantida.

Os efeitos do hipotireoidismo sobre a producgéo de gonadotrofinas sdo controversos na
literatura. Toni et al. (2005) relatam que o hipotireoidismo em ratos pode tanto reduzir os
niveis basais da secrecdo de LH e FSH, quanto estimulados por GnRH, bem como reduzir o
tamanho e nimero de gonadotrofos, ou ainda ndo produzir nenhum efeito sobre a secrecdo ou
nimero de células. Essa variabilidade de manifestagdes, como citado anteriormente
(MEIKLE, 2004), poderia estar relacionada a severidade do hipotireoidismo.

No hipotireoidismo induzido nesse experimento foi observado aumento no conteudo
do mRNA dos horménios gLH e sFSH, embora néo haja relatos de que a regido promotora dos
genes que codificam as subunidades [ especificas do LH ou FSH hipofisario, ou mesmo o
GnRH hipotalamico, apresentem TRE (MEIKLE, 2004; TONI et al., 2005). Entretanto, a
expressao de receptores de HT em gonadotrofos é bastante representativa, maior até do que
em tireotrofos e somatotrofos, o que indica a possibilidade de regulacdo da funcdo dos
gonadotrofos por esse horménio, possivelmente por uma via indireta (ALKEMADE et al.,
2006; FLIERS et al., 2006).

Apesar de o conteddo do mRNA estar aumentada, o contetido de FSH hipofisario e a
sua concentracdo serica apresentaram-se diminuidos no hipotireoidismo. Tohei et al. (1997)
também observaram redu¢do no FSH hipofisario. Além disso, o gonadotrofo marcado para
FSH mostrou menor quantidade de células reativas, bem como apontou, no perfil polissomal,
menor associacdo do mRNA do FSH aos ribossomos, sugerindo que a sua taxa de traducédo
esteja reduzida, o que explica a menor concentracdo hipofisaria e sérica desse hormonio
(GOULART-SILVA et al., 2010).
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A diminuicdo da sintese de FSH pode estar relacionada com a agdo paracrina de
foliculostatina no gonadotrofo, como observado por Oride et al. (2009) em cultivo celular
misto de LBT2 (linhagem murina imortalizada de gonadotrofo) e GH3 (linhagem celular que
sintetiza e secreta prolactina e horménio do crescimento). O hipotireoidismo induziu as
células GH3 a sintetizarem foliculostatina, que inibiu a producdo de FSH pelo gonadotrofo
(LBT2).

Em paralelo ao aumento do mRNA do gLH, houve reducédo do comprimento da sua
cauda poli(A), o que sugere que o transcrito de LH esteja mais vulneravel a acdo de nucleases
e com comprometimento da sua traducdo, j& que esses processos estdo diretamente
relacionados com o tamanho dessa cauda (BAGALOPAL e PARKER, 2009; BUCHAN e
PARKER, 2009). Além disso, a analise do perfil polissomal revelou uma menor associacao
do LH aos ribossomos, o que também relaciona a uma menor taxa de traducdo (PROUD,
2007). De fato, foi detectada reducdo do contetdo hipofisario de LH e do tamanho dos
gonadotrofos, resultados esses também descritos por Tohei et al. (1997). Ao contrario do
previsto por meio destes resultados, o LH sérico esta aumentado, e isso poderia decorrer de
alteracdes nos mecanismos envolvidos na manutencdo desse hormonio na circulacdo, bem
como de reducdo da concnetracdo da testosterona sérica, o que serd detalhado no préximo
item. Sabe-se que o hipotireoidismo provoca alteracdes renais como a diminuicao da filtracdo
glomerular, hiponatremia, diminui¢do da capacidade de diluicdo da urina, diminuicdo da
reabsorcdo de sodio, diminuicdo do fluxo renal e elevacdo da creatinina sérica (IGLESIAS e
DIEZ, 2009) e como a excre¢do do LH é renal, isso poderia resultar na elevacdo da sua
concentracdo sérica (GAY, 1974; KRETSER et al., 1973).

3.3.2 Testosterona sérica reduzida: relagdo com o elevado LH circulante e repercussdes nos

tecidos androgeno-dependentes

Apesar dos altos niveis circulantes de LH, o qual se pressupde que se ligue ao seu
receptor e estimule a producgéo de testosterona, houve uma intensa reducdo na testosterona
sérica nos animais hipotireoideos, com reflexos diretos nos 6rgdos sexuais acessorios,
verificado pelo baixo peso da vesicula seminal e da prostata ventral. Esses tecidos sdo
dependentes da acdo de testosterona e, na sua auséncia, o seu funcionamento fica
comprometido. Nas glandulas acessoérias sdo produzidos fluidos que compordo o ejaculado. A
prostata expressa grande quantidade de receptores androgénicos, sendo bastante sensivel a

reducdo das concentracbes hormonais de testosterona e DHT. Na vesicula seminal sdo
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produzidas e secretadas frutose, prostaglandinas e enzimas que diminuem a producdo das
espécies reativas de oxigénio, deletérias aos espermatozoides (RISBRIDGER e TAYLOR,
2006). Assim, a baixa atividade observada dessas glandulas pode ajudar a explicar alteracdes
espermaticas observadas no hipotireoidismo.

O peso testicular relativo nédo foi alterado pela falta de hormonio tireoideano, embora
seja observado durante a fase pré-pubere que o hipotireoidismo leva ao hipergonadismo e a
imaturidade celular em testiculos de ratos (ARIYARATANE et al., 2000; CHAPIN et al.,
1996). Contudo, no inicio do experimento os animais ja se encontravam na idade adulta e o
desenvolvimento testicular ja& havia se completado. Portanto, a acdo do HT sobre o
crescimento e diferenciacdo gonadal se desenrolou de forma normal desde a fase neonatal.

A célula de Sertoli produz os fatores que sdo fundamentais para o desenvolvimento
normal da espermatogénese, na diferenciacdo da espermatogbnia ao espermatozoide,
apresentando receptores para FSH e testosterona, que sdo os principais reguladores da
espermatogénese (SOFIKIS et al., 2008; WALKER e CHENG, 2005). Relata-se alteracdo na
espermatogénese em animais que ndo expressam receptores de FSH e de androgenos
(O'SHAUGHNESSY et al., 2009) e também associada a concentracdo sérica inadequada de
gonadotrofinas, com prejuizo na producdo de testosterona (LENZI et al., 2009).

Assim, a reducdo da espessura epitelial dos tdbulos seminiferos pode estar
correlacionada ao menor FSH e testosterona séricos. A testosterona é responsavel pela
proliferacdo inicial da espermatogbnia no epitélio seminifero ao se ligar ao receptor de
androgeno da célula de Sertoli. A sua transformacdo em estradiol, em pequenas quantidades,
atua paracrinamente nas espermatogoénias e espermatécitos em desenvolvimento, estimulando
0s eventos que proporcionam a sua diferenciagdo a espermatozbide (RISBRIDGER e
TAYLOR, 2006). Logo, a reducdo na testosterona pode causar danos a arquitetura testicular
(ROMANO et al., 2010).

Problemas na espermatogénese, devido ao hipotireoidismo, também foram observados
em pacientes humanos, nos quais a diminuicdo do numero de células germinativas,
diminuicdo do numero de espermatozdides vivos (SAHOO et al., 2008) e 0 aumento da
patologia espermatica foram detectados, sendo restabelecida apds tratamento com o HT
(KRASSAS et al., 2008).

Considerando-se que o receptor de LH media a atividade do LH, investigou-se se a sua
expressao é afetada pelo hipotireoidismo. E, apesar de 0 mRNA do receptor de LH ter
aumentado, houve uma reducdo significativa do seu contetdo protéico, que pode auxiliar na

explicacdo da baixa resposta ao elevado LH circulante. Esses dados sugerem que o HT regula
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a expressdo do receptor de LH, possivelmente por um mecanismo pés transcricional.
Ressalte-se que a exposicao de células testiculares a altas concentragdes de LH ou hCG reduz
tanto o mMRNA quanto a proteina do receptor de LH (ASCOLI et al., 2002).

E curioso que algumas acBes do HT sobre o crescimento, diferenciacio e
esteroidogénese das células de Leydig e de Sertoli supostamente ocorrem apenas antes da vida
adulta (MARAN, 2003). Entretanto, algumas disfuncGes das células de Leydig ocasionadas
pelo hipotireoidismo séo reversiveis pela suplementacdo com HT na vida adulta (ANTONY et
al., 2005; VALENTI et al., 1997), o que € altamente sugestivo que o HT aja no testiculo
adulto. Apesar dessas evidéncias, a atividade do HT nas gbnadas é ainda controversa, pois
pequenas quantidades de TR estdo presentes nos testiculos de animais adultos, que s&o

classicamente considerados como néo responsivos ao HT (JANNINI et al., 1990, 1995).



Capitulo 4

RESPOSTA DO EIXO HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-
GONADAL AO TRATAMENTO COM
TRITODOTIRONINA (T3)
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A fim de se avaliar o efeito do HT sobre o eixo hipotaldmico hipofisério gonadal,
administrou-se triiodotironina (T3) aos animais com hipotireoidismo. As doses, periodos e
tecidos colhidos estdo demonstrados no delineamento experimental; seguem-se a eles 0s

resultados e a discussao.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo do efeito do T3 sobre o eixo hipotalamico hipofisario gonadal foi realizado
com a administragdo desse hormonio aos animais com hipotireoidismo. Trés delineamentos
foram utilizados: (1) administracdo de T3 nas doses de 0,3, 1,5 e 15 pug/100 g PC e eutanésia
apos 30 min (Fig. 4.1); (2) administracdo de T3 na dose de 1,5 pug/100 g PC por 5 dias (Fig
4.2); e (3) administracdo de T3 nas doses de 0,3, 1,5 e 15 pug/100 g PC e eutanasia apos 1, 2 e
3 horas (Fig. 4.3). O detalhamento das metodologias pode ser encontrado no capitulo 1.

7 -

e N Yar
i 19 Fo%
60 dias de idade 81 dias de idade 81 dias de idade
MMI 0,03% + CaCl, 0,5% (TX) )
1 Agua (Controle) | Anestesia geral I
) | )
21dias 30min
Administraciode T3 iv
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Figura 4.1 — Delineamento experimental para a avaliacdo do efeito do T3 apds 30 min.
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Figura 4.2 — Delineamento experimental para a avaliacdo do efeito do T3 apds 5 dias de tratamento.

) N /ﬁ e

4 o
&0 be) 299
60 dias de idade 81dias de idade 81 dias de idade
MMI 0,03% + CacCl; 0,5% (TX) )
1 Agua (Controle) I Anestesia geral I
i |
21 dias 1,2e3h
Administracdo de T3 iv
Tirecidectomia (TX) Eutanasia e colheita dos seguintes tecidos:

Falsa cirurgia (Controle)

” —_— Sangue: dosagens séricas de LH e FSH

Figura 4.3 — Delineamento experimental para a avaliagdo do efeito do T3 apds 1, 2 e 3 horas do
tratamento.
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4.2 RESULTADOS

Os resultados estdo divididos em duas secdes principais, da mesma forma que a
adotada no capitulo 3: estudo hipofisario e tecidos periféricos.

O estudo hipofisério para a avaliacdo dos efeitos do tratamento com T3 envolveu a
analise da expressdo génica (MRNA e proteina), concentracdes séricas e perfil polissomal
para 0 pLH e gFSH, analise do comprimento da cauda poli(A) do mRNA do gLH e morfologia
do gonadotrofo por imunohistoquimica para detec¢do de sLH e gFSH. Os resultados referentes
ao LH sdo apresentados primeiramente; em seguida, apresentar-se-80 os resultados referentes
ao FSH.

O estudo dos tecidos periféricos envolveu a pesagem dos testiculos, epididimos,
préstata ventral e vesicula seminal, dosagem da testosterona sérica, analise da expressdo
testicular (MRNA e proteina) de receptores de andrdgenos e receptores de LH e ainda

expressdo epididimal (MRNA e proteina) de receptores de andrégenos.
4.2.1 Estudo do gonadotrofo
4.2.1.1 Peso hipofisario e recuperacao protéica
As hipofises de animais hipotiredideos (TX) e tratados com T3 sdo mais pesadas do
gue as provenientes de animais controle. No entanto, a recuperacdo protéica ndo diferiu entre

essas condi¢cBes (Tabela 4.1). Assim, o tamanho da hipd6fise ndo alterou o resultado do
Western Blotting,
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Tabela 4.1 — Peso hipofisario (mg/100 g PC, x =+ EPM) e recuperacdo protéica hipofisaria
(ng/mg tecido, x £ EPM) em ratos controle, hipotiredideos e tratados com T3

e e
Controle 2,43+0,3° 77,7+6,9
TX 3,72+0,17° 65,2 +2,7
TXT3-0,3 3,18 +0,18" 65,4 +2,3
TXT3-1,5 3,57 +0,16" 69,7 +4,3
TXT3-15 3,27 +0,37° 57,8+2,8
TXT3 crénico 3,18 +0,14° 61,2 +11,6

Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
Teste ANOVA e pés-teste de Tukey; a e b diferem entre si p<0,05, n =9 a 11 animais/grupo

4.2.1.2 Hormdnio luteinizante: expressdo, producao e secrecao

4.2.1.2.1 Expressao génica e protéica e concentracfes séricas

A analise da expressdo génica do gLH por meio da quantificacdo do seu mRNA
demonstrou que os tratamentos agudos com T3 diminuiram seus contetidos (p<0,01) tanto em
relacdo ao grupo controle quanto em relacdo ao grupo TX. J& o tratamento cronico com T3
reduziu o contedo do mRNA do gLH aos observados no grupo controle (p<0,05 vs TX)
(Figura 4.4 A).

O contetdo hipofisario proteico de gLH foi restabelecido nos tratamentos agudos e no
crbnico, igualando-se estatisticamente ao observado no grupo controle (Figura 4.4 B).

O tratamento agudo com T3 ndo alterou a concentracdo sérica de LH, mantendo a
elevacdo observada no grupo TX (p<0,01). O tratamento crénico promoveu a sua redugéo
tanto em relagdo ao TX e tratamentos agudos quanto em relagdo ao controle (p<0,05) (Figura
4.4 C).
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Figura 4.4 — Quantificages do mRNA (A), da proteina (B) e da concentragéo sérica (C) de jLH em
animais controle, hipotireoideos (TX) e tratados com T3. Os valores estdo expressos em
média £ E.P.M. Teste ANOVA e pds-teste de Tukey HSD, *p<0,05 e **p<0,01 vs
controle; #p<0,05 vs TX, n =9 a 11 animais/grupo/procedimento
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4.2.1.2.2 Perfil polissomal

O perfil polissomal ndo se alterou entre os diferentes grupos experimentais, mas a
quantidade de transcrito associado aos ribossomos foi diferente. O tratamento com T3
aumentou a associagdo do mRNA aos ribossomos, sendo que o grupo tratado com a dose de
0,3 pg/100g PC mostrou resultado semelhante ao grupo controle. J& os animais tratados
cronicamente apresentaram associacdo ao ribossomo maior que todos 0s demais grupos
(p<0,05) (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — O tratamento com T3 elevou o contelido de mRNA do gLH ligado ao ribossomo.
Observa-se o perfil polissomal de mRNA do ¢LH avaliado por PCR em tempo real. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M. ANOVA e pos-teste de Tukey, *p<0,05 e
**p<0,01, N = 3 (x 10 hipofises/grupo)

4.2.1.2.3 Analise do comprimento da cauda poli(A) do mMRNA

A reducdo no comprimento da cauda poli(A) observada no hipotireoidismo néo foi
alterada pelos tratamentos com T3 (p<0,05 vs controle). A figura 4.6 do lado esquerdo mostra
0 padréo de smear dos produtos de PCR em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de
etideo, e o lado direito da figura representa o comprimento da cauda poli(A) dos mRNAs dos
grupos experimentais em estudo.. O tamanho minimo do amplicon esperado foi de 128 pares

de bases, que € relativo ao tamanho do fragmento de mMRNA amplificado a partir da posicéo
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389 da sua sequéncia génica até o sitio de poliadenilagdo. A cauda poli(A), portanto,
corresponde ao comprimento total do fragmento gerado na amplificagdo do mRNA da

amostra, subtraindo-se 128 pb.
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Figura 4.6 — Analise do comprimento da cauda poli(A) do mRNA do gLH pelo método de
RACE-PAT. Observa-se que o tratamento com T3 ndo altera a reducdo ocorrida
no TX. Os valores estdo expressos em média + E.P.M. ANOVA e pos-teste de
Tukey, *p<0,05, n=8/9 animais/grupo

4.2.1.2.4 Morfologia do gonadotrofo por imunohistoquimica

Nesse ensaio imunohistoquimico e histoquimico, utilizou-se a tripla marcacao
analisada em microscopia de fluorescéncia, onde o nucleo das células foi corado em azul pelo
DAPI, os granulos de LH corados em verde pelo FITC e a actina polimerizada em vermelho
corada pela rodamina (Figura 4.7).

No grupo controle observaram-se gonadotrofos com marcagéo para LH distribuidas de
forma difusa pelo citoplasma. E possivel identificar uma concentracio elevada de granulos
distribuidos em torno de vasos sanguineos (VS, setas, A). O citoesqueleto apresentou regides
contendo actina polimerizada, que se caracterizam pela tonalidade vermelha mais intensa (B).
A sobreposicdo das duas imagens revelou uma area de marcacdo de LH associado a actina
polimerizada e outra area ndo associada (setas, C).

No grupo TX observou-se menor numero de células marcadas, mas de intensa

fluorescéncia (seta, D). A actina encontrou-se pouco polimerizada, o que pode ser percebido
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pela menor intensidade da coloracdo vermelha. Mas, em algumas areas de marcacdo para LH,
0 citoesqueleto de actina encontrou-se organizado (seta, F).

No grupo tratado com T3 em dose fisiologica (TXT3-0,3) foram observadas mais
células marcadas, de forma difusa, que se apresentaram em grupos, associado a um contetido
citoplasmatico difuso e granular de fluorescéncia intensa (G). O citoesqueleto de actina se
reorganizou (H), havendo algumas areas de associa¢do com granulos de LH (seta, I).

Os grupos TXT3-1,5 (J, K, L) e TXT3-15 (M, N, O) apresentaram morfologia bastante
semelhante ao grupo TXT3-0,3, previamente descrito.

Ja no grupo tratado com hormonio por 5 dias com a dose correspondente a 5X a
fisiologica e que acarreta em hipertireoidismo (TXT3 crbnico) observou-se um pequeno
nimero de células esparsas com marcacao difusa pelo citoplasma (P). O citoesqueleto de
actina mostrou-se polimerizado (Q), havendo pequena associacdo dela na regido onde o LH

esta localizado (S).
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TXT3-0,3

TXT3 crénico

Figura 4.7 — Imunohistoquimica da hipofise para deteccdo de gonadotrofos em animais controle, TX e
tratados com T3 marcados para LH. Observam-se em azul os nucleos celulares; em
verde, observa-se o LH; em vermelho, a actina polimerizada do citoesqueleto. n= 5/6
animais por grupo. Magnitude 100X. Barra de escala: 10 um
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4.2.1.2.5 LH sérico apds 1, 2 e 3 horas do tratamento com T3

A avaliacdo da concentracdo sérica de LH apos 1, 2 e 3 horas de tratamentos mostrou
variacdo nesse parametro, em todos os grupos estudados. O LH sérico diminuiu com o
decorrer do tempo de tratamento, com um efeito mais evidente no grupo tratado com a dose
fisiologica de T3 (Fig 4.8 A).
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Figura 4.8 — Concentragdo sérica de sLH em animais controle, hipotireoideos (TX) e tratados com T
nas doses de 0,3 (A), 1,5 (B) e 15 (C) ug/100g PC apds 1, 2 e 3 h do tratamento. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA e pos-teste de Tukey HSD,
**p<0,01 vs controle; #p<0,05 vs TX, n =5 a 8 animais/grupo
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4.2.1.3 Hormonio foliculo estimulante: expressao, producdo e secre¢ao

4.2.1.3.1 Expressao génica e protéica e concentracdes séricas

A analise da expresséo do gFSH evidenciou grande redugdo de seu mRNA nos grupos
tratados agudamente com T3, tanto em relagdo ao controle quanto em relagdo ao TX
(p<0,001). O tratamento crénico com T3 manteve o conteudo deste transcrito semelhante ao
observado no grupo hipotireoideo (elevado em relacdo ao grupo controle, p<0,05) (Figura 4.9
A).

O tratamento agudo com T3 aumentou na quantidade de proteina contida na hipofise
em relacdo ao grupo TX (p<0,05). J& no grupo tratado cronicamente a elevacdo foi ainda
maior, diferindo tanto do controle quanto do TX (p<0,01) (Figura 4.9 B).

O conteldo de FSH sérico apresentou-se elevado nos animais tratados aguda e
cronicamente com T3 em relagéo ao grupo TX, mas ndo diferiram do controle (Figura 4.9 C).
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Figura 4.9 — Quantificages do mRNA (A), da proteina (B) e da concentracéo sérica (C) de ;FSH em
animais controle, hipotireoideos (TX) e tratados com T;. Os valores estdo expressos em
média = E.P.M. Teste ANOVA e pos-teste de Tukey HSD, *p<0,05 e ***p<0,001 vs
controle; # p<0,05 e @ p<0,01 vs controle e TX, n = 9 a 11 animais/
grupo/procedimento



96

4.2.1.3.2 Perfil polissomal

O perfil polissomal ndo se alterou entre os diferentes grupos experimentais, mas a
quantidade de transcrito associado aos ribossomos foi diferente. O tratamento com T3
aumentou a associagdo do mRNA aos ribossomos, retornando aos valores observados no
grupo controle tanto para o tratamento agudo quanto para o tratamento cronico (p<0,01)
(Figura 4.10).
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Figura 4.10 — O tratamento com T3 elevou o conteddo de mRNA do ¢FSH ligado ao ribossomo.
Observa-se o perfil polissomal de mRNA do ¢FSH avaliado por PCR em tempo real.
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA e poOs-teste de Tukey,
**p<0,01, N = 3 (x 10 hipdfises/grupo)

4.2.1.3.3 Morfologia do gonadotrofo por imunohistoquimica

Assim como para o LH, utilizou-se a tripla marcacdo analisada em microscopia de
fluorescéncia, onde o nucleo das células foi corado em azul pelo DAPI, os granulos de FSH
corados em verde pelo FITC e a actina polimerizada, em vermelho, corada pela rodamina
(Figura 4.11).

No grupo controle observaram-se gonadotrofos com grande quantidade de granulos
marcados para FSH, tanto no citoplasma quanto na regido perinuclear (A). O citoesqueleto de
actina mostrou-se organizado (B), havendo poucas areas de associacdo entre citoesqueleto

organizado e granulos de secrecgéo (C).
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No grupo TX observou-se redu¢do no nimero de células marcadas e poucos granulos
citoplasmaticos. O citoesqueleto apresentou-se desorganizado (E) e com poucas areas de
associacdo entre granulos e organizacéo (F).

No grupo agudo TXT3-0,3 observou-se maior numero de células marcadas do que no
grupo TX (G). O citoesqueleto de actina mostrou-se polimerizado em algumas areas (H).

Os grupos TXT3-1,5 e TXT3-15 comportaram-se de forma semelhante, com maior
numero de células marcadas. Houve um aparente aumento do nimero de granulos na regido
perivascular (J e M). O citoesqueleto apresentou um maior grau de polimerizacdo (K e N),
embora ndo tenha sido evidente a associacao entre as duas marcacgdes (L e O).

No TXT3 crénico o nimero de gonadotrofos marcados foi semelhante aos tratamentos
agudos, com padrdo granular semelhante ao controle (P). O citoesqueleto de actina mostrou-
se bastante reagente a faloidina, com intensa polimerizacdo (Q); em algumas areas observou-

se a presenca de granulos proximos a regido perivascular (R).
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Figura 4.11 — Imunohistoquimica da hipofise para detec¢do de gonadotrofos em animais controle, TX
e tratados com T3 marcados para FSH. Observam-se em azul os nucleos celulares; em
verde, o LH; em vermelho, a actina polimerizada do citoesqueleto. n=5/6 animais por
grupo. Magnitude 100X. Barra de escala: 10 pm.
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4.2.1.3.4 FSH sérico ap6s 1, 2 e 3 horas do tratamento com T3

A elevacdo da concentracdo sérica observada apds 30 minutos de tratamento se
mantém no periodo de uma, duas e trés horas apos o tratamento com T3 em todas as doses
utilizadas (Fig. 4.12).
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Figura 4.12 — Concentracéo sérica de sFSH em animais controle, hipotireoideos (TX) e tratados com
T; nas doses de 0,3 (A), 1,5 (B) e 15 (C) pg/100g PC ap6s 1, 2 e 3 h do tratamento. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA e pés-teste de Tukey HSD,
**p<0,01 vs controle; #p<0,05 vs TX, n =5 a 8 animais/grupo
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4.2.2 Estudo dos tecidos periféricos

4.2.2.1 Peso dos testiculos, epididimos, vesicula seminal e prostata ventral

Os grupos tratados de forma aguda com o T3 mantiveram as alteragdes observadas no
TX em relacdo ao controle nos quatro tecidos avaliados: testiculos (Figura 4.14 A),
epididimos (Figura 4.14 B), prostata (Figura 4.14 C) e vesicula seminal (Figura 4.13). O
tratamento agudo com T3 ndo ocasionou nenhuma alteracdo estatisticamente significativa
nesses tecidos. Mas no tratamento cronico a vesicula seminal apresentou maior quantidade de
fluido (p<0,05).
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Figura 4.13 — Peso da vesicula seminal drenada e ndo drenada (mg/100g PC) nos ratos controle, TX e
tratados com T3. Os valores estdo expressos em media + E.P.M. Teste two-way
ANOVA e pos-teste de Tukey HSD, n =9 a 11 animais/grupo/procedimento.* p<0,05
vesicula seminal controle e # p<0,01 vesicula seminal drenada.
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Figura 4.14 — (A) Peso testicular (mg/100 g PC), (B) Peso epididimal (mg/100g PC) e (C) Peso da
prostata ventral (mg/100g PC) nos ratos controle, TX e tratados com T3. Os valores
estdo expressos em média £ E.P.M. Teste ANOVA e pds-teste de Tukey HSD, n=9 a
11 animais/grupo/procedimento. *** p<0,001.
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4.2.2.2 Dosagem sérica de testosterona

A testosterona sérica dos animais tratados com T3 ndo se alterou em relagéo ao grupo
TX, mantendo a reducdo em relagdo ao grupo controle (p<0,01). O grupo tratado com T3
crénico apresentou concentracdo serica de testosterona < 0,008 ng/mL, que foi a sensibilidade
minima do ensaio utilizado (Figura 4.15).
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Figura 4.15 — Testosterona sérica (ng/mL) em animais controle, hipotiredideos (TX) e tratados com
T3. Os valores estdo expressos em média + E.P.M. Teste ANOVA e pobs-teste de
Tukey HSD, n = 9 a 11 animais/grupo/procedimento. ** p<0,01

4.2.2.3 Expressao testicular de receptores de andrégenos e de LH

A expressdéo do mRNA do receptor de androgenos (AR) ndo foi alterada pelo
hipotireoidismo e nem pelo tratamento agudo ou crénico com HT (Figura 4.16 A). Ja a
expressdo protéica apresentou-se elevada no hipotireoidismo, sendo restabelecida nos
tratamentos agudos TxT3-0,3 e TXT3-1,5. O tratamento crénico resultou numa grande
elevacdo da expressdo dessa proteina (Figura 4.16 B).

O hipotireoidismo elevou a expressdéo do mRNA do receptor de LH (LHR). E os
tratamentos agudos e cronicos restabeleceram a sua expressao, retornando a valores néo
diferentes do controle, exceto no grupo TXT3-15, que manteve a elevagdo observada no TX
(Figura 4.17 A). Ao contrario do observado para 0 mMRNA, a expressdo protéica do LHR foi

menor no hipotireoidismo. O tratamento com HT restabeleceu essa expresséo (Figura 4.17 B).
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Figura 4.16 — Expresséo testicular (A- mRNA e B-proteina) de receptores de andrégenos em animais

controle, TX e tratados com T3. Os valores representam média + E.P.M, Teste
ANOVA e pos-teste de Tukey HSD, n = 10 animais/grupo/procedimento *p<0.05,
#p<0,05 vs todos 0s grupos
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Figura 4.17 — Expressdo testicular de receptor de LH (A- mRNA e B-proteina) em animais controle,
TX e tratados com T3. Os valores representam média £ E.P.M, Teste ANOVA e poés-
teste de Tukey HSD, n = 10 animais/grupo/procedimento *p<0.05
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4.2.2.4 Expresséo epididimal de receptores de androgenos

Para mais acurada verificacdo dos efeitos do tratamento com HT, o epididimo foi
dividido em trés porcBes macroscopicamente diferentes: cabeca, corpo e cauda. O trajeto
espermatico ocorre da cabeca em direcéo a cauda, e diferentes aspectos da maturacdo ocorrem
nesses segmentos. Assim, pode haver respostas diferentes nesses segmentos em relacdo ao
tratamento com HT.

De fato, quando se analisa a expressdo dos ARs, parecem existir diferentes magnitudes
de resposta ao HT. Com relacdo ao mRNA, o hipotireoidismo ocasionou diminuicdo de seu
contetdo em todos os segmentos estudados (p<0,05), e o tratamento com T3 agudo e cronico
elevaram esse contetido aos valores observados ao controle. Mas parece que nos segmentos de
cabeca e corpo essa elevagdo foi mais evidente que na cauda nos grupos TXT3-0,3 e TXT3-
1,5. O tratamento cronico ndo produziu esse tipo de diferenca entre segmentos. Nesse aspecto,
embora todos os segmentos aumentem a expressdo de AR em resposta ao tratamento com T3,
a cabeca e o0 corpo parecem ser mais sensiveis ao HT (Figura 4.18 A).

Ja o conteudo protéico nao se alterou na cabeca do epididimo, em nenhum tratamento.
O corpo e a cauda apresentaram elevacdo do conteddo no hipotireoidismo e redugdo nos

tratamentos com T3.
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Figura 4.18 — Expresséao epididimal (mMRNA) de receptores de andrégenos em animais controle, TX,
tratados agudamente com T3 (TXT3-0,3, TXT3-1,5, TXT3-15) e cronico (TXT3
cronico). Os valores representam média + E.P.M, Teste ANOVA e pds-teste de Tukey
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43  DISCUSSAO

4.3.1 Modulagao do gLH pelo horménio tireoideano

O contetdo protéico de gLH hipofisario foi restabelecido apos trinta minutos do
tratamento com o T3 em rela¢do aos animais com hipotireoidismo, assemelhando-se ao grupo
controle. A concentracdo sérica de LH ndo se alterou, estando elevada tanto no
hipotireoidismo quanto nos tratamentos de trinta minutos. Mas, como esse periodo de trinta
minutos coincide com a sua meia-vida plasmatica (NORMAN e LITWACK, 1997), ndo seria
esperada a ocorréncia de alteracbes que levassem a uma diminuigdo sérica no periodo
utilizado para esse tratamento. Contudo, o tratamento crénico com T3 promoveu reducdo do
LH sérico.

A anélise morfologica do gonadotrofo revelou aumento do ndmero de células
imunorreativas ao pLH, associado a um conteddo citoplasmatico difuso e granular de
fluorescéncia intensa. Alteracdes estas compativeis com o estimulo celular (WATANABE et
al., 1998; SANCHEZ-CRIADO et al., 2006; KITAHARA et al., 2007; SORENSON et al.,
2007; GARRIDO-GRACIA et al., 2008).

O controle fisiolégico do conteido de proteinas é realizado por varios mecanismos.
Somando-se a taxa de transcricdo e degradacdo protéica, a estabilidade do mRNA e a
eficiéncia da traducdo sdo dois importantes mecanismos que o controlam. Deste modo, a
regulacdo do turnover do mMRNA é uma etapa essencial para a avaliacdo da sua abundancia e,
portanto, da expressdo génica (CHENEVAL et al., 2010).

Como pode ser observado, ap6s trinta minutos do tratamento com T3, houve
diminuicdo do conteddo hipofisario de mRNA do gLH em relagdo ao animais com
hipotireoidismo. Essa diminuicdo do contetdo de mMRNA de LH observada
concomitantemente ao aumento do contetdo hipofisario de LH e da marcagdo para o0 mesmo
nos gonadotrofos sugere fortemente que o T3 aumentou a taxa de traducéo deste transcrito,
por mecanismos paés-transcricionais, a julgar pela rapidez com que o efeito foi evidenciado
(SHEUE-YANN et al., 2010) e pelo fato de ndo haver TRE no gene que codifica o LH
(MEIKLE, 2004; TONI et al., 2005).

A taxa de traducdo de um mRNA guarda relacdo direta com o comprimento da sua
cauda poli(A), razao pela qual o comprimento da cauda poli(A) do mRNA do gLH foi
avaliada. O comprimento da cauda poli(A) do mRNA do LH néo diferiu nos tratamentos com

T3 em relagdo ao hipotireoidismo, mantendo-se menor que o controle. Esse dado sugere que
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mMRNA do gLH esteja menos estavel e mais susceptivel a acdo das endonucleases (STATON
et al., 2010), podendo representar uma possivel via de regulagdo da sua meia-vida
influenciada pelo T3, uma vez que o tratamento com T3 reduziu a quantidade deste transcrito.

Entretanto, a maior associacdo do mRNA do LH a maquinaria traducional, avaliada
pelo perfil polissomal ap6s trinta minutos do tratamento com T3, a qual apresentou-se cerca
de treze vezes maior que a observada no hipotireoidismo, assemelhando-se ao grupo controle,
reforca a hipotese de que o processo de traducdo tenha sido estimulado, como previamente
observado em somatotrofos (SILVA et al., 2010).

Decorridas 1, 2 e 3 horas do tratamento com T3, a concentracdo sérica de LH foi
reduzida aos valores observados ao grupo controle. Mas € apropriado considerar que, como
discutido anteriormente no capitulo referente ao hipotireoidismo, o LH sérico estava elevado
provavelmente por problemas decorrentes na sua excrecdo renal (GAY, 1974; KRETSER et
al., 1973). Entdo, o resultado dessa analise sérica temporal reflete ndo so6 alteragdes na sintese,
mas também na normalizagdo na excrecdo do LH.

O estudo de Bruni et al. (1975), no qual o hipotireoidismo foi induzido apds a
castracdo, resultou num aumento maior na concentracdo sérica de LH do que o observado
apos a castracdo exclusivamente. E a administracdo de T4 reduz os valores de LH aqueles
observados em ratos castrados. Esse fato pode também sugerir falhas no mecanismo de
excrecdo hormonal.

Mas outras possiveis a¢des do HT sobre a producdo hormonal foram investigadas. A
acao direta do HT nos neurbnios GnRH hipofisiotrépicos parece improvavel. Entretanto, a
inibicdo da pulsatilidade pelo HT sugere envolvimento neuroendécrino na sua regulacéo.
Existem evidéncias de que o contetdo de mRNA do beta LH, mas ndo do beta FSH, responde
aos niveis de HT, e os receptores de HT sdo expressos em uma variabilidade de outros tipos
celulares da hipdfise anterior, incluindo os somatotrofos e lactotrofos. E possivel ainda que
HT exerca acdo sobre os gonadotrofos indiretamente, pela indugéo da liberacdo paracrina de
mediadores estimulatorios das células vizinhas (TONI, 2005).

O grupo tratado cronicamente com T3 e que desenvolveu hipertireoidismo, apresentou
uma taxa de traducdo ainda mais elevada que no tratamento de trinta minutos e uma
concentragdo serica de LH menor que o controle. Talvez isso possa ser explicado por uma
maior excrecdo, pois o hipertireoidismo afeta a funcdo renal de maneira inversa ao
hipotireoidismo, aumentando a filtragdo glomerular e o fluxo plasmatico renal (IGLESIAS e
DIEZ, 2009).
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4.3.2 Modulagdo do gFSH pelo hormdnio tireoideano

Para o gFSH, o tratamento agudo causou uma intensa redu¢éo no mRNA, ao passo que
o0 conteldo proteico hipofisario elevou-se significativamente, sendo maior do que o observado
no grupo controle. A elevacdo protéica confirmou-se também pela imunohistoquimica, que
revelou grande quantidade de granulos de FSH em todas as regides da célula. A analise do
perfil polissomal mostrou aumento na associacdo do mMRNA a maquinaria traducional, o que
corrobora com o aumento dos niveis protéicos. A concentracdo sérica foi restabelecida apds
trinta minutos do tratamento com T3, mantendo-se pelas trés horas subsequentes ao
tratamento. As etapas da regulacdo da transcricdo e da traducdo discutidas para o LH podem
ser consideradas também para 0 FSH. O hipertireoidismo elevou significativamente 0 mMRNA
e a proteina do FSH hipofisario, mas a associacdo ao ribossomo e a concentracdo sérica
mantiveram-se semelhantes ao controle. As etapas da regulacdo da transcrigdo e da traducéo
discutidas para o LH podem ser consideradas também para o FSH.

4.3.3 Modulacéo do citoesqueleto de actina do gonadotrofo pelo horménio tireoideano

O citoesqueleto de actina desempenha papel fundamental em processos biolédgicos
essenciais, como a migracao celular, a determinacdo da forma da célula e o transito vesicular.
A actina realiza um processo dindmico no qual a forma monomeérica (actina globular ou G-
actina) se polimeriza em filamentos (actina filamentosa ou F-actina), sendo este processo
reversivel (MIRALES e VISA, 2006; FIRAT-KARALAR e WELCH, 2011). Dessa forma, a
actina participa de processos envolvidos com a transcricdo génica, ja que direciona fatores
transcricionais ao ndcleo, bem como se relaciona a eventos traducionais, ancorando mRNAs e
fatores de alongamento, direcionando-0s @ maquinaria de tradugdo (GOULART-SILVA et al.,
2006; SILVA et al., 2010).

O objetivo inicial para a avaliacdo da polimerizacdo da actina relacionou-se ao fato da
sua acdo sobre o direcionamento do mRNA para a maquinaria de traducdo e a sua relagéo
com o processo de exocitose, como observado por Goulart-Silva et al. (2006) em
somatotrofos. Entretanto, com os resultados obtidos neste estudo, para os gonadotrofos nédo
foi observada relagéo entre as areas imunorreativas ao gLH no ensaio de imunohistoquimica e
as areas de maior polimerizacdo da actina ap6s o tratamento com T3, tanto agudo, quanto

crénico. Mas no hipotireoidismo, a menor polimerizacdo da actina pode ter contribuido para a
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menor associacdo do mRNA do LH e do FSH a maquinaria traducional, uma vez que o
conteldo total encontrou-se bastante elevado e a associagdo ao ribossomo bastante reduzida.

4.3.4 Modulacdo da concentracdo sérica de testosterona e da expressdo dos receptores de

LH e de andrdgenos pelo hormdnio tireoideano

O LH atua sobre a célula testicular de Leydig atraves da ligacdo ao seu receptor, que
se encontra na membrana plasmatica, desencadeando a producdo de testosterona (CHEN et
al., 2009). A testosterona origina-se da conversdo do colesterol, e uma etapa inicial e
fundamental desse processo é o transporte desse substrato até o reticulo endoplasmaético
mediado pela proteina StAR (steroidogenic acute regulatory protein) (STOCCO e CLARK,
1996).

Estudos em células de Leydig de camundongos pré-puberes com hipotireoidismo
(MANNA et al., 2001) e em células tumorais de Leydig (MANNA et al., 1999) demonstraram
que o T3 estimula a expressdo génica da proteina StAR e, consequentemente, a
esteroidogénese. Mas, no presente estudo, a testosterona sérica dos animais tratados com T3 e
avaliados apds trinta minutos ndo foi alterada em relacdo ao hipotireoidismo, mantendo-se
bastante reduzida. E provavel que esse intervalo entre a administracdo de T3 e a averiguacio
dos seus efeitos ndo tenha sido suficiente para a realizacdo de todas as etapas da
esteroidogénese, pois, em humanos, 0 aumento da concentracdo sérica ocorre somente apds
trés horas do tratamento com HT (LOVEJOY et al.,, 1997). Todavia no grupo com
hipertireoidismo, a testosterona sérica foi ainda mais reduzida, o que pode sugerir que a a¢cdo
do T3 em dose suprafisioldgica e em periodo mais longo desencadeie outros mecanismos,
ainda n&o estudados, que ndo acarretam na elevacgdo da testosterona serica.

Paralelamente, observou-se que a expressdao génica do receptor de LH foi estimulada
apos o tratamento agudo com T3, retornando ao observado para o grupo controle. Manna et
al. (2001) identificaram na regido promotora do gene do receptor de LH, a 173 pares de base
acima do sitio de inicio de transcricdo, um motif ligante de SF-1 (steroidogenic factor 1)
envolvido na resposta ao T3. Assim, o T3 tanto estimularia o receptor de LH quanto o
processo da esteroidogénese, apos 8 horas do tratamento com HT.

O estudo de Manna et al. (2001) foi realizado em camundongos que desenvolveram
hipotireoidismo durante a fase pré-puberal, ao passo que, nesta tese, se utilizaram ratos que
desenvolveram hipotireoidismo na vida adulta. Isso é relevante, pois varios autores sugerem

que os mecanismos mediados pelo HT sobre o sistema reprodutor até a puberdade s&o
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silenciados na vida adulta (MARAN, 2003; JANNINI et al., 1990 e 1995). Entretanto, a
proximidade dos resultados obtidos neste estudo com os resultados de Manna et al. (2001)
vem indicar que ao menos alguns desses efeitos possam ser mantidos.

Contudo, mesmo essa hipotese sendo verdadeira, ainda existe a possibilidade de esse
efeito ocorrer somente no hipo e no hipertireoidismo. Porque o tratamento com T3 e a
avaliacdo ap0s trinta minutos pode ndo ser suficiente para a observacdo desse efeito que
depende de eventos transcricionais. Assim, outros mecanismos podem estar relacionados ao
efeito rapido do T3 sobre a expressédo do receptor de LH.

A acdo da testosterona é mediada pelos receptores de andrégenos (AR), que se
localizam em 0rgéos reprodutivos masculinos e femininos e em tecidos ndo reprodutivos,
como 0ssos e musculatura esquelética. A testosterona parece aumentar a expressao dos ARS,
ja que animais castrados apresentam um aumento da expressdo do mRNA e uma diminuicao
da proteina desse receptor (PATRAO et al., 2009).

Nos testiculos, 0 AR esté localizado nas células de Leydig, células peritubulares e de
Sertoli, desempenhando importante papel na espermatogénese (ZHOU et al., 2011). O mRNA
do AR testicular ndo se alterou nos grupos experimentais, mas a proteina apresentou reducéo
nos tratamentos agudos com T3, retornando a valores observados para o controle, e elevacéo
no grupo com hipertireoidismo. Considerando que a testosterona serica manteve-se reduzida
apos trinta minutos do tratamento com T3 e indetectavel no tratamento por cinco dias, pode-se
inferir que esse resultado deve-se a uma acdo direta do T3, por mecanismos que ainda
necessitam ser investigados.

O epididimo apresenta regides morfoldgicas e funcionalmente distintas: o segmento
inicial, a cabeca, 0 corpo e a cauda. A expressao diferenciada de genes ao longo desse trajeto
estabelece um ambiente adequado & maturacdo dos espermatozoides (JELINSKI et al., 2007).
Ap6bs trinta minutos do tratamento com T3, ocorreu 0 aumento do mMRNA do AR em todos 0s
segmentos do epididimo, igualando-se ao observado no grupo controle. Apesar de o contetdo
de mRNA ter se elevado, a concentracdo proteica foi reduzida pelo tratamento com o T3,
assemelhando-se ao grupo controle nos segmentos de corpo e cauda epididimais. O conteido
de proteina no segmento de cabeca do epididimo ndo se alterou em nenhuma das situagoes
experimentais, inclusive no hipotireoidismo. Esses resultados sugerem que o T3 seja capaz de
modular a expressdo do AR, independentemente da testosterona sérica reduzida, opondo-se ao
padréo de expressdo observado em animais castrados.

De fato, 0 AR pode ser modulado por coativadores e repressores, mesmo na presenca

de um bloqueador da sintese de testosterona (WANG et al., 2004). Esse processo tem sido
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bastante investigado, pois no tratamento do cancer de prostata, a ativacdo do AR parece
ocorrer mesmo sem a presenca de um ligante androgénico (LABRI, 2011).

Uma possibilidade de modulacdo androgénica pelo T3 poderia ser a efetuada pela
proteina ARAT70 (androgen receptor-associated protein 70), um coativador especifico do AR.
Verificou-se que o T3 é capaz de estimular a expressdo desse coativador, tendo sido
identificada duas regides contendo TREs acima da regido regulatéria desse gene. O ARA70
também suprimiu a sinalizacdo pelo HT de uma maneira TRE dependente, ou seja, exercendo
um feedback negativo (PEI-JU et al., 2007). Contudo, as ac¢Oes rapidas do T3, aparentemente,

né&o poderiam ser explicadas por esse mecanismo que depende da transcricao.
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CONCLUSOES
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1) O hipotireoidismo altera mecanismos moleculares da sintese e secregdo de gLH:

elevando o contetdo de mRNA;

S

reduzindo a estabilidade do mRNA por reduzir o tamanho da cauda poli(A);

13

reduzindo a associa¢cdo do mRNA ao polissomo;

o

reduzindo o contetdo protéico na hipofise observado pelo Western Blotting e
pela imunohistoquimica;

e. ocasionando intensa elevagdo da concentracdo serica.

2) O hipotireoidismo altera mecanismos moleculares da sintese e secrecéo de sFSH:

a. elevando o conteido de mRNA;

b. reduzindo a associacdo do mRNA ao polissomo;

c. reduzindo o conteddo protéico na hipdfise observado pelo Western Blotting e
pela imunohistoquimica;

d. reduzindo a concentracdo sérica.

3) O hipotireoidismo afeta os érgdos andrdégeno-dependentes:

a. reduzindo o peso da préstata e da vesicula seminal,
b. reduzindo a concentracdo sérica de testosterona;
c. alterando a morfometria dos tabulos seminiferos;

d. aumentando o mRNA e reduzindo a expressao protéica do receptor de LH.
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4) O hormonio tireoideano modula a expresséo de gLH:

reduzindo o contedo de MRNA (aumentado pelo hipotireoidismo);
aumentando a associacdo do mRNA ao polissomo;

aumentando o contetdo protéico na hipofise observado pelo Western Blotting e
pela imunohistoquimica;

reduzindo a concentracao sérica.

5) O hormonio tireoideano modula a expressao de gFSH:

a.
b.

reduzindo o conteudo de mMRNA,;

aumentando a associacdo do mMRNA ao polissomo;

aumentando o contetdo protéico na hipofise observado pelo Western Blotting e
pela imunohistoquimica;

aumentando a concentracdo sérica.

6) O hormonio tireoideano modula a expressao de receptores de LH e receptores de

androgenos (AR), independente da concentracdo sérica de testosterona:

a.
b.

reduzindo a expressdo do mMRNA e elevando a proteina do receptor de LH;
reduzindo a expressao da proteina do receptor de AR no tratamento agudo e
elevando no hipertireoidismo;

reduzindo a expressdo do mRNA em todos os segmentos do epididimo e

elevando a proteina no corpo e cauda do epididimo do receptor de AR.
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