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RESUMO

A funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide em animais portadores
da “sindrome do T; baixo”, foi estudada em ratos implantados com o
tumor de Walker-256. Ratos machos adultos foram injetados com 1 x 106
células tumorais viaveis, por via SC, e sacrificados apds 10 dias. A inten-
sidade da sindrome guardou relagédo positiva com o tamanho do tumor
desenvolvido. Houve diminuicdo da atividade tireoideana documenta-
da pela diminuicdo da area nuclear das células foliculares, das con-
centragOes plasmaticas do T,, da ITg e da captacéo do 131|. Mesmo o
implante SC de um pellet de TSH de liberacdo lenta causou menor
estimulacdo tireoideana, avaliada ap6s 2 e 24h nos ratos com tumor. A
secrecao do ITSH avaliada através da administragéo IV de TRH mostrou-
se significativamente diminuida nestas condi¢cdes, indicando aumento
do ténus inibidor hipotalamico sobre a secre¢cdo deste hormoénio. A par-
ticipacdo de outros neuro-mediadores hipotalamicos foi verificada
através da administracéo prévia de metoclopramida e/ou fisostigmina,
com ou sem estimulo subseqiente pelo TRH. Nos animais tratados com
metoclopramida, os valores do rTSH aumentaram significativamente,
assim como a resposta ao estimulo de secregéo pelo TRH. A fisostigmina
mostrou-se mais eficiente na mediacdo da resposta de secregcdo do
rTSH, bem como na resposta ao estimulo de secrecdo pelo TRH. A
administracdo concomitante dos dois farmacos, seguida do estimulo
pelo TRH, normalizou a secregéo do rTSH. Conclui-se que, além das alte-
racdes conhecidas do metabolismo das iodotironinas, a secrecao de
TSH encontra-se diminuida nos animais portadores de tumor de Walker-
256, sugerindo diminuicdo global do ténus tireoideano. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2005;49/2:253-264)

Descritores: Desiodase; Tiroxina; Triiodotironina; Tiredide; TSH; TRH;
Dopamina; Somatostatina

ABSTRACT

Dopaminergic and Somatostatinergic Pathways Decrease Serum

Thyrotropin in Rats Bearing the 256-Walker Mammary Carcinoma.

The hypothalamus-pituitary-thyroid axis was studied in rats with the “low
T3 syndrome” caused by the implantation of the Walker-256 mammary
carcinoma. Male adult rats were injected s.c. with 1 x 106 viable tumoral
cells and killed 10 days later. The tumor development was associated
with decreased thyroid activity characterized by a ~15% reduction in the
nuclear area of the thyrocytes and 131|-thyroid uptake (down by ~50%),
as well as about 70% lower serum levels of T, and rTg. The functional thy-
roidal response to exogenous TSH was decreased in the tumor-bearing
rats, as well as the rTSH secretion in response to TRH (50ug/kg). To investi-
gate the role of other hypothalamic neuromediators in this process,
tumor-bearing rats received an i.v. injection of metoclopramide
(5mg/kg) and/or physostigmine (12.5ug/kg), with or without concomi-
tant stimulus with TRH. Each drug improved the rTSH response to TRH,
which in the case of physostigmine, almost normalized. When both drugs
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were injected simultaneously the rTSH response to TRH
returned to normal. Thus, in addition to the well
known alterations in the extrathyroidal metabolism of
thyroid hormones, TSH secretion is decreased in rats
with the Walker-256 tumor, indicating a generalized
reduction in the thyroid function. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2005;49/2:253-264)

Keywords: Desiodase; Thyroxine; Triiodothyronine;
Thyroid; TSH; TRH; Dopamine; Somatostatine

IMPORTANCIA FISIOLOGICA DO HORMONIO tireoi-

deano foi reconhecida, pela primeira vez, ha cerca
de 100 anos. Hoje sabemos que ele regula varios
processos metabolicos, participa da termorregulacao,
particularmente estimulando a producédo de calor, e
tem acdo importante no crescimento e diferenciagdo
de 6rgéos e tecidos, incluindo o sistema nervoso cen-
tral. O principal produto da secrecdo tireoideana é a
tiroxina (T,), que, nos tecidos periféricos, é ativada
através da sua transformacdo a 3,3’,5-triiodotironina
(T3) ou inativada a 3’,3,5’-triiodotironina [T5 reverso
(rT)] (1)

A interacdo do T3, hormonio biologicamente
ativo, com seus receptores nucleares influencia a
expressdo de genes alvo do T3, 0 que, em Ultima
analise, controla o conjunto de proteinas expressas na
célula alvo. Uma vez que os tipos e a quantidade de
receptores nucleares de T variam de célula para célu-
la, de tecido para tecido, os efeitos dos hormdnios
tireoideanos em diferentes 6rgdos/tecidos sdo distin-
tos, o que explica as alteragdes metabdlicas encon-
tradas em pacientes portadores de distarbios fun-
cionais da glandula tiredide (2).

No curso de diversas situagdes clinicas e/ou
experimentais, como, por exemplo, no estresse e no
jejum, observam-se alteracBes nas concentrac¢des plas-
maticas das diversas iodotironinas, basicamente a
diminuicdo da concentracdo plasmaética do T; (3-5).
No inicio da década de 70, com o desenvolvimento
dos primeiros radioimunoensaios para a medida da
concentragdo plasmatica dos horménios tireoideanos,
verificou-se que essas alteracBes também podiam ser
detectadas em pacientes eutireoideanos, portadores de
doengas sistémicas ndo-tireoideanas, abrindo, assim,
amplo horizonte para as possiveis implicagdes clinicas
desses achados. Admite-se, hoje, que as alteracGes
encontradas possam ser decorrentes de modifica¢Ges
do metabolismo extratireoideano das iodotironinas,
mas ndo se pode descartar papel significativo do
proprio eixo hipotalamo-hipoéfise-tiredide na génese
dessa sindrome. Embora o significado fisiolégico
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dessas alteracdes seja incerto (6), elas tém grande
importancia no diagnéstico de doenca tireoideana em
pacientes portadores de enfermidade sistémica mode-
rada ou grave.

Os dados laboratoriais nesses pacientes
mostram diminuicdo da concentracdo plasmatica do
T, total e livre, freqUentemente acompanhada por ele-
vacdo da concentracdo do rT5. A concentragdo do T,
total pode ser normal, baixa ou elevada, a do T, livre
normal ou elevada e o valor do TSH, normal ou baixo.
Este quadro recebeu o nome de “sindrome do Ty
baixo” e esté relacionado primariamente a anormali-
dade no metabolismo periférico dos hormonios
tireoideanos. Admite-se que a diminuicdo da concen-
tracdo plasmética do T; e o aumento do rT; em
humanos sejam decorrentes da queda da taxa de pro-
ducéo do T e diminuicdo do clearance metabdlico do
rT5, devido principalmente & diminuicdo da atividade
da desiodase do tipo 1 (D1) e aumento da atividade da
D3 (3,7). Mesmo sendo um metabdélito inativo, o
aumento do rT5 previne o aumento compensatério da
atividade da D2 frente a reducdo do T, circulante,
agravando ainda mais a queda do T plasmatico.

O valor do TSH plasmatico geralmente é nor-
mal, o que pode ser considerado paradoxal, devido a
diminuicéo da concentragdo do T3, 0 que deveria acar-
retar aumento da secrecdo do TSH pelas células
tireotréficas. A utilizacdo de métodos mais sensiveis de
determinacdo do TSH tem demonstrado que, durante
a fase precoce da instalacdo da “sindrome do T4 baixo”,
0 TSH pode estar transitoriamente suprimido a valores
similares aos encontrados no hipertireoidismo (8). Em
roedores, esse fendmeno esta associado a diminuicdo
dos valores séricos de leptina (9), mas em seres
humanos o papel da leptina ndo é tdo significativo (10).

A medida que a doenca, a agressio ou a alte-
racdo metabdlica tornam-se mais graves, a concen-
tracdo plasmaética do T, total diminui, atingindo va-
lores similares aos observados no hipotireoidismo
(11). Esta sindrome é denominada “estado de T3-T,
baixos” e parece resultar do aparecimento de um
defeito da capacidade do T, em se unir & globulina
transportadora da tiroxina (TBG), como consequiéncia
secundaria da doenca sistémica grave. A causa desse
defeito pode ser o resultado da presenca na circulagao
de um fator inibidor de ligacdo, de alteracdo estrutural
do local de ligagdo do T, na TBG ou de ambos (12).

O desenvolvimento desse “estado de T;-T,
baixos” esta associado a condicdes graves que
ameacam a sobrevida. Existe uma correlagdo inversa
entre a magnitude da queda do T, e a taxa de morta-
lidade (13). Entdo, parece haver uma sequéncia pela
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qual o paciente passa da “sindrome do T; baixo” para
0 “estado de T5-T, baixos”, & medida que a doenca se
torna mais grave. O reverso desta seqiiéncia é encon-
trado durante o periodo de recuperacdo, no qual ha
normaliza¢do do nivel plasmatico do T,, seguido pela
queda do rT3 e, por dltimo, do aumento do Ts.

As patologias que desencadeiam o desenvolvi-
mento dessas alteragdes sdo muito diversas, incluindo
uma variedade de doencas sistémicas agudas e créni-
cas, assim como de diferentes condi¢Ges de stress, feri-
mentos, traumas e cirurgias. Além disso, a “sindrome
do T3 baixo” também pode ser observada em vérias
condi¢Bes catabdlicas, como no jejum, na diabetes
mellitus, dietas cetogénicas, doencas hepaticas e renais
e na administracdo de doses farmacoldgicas de glico-
corticoide e outras drogas.

Entre os inameros fatores relatados na génese da
“sindrome do T baixo”, podemos citar a diminuicéo da
ingestdo cal6rica (14), o aumento dos glicocorticoides
(15) e a secrecdo das citocinas (16,17). Tendo-se em
vista a importancia clinica e experimental da compreen-
sdo dos mecanismos envolvidos na génese da “sindrome
do T3 baixo”, este estudo se propds a verificar o com-
portamento da funcdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
tiredide. Para isso, utilizou-se como modelo experimen-
tal, ratos portadores de tumor de Walker, os quais
desenvolvem a sindrome ja a partir do sétimo dia do
implante tumoral (18).

MATERIAIS E METODOS

Farmacos e Reagentes

Os reagentes gerais foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, EUA), exceto quando de outra
fonte mencionada. O Na131l (6-12Ci/mg) foi gentil-
mente cedido pela Dra. Marilia M.S. Marone do
Servico de Medicina Nuclear do Hospital Samaritano,
Sao Paulo. O Nal25I foi comprado da Du Pont New
England Research Products (17Ci/mg; Boston, MA,
EUA). A radiometria das amostras foi realizada em
contador gama automatico (Nuclear-Chicago Corp.,
Des Plains, IL, EUA), cuja eficiéncia (cpm/dpm)
determinada com uma fonte de 1291 0,1uCi é superi-
or a 95%. O TRH foi adquirido na Disciplina de
Biofisica da Escola Paulista de Medicina e foi admi-
nistrado na dose de 50ug/kg. A fisostigmina (E-8500)
foi adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA) e foi administrada na dose de 12,5ug/kg. A
metoclopramida foi obtida do Laboratério Merrell
Lepetit, em sua forma comercial (Plasil®), e foi admi-
nistrada a dose de 5mg/kg. Todas os farmacos foram
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diluidos em solucéo salina antes de serem injetadas nos
animais. Os pellets de liberacdo lenta de TSH
(10ug”/pellet; liberagcdo de aproximadamente
1,5ug/dia) foram obtidos da Innovative Research of
America, Sarasota FL, EUA. Esses pellets liberam uma
guantidade constante de TSH ao longo de um perio-
do de 7 dias, tendo sido usados em nosso laboratoério
em diferentes experimentos, sempre apresentando
resultados bastante confidveis.

Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos ma-
chos adultos da linhagem Sprague-Dawley, pesando
entre 180 e 250g. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas com palha de madeira, a temperatura
ambiente. Durante esse periodo, foram submetidos a
um ciclo claro/escuro de 12/12h, sendo alimentados
com dieta Purina e agua ad libitum.

Implantes Tumorais

O tumor de Walker é originalmente uma neoplasia
maligna de tecido mamario de ratos que, por se desen-
volver num periodo de tempo relativamente curto (5 a
15 dias), acarreta o desencadeamento da “sindrome do
T; baixo” (18,19). Esse tumor, carcinoma Walker-
256, foi desenvolvido em 1928 a partir do adenocarci-
noma da mama de rato (20). No laboratério, o mesmo
¢ mantido por implante intraperitonial em ratos, ou
seja, 0 liquido ascitico obtido apés 5-10 dias do
implante é periodicamente reinjetado intra-peritoneal-
mente em novos ratos receptores para a manutengao
dessa linhagem celular.

Os implantes tumorais foram feitos no tecido
subcutaneo da regido dorsal dos animais, para evitar
escoriacBes provocadas pelos mesmos. Além disso, 0s
implantes foram realizados em lotes de animais, pois
alguns ndo desenvolvem o tumor. O liquido ascitico
de um animal portador de tumor peritoneal foi cole-
tado através de puncéo e as células separadas por cen-
trifugacdo. Em seguida, as células foram suspensas
em solucdo salina e uma aliquota retirada para con-
tagem na presenca de azul de tripam. Cada animal
recebeu a injecdo de aproximadamente 1 x 106 célu-
las tumorais viaveis.

Planejamento Experimental

No dia do sacrificio, os animais foram selecionados de
acordo com o tamanho do tumor, estimado pela visua-
lizacdo e palpacdo, com o objetivo de homogeneizar
o0s resultados, pois a intensidade da “sindrome do T,
baixo” depende mais do tamanho do tumor do que do
tempo de sua evolucdo (18).
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Em um primeiro experimento, grupos de animais
controle e portadores de tumor foram mortos por deca-
pitacdo e o sangue coletado em tubos secos. Os tumores
foram obtidos por disseccdo cirargica, limpos de tecidos
adjacentes e pesados, sendo que 0s animais foram, entao,
agrupados em 4 grupos (4 ratos por grupo) de acordo
com o tamanho dos tumores. O grupo A foi constituido
por animais sem tumor (controle), enquanto que 0s ou-
tros grupos foram constituidos por animais portadores
de tumores progressivamente maiores, B (aproximada-
mente 5g), C (aproximadamente 12g) e D (aproxi-
madamente 16g) (tabela 1). O soro obtido foi arma-
zenado a -20°C por um periodo ndo superior a 90 dias,
para 0s ensaios hormonais.

Em um segundo experimento, grupos de ani-
mais controle e portadores de tumor receberam o
implante subcuténeo do pellet de liberacdo lenta de
TSH, tendo sido sacrificados 2 ou 24h mais tarde.
Neste caso, os animais ndo foram subdivididos em
funcdo do peso do tumor.

Em um terceiro experimento, grupos de ani-
mais controle e portadores de tumor receberam a
injecdo de salina, TRH, metoclopramida ou fisostig-
mina e, sob anestesia superficial com éter, aproxi-
madamente 0,2mL de sangue foi coletado através da
puncdo jugular a intervalos padronizados até 2h mais
tarde. Este protocolo foi repetido em outros grupos de
animais com pequenas modificacdes. Os animais rece-
beram a injecdo de metoclopramida ou fisostigmina e,
1h mais tarde, receberam injecdo de TRH.

Radioimunoensaios

Para a determinacdo da concentracdo sérica das diver-
sas iodotironinas estudadas, foram empregados, apos
pequenas modificacdes, diferentes RIE desenvolvidos
especificamente para cada hormdnio (15). A medida
da concentracdo sérica do TSH de rato (rTSH) foi
realizada com kit da Amersham (Piscataway, NJ). A
medida da concentracdo sérica da tireoglobulina do
rato (rTg) foi realizada utilizando-se reagentes diag-
nosticos disponiveis comercialmente, comprados da

Cis Bio International, Franca, para medida da concen-
tracdo plasmatica da Tg humana, apés modificacdes do
método sugerido pelo fabricante. Validamos esse
método para medida da rTg apés construcdo de curva
padrdo constituida por rTg dissolvida em soro de rato
hipotiredideo. O coeficiente de variagdo desses ensaios
foi sempre menor que 10%, utilizando-se neste calcu-
lo concentracdes de rTg e rTSH de 5ng/mL.

Todas as solugBes-padrdo foram preparadas
com soro de rato tireoidectomizados cirurgicamente,
ingerindo na agua Metimazol em solugdo a 0,03%,
livre de horménios, por adsorcdo a 4°C por 24h com
carvdo ativado, e seguida de centrifugacdo a
16000rpm. As amostras foram processadas sempre em
duplicata e, em cada ensaio, foram incluidas duas
amostras-referéncia, que apresentavam respectiva-
mente valores alto e baixo de cada horménio estuda-
do. Os resultados foram calculados a partir da
regressdo ndo-linear das curvas padrdo, utilizando-se a
transformacdo logito-log (21). No ensaio da rTg, os
resultados foram calculados através da regressao linear
das cpm versus concentracdo da rTg de cada amostra.

Histologia da Tiredide

Um segmento de tecido da regido cervical do rato,
contendo toda a glandula tiredide e parte do es6fago e
da traquéia, foi cuidadosamente dissecado apds o sa-
crificio dos animais, e imerso em formol a 4%. Apés a
fixacdo, o material foi submetido a desidratacdo por
imersdo em diferentes solucdes alcodlicas (50 a
100°GL) e diafanizado em xilol. Em seguida, o mate-
rial foi emblocado em parafina. Para o estudo his-
toldgico, foram realizados cortes de aproximadamente
5um corados com solugBes de hematoxilina e eosina.
A anélise dos cortes foi realizada em microscépio opti-
co Olympus acoplado a sistema computadorizado de
histomorfometria celular.

Captacao Tireoideana do 131]
Os estudos envolvendo a medida da captacdo de 131]
pela glandula tire6ide foram realizados 2h ap6s injecdo

Tabela 1. Peso corporal (g) e do tumor (g), captagao do 131| (%) em ratos-controle e em portadores

de tumor de Walker.

Grupos Peso Corporal Peso do Tumor Captacgao 131 Soro 131 (%)
A 195 + 22 0 18,1+15 1,2+0,13
B 214 + 27 54+10 14,3 £1,10 1,3 +£0,20
C 193 £15 12,3+1,5° 11,5 +1,0¢ 1,1 +0,15
D 230 £20 16,4 +2,0°¢ 85+1,1% 1,4 +£0,24

Os valores s&o a média + desvio padrao de 4 ratos por grupos.
Lb<0,01 vs. grupo A; *p<0,01 vs. grupo B; ¢ p<0,01 vs. grupo C.
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intraperitoneal de aproximadamente 5uCi de Nal31|
free carrier. Imediatamente ap0s o sacrificio, 0 sangue
foi coletado para separacdo do soro e a glandula ti-
redide ressecada cirurgicamente. Uma amostra de
0,5mL de soro e toda a glandula tireéide foram colo-
cadas em tubo de vidro (12 x 200mm) e submetidas a
radiometria em contador gama. Os resultados foram
calculados em termos percentuais da dose total admi-
nistrada.

Andlise Estatistica

Todos os resultados, apresentados em tabelas e gréafi-
cos, representam a média mais ou menos 0 desvio
padréo dos resultados obtidos em cada grupo para uma
dada varidvel. Para comparagdo entre apenas dois gru-
pos, utilizou-se o teste “t” de Student. A analise de va-
riancia (ANOVA) foi empregada para a analise dos
resultados, quando mais de dois grupos de animais
estavam envolvidos. Este teste era complementado pelo
teste de Newman-Keuels para se identificar as dife-
rengas entre os grupos. Nos experimentos em que 0
mesmo animal era estudado em tempos diferentes,
empregou-se a ANOVA para medidas seriadas, seguida
do teste de Dunnet para comparacdo entre 0s grupos.
Correlag6es foram testadas pela analise de regressao li-
near. Para simplificar a analise dos resultados, os valores
de p (probabilidade da aceitacdo da hipétese de nuli-
dade) sdo mostrados sempre que pertinentes para um
determinado argumento. Considerou-se o limite de 5%
para rejeicdo da hipdtese de nulidade.

RESULTADOS

Estudo Histoldgico da Glandula Tire6ide

No estudo histologico da glandula tiredide procu-
ramos identificar sinais que pudessem indicar alte-
racbes morfologicas das células foliculares
tireoideanas. A andlise do tecido & microscopia Opti-
ca ndo mostrou alteracdes significativas da estrutura
geral do tecido tireoideano. Dessa forma, com o
objetivo de se identificar pequenas modificagbes da

estrutura folicular tireoideana, utilizamos um sis-
tema computadorizado de anélise digital de imagens
para avaliar a area nuclear. Foram analisadas 5 glan-
dulas tiredide do grupo controle e 5 do grupo de
ratos portadores de tumor de Walker, totalizando a
medida de 1000 células/glandula. Os resultados
mostraram que a area nuclear das células foliculares
do grupo de ratos com tumor (12,7 + 2,1um3) foi
cerca de 15% menor que a do grupo controle (14,7
+ 2,7um3) (p<0,0001).

Concentragdes Séricas de Ty, T3, ITSH, ITg, e
Captacao Tireoideana Basal de 131]

Né&o houve diferenca significativa entre o peso corpo-
ral dos animais (tabela 1). Entretanto, o peso do
tumor variou significativamente, o que fez com que 0s
resultados fossem agrupados (grupos B, C e D) em
funcdo do peso do tumor, pois, como ja relatado, a
intensidade da sindrome guarda relacdo direta com o
tamanho do tumor (tabela 1). A captacdo tireoideana
de 131l nos animais controle (grupo A) foi cerca de
20% da dose de iodo injetada, o que indica um alto
turnover de iodeto no rato em comparagcdo ao ser
humano (tabela 2). Nos animais portadores de tumor
(grupos B, C e D), houve diminuicdo progressiva e
significativa da captacéo tireoideana de 31| em funcdo
do tamanho do tumor (r= -0,99; p= 0,01), chegando
a cerca de 50% do valor encontrado no grupo de ratos
controle. A diminuicdo da captacao tireoideana de 1311
ocorreu, muito embora a disponibilidade de 1311 cir-
culante tenha permanecido semelhante nos 4 grupos
estudados. Nesses mesmos animais, 0s valores do
rTSH, T,, T3 e rTg diminuiram progressivamente em
relacdo aos ratos controle (grupo A), a medida que
foram comparados os animais com tumores menores
(grupo B), médios (grupo C) e maiores (grupo D)
(tabela 2). Em especial, o valor do T praticamente se
tornou indetectavel no grupo de ratos com tumor
maior (grupo D). Observou-se correlacdo inversa
entre o peso do tumor e os valores séricos de rTSH
(r=-0,97; p= 0,03), valores séricos de T, (r=-0,97;
p=0,04) e de rTg (r= -0,96; p= 0,04).

Tabela 2. Concentracéo sérica de rTSH, T4, T3 e ITg em ratos-controle e em portadores de tumor de Walker.

Grupos rTSH (ng/mL) T4 (ng/mL) T3 (ng/mL) rTg (ng/mL)
A 74+10 41 +4,3 0,54 = 0,05 150+1,2
B 5,20 0,43V 25,00 + 2,008 0,20 +0,03" 9,4 +0,93"
C 3,30 + 0,54 16,30 + 1,90¢ 0,11 +0,02¥ 6,3 £0,74"
D 3,10 £ 0,379 13,10 + 0,90 < 0,100 5,3 +0,56"

Os valores sdo a média + desvio padrao dos mesmos 4 ratos por grupo da tabela 1.

Lp<0,01 vs. grupo A; *p<0,01 vs. grupo B; ¢ p<0,01 vs. grupo C.
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Estudo dos Valores Séricos de rTfg e Ty, €
Captacao Tireoideana de 131] em Ratos
Portadores de Tumor de Walker, Submetidos a
Implante Sub-Cutaneo de Pellet de Liberacéo
Lenta de TSH

O peso dos animais nos quatro grupos ndo apresentou
variacdo significativa, assim como o peso dos tumores
(tabela 3). Nos ratos controle, o implante do pellet de
TSH por 2h causou um aumento de 92% (p<0,01) na
captacdo tireoideana de 131l e de 266% (p<0,001),
quando implantado por 24h. Um perfil semelhante foi
verificado para os valores circulantes de T, e rTg nes-
ses mesmos animais; os valores seéricos de T, aumen-
taram 31% (p<0,05) em 2h e 58% (p<0,001) apos 24h,
enguanto os valores séricos de rTg aumentaram 31% e
123% (p<0,001), respectivamente. A captacéo tireoi-
deana basal de 131] nos ratos com tumor foi 40%
menor que no grupo controle, porém néo atingindo o
limite de significancia estatistico. Em condi¢8es basais,
os valores circulantes do T, (controle vs. tumor,
p<0,001) e rTg (controle vs. tumor, p<0,05) encon-
tram-se diminuidos nos ratos portadores de tumor.
Nesses mesmos animais, o estimulo causado pelo TSH
na captacdo do 131l pela glandula tiredide foi de 55%
em 2h e 220% (p<0,001) ap6s 24h do implante do pel-
let de TSH. As concentragOes séricas de T, aumen-
taram respectivamente 19% em 2h e 44% em 24h, e a
da rTg em 31% e 54% em 2 e 24h, respectivamente,
porém ndo atingiram o limite de significancia estatisti-
ca. Apesar de ter havido estimulo na captacdo do 1311
pelo implante do pellet de TSH nos ratos com tumor,
os valores atingidos ap6s 24h sdo de apenas 48% dos
valores observados nos animais controle, submetidos
ao mesmo estimulo. N&o ocorreu aumento significati-
vo da secre¢do do T, nem da rTg, sugerindo que a
acdo do TSH na tiredide esteja prejudicada (tabela 3).

Valores Séricos de rTSH Ap6s Injecao
Endovenosa de TRH

No grupo de animais controle, a concentragdo séri-
ca do rTSH elevou-se logo aos 30min apés a injecao
de TRH (50ug/kg), para valor 419,2% (p<0,001)
mais alto que o basal (figura 1A). Em seguida,
houve diminuic¢do progressiva desses valores. Como
nos experimentos anteriores, 0s animais portadores
de tumor de Walker foram divididos em dois gru-
pos, em funcdo do peso do tumor: tumor menor
(8,7 £ 2,09) e tumor maior (14,7 + 2,5g). O valor
basal do rTSH encontra-se diminuido (19,2% no
grupo de tumor menor e 52,1% no grupo de tumor
maior), em relacéo ao valor basal do grupo controle.
Aos 30min ap6és o estimulo com TRH, observou-se
elevacdo do valor circulante de rTSH, que ficou
muito aquém daquela observada no grupo de ani-
mais controle. No grupo de ratos com tumor
menor, a elevagdo foi de 145,8% (p<0,001), e no
grupo com tumor maior, de 128,6% (p<0,01).
Como ocorreu no grupo controle, nos tempos
seguintes observou-se queda da concentracdo sérica
do rTSH (figura 1A).

Valores Séricos de rTSH Apds Injecao
Endovenosa de Metoclopramida

Nos ratos do grupo controle, a injecdo de metoclo-
pramida (5mg/kg) causou discreto aumento (12,7%) do
rTSH sérico 60min apos sua administracdo (figura 1B).
Esse achado é compativel com o efeito dopaminérgico
inibitério sobre a secrecdo do TSH. No grupo de ani-
mais portadores de tumor menor (8,1 + 1,7g), o valor
basal do rTSH foi 31,0% inferior ao do grupo controle.
Nesse grupo de animais, a injecdo de metoclopramida
causou aumento de 24,5% no valor circulante do rTSH,
embora este tenha ocorrido apenas aos 90min. No grupo

Tabela 3. Efeito do implante de pellet de TSH por 2 e 24h sobre a captacao tireoideana do 131|, secrecdo do T4 e da
Tg, em ratos-controle e em portadores de tumor de Walker.

Grupos  Horas Peso (g) Peso (g) Captacéo 1311 (%) Ty g

TSH Corporal Tumor 1311 (%) Soro (ng/mL) (ng/mL)
controle 0 210 £33 15,4 +2,0 1,5+0,14 45+49 13+1,9
controle 2 195 + 21 29,5 + 3,9* 1,2+0,15 59 + 6,10 17 +£2,3
controle 24 205 + 27 56,4 + 8,55 1,1+0,10 71 + 8,44 29 + 4,10
tumor 0 213 £ 32 15,4+ 3,1 9221 1,3+0,21 16 £1,9 6,614
tumor 2 193 + 20 14,1 +2,0 14,3 +2,0 1,1+0,19 19+24 85+23
tumor 24 209 £ 24 13,425 29,4 +4,1%* 1,0 £0,25 23+3,9 10+2,4

Os valores sdo a média + desvio padrao de 4 ratos por grupos.
p<0,01 vs. controle; *p<0,01 vs. controle 2h; ¢ p<0,01 vs. tumor Oh; #p<0,01 vs. tumor 2h.
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Figura 1. Concentracédo plasméatica do rTSH (ng/mL) apds injegcdo endovenosa de TRH
(A), metoclopramida (MTP) (B) ou fisostigmina (FSM) (C) em ratos-controle e em porta-
dores de tumor de Walker. O peso dos tumores pequenos (tumor-P) é 8,7 + 2,0g e dos
tumores grandes (tumor-G) é 14,7 + 2,5g. Os valores sdo a média + desvio padréo de 4
ratos por grupo. Note que as escalas do eixo Y sdo diferentes entre os graficos A e B-C.

de animais portadores de tumor maior (13,9 + 2,3g), 0
valor basal de rTSH encontra-se ainda menor do que no
grupo controle (50,7%). A inje¢do da metoclopramida,
neste grupo, acarretou elevagdo significativa dos valores
séricos de rTSH em 40% (p= 0,005) do valor basal aos
90min. Apesar de ter havido aumento significativo do
rTSH apds o estimulo pela metoclopramida, o valor
obtido ndo atingiu aquele observado no grupo controle.
Um aspecto interessante é que o pico da resposta a
administragdo de metoclopramida é mais tardio nos ani-
mais portadores de tumor do que nos normais e guarda
correlagdo com o tamanho do tumor: quanto maior o
tumor, mais tardio o pico de secrecéo.

Valores Séricos de ITSH Apos Injecao
Endovenosa de Fisostigmina

Nos animais do grupo controle, notou-se que a injecdo
de fisostigmina (12,5ug/kg) aumentou a secrecdo do
rTSH, originando pico de 17,3% em relacdo aos valores
basais, 60min apds a administragdo do farmaco (figura
1C). Do mesmo modo que no experimento anterior
com a metoclopramida, os efeitos da fisostigmina nos
animais do grupo-controle parecem demonstrar a
existéncia de um tbnus inibitério somatostatinérgico
sobre a secrecdo do TSH. No grupo de animais porta-
dores de tumor menor (5,3 + 1,7g), o valor basal de
rTSH foi 32% menor que no grupo controle (figura
1C). Nestes animais, observou-se resposta positiva a
injecdo de fisostigmina com aumento de 56,9%
(p<0,01) em relagdo ao basal, aos 90min. No grupo de
ratos portadores de tumor maior (13,8 + 2,49), o valor
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basal do rTSH foi 50,7% menor que nos ratos controle,
o aumento foi de 51,3% (p<0,001) e ocorreu aos
120min. Esse desvio temporal na ocorréncia do pico
secretorio de rTSH foi semelhante ao encontrado nos
animais que receberam metoclopramida no experimen-
to anterior. Deve ser ressaltado que, nos animais porta-
dores de tumor menor, 0 aumento observado nos va-
lores do rTSH, ap0s a injecdo da fisostigmina, atingiu
valores semelhantes aos do grupo controle.

Valores Séricos de rTSH Apds Injecao
Endovenosa de TRH em Ratos Tratados
Previamente com Metoclopramida,
Fisostigmina ou Ambos os Farmacos

Neste experimento, medimos a concentracdo plasmatica
do rTSH ap6s o estimulo pelo TRH, em ratos controle
e portadores de tumor de Walker, previamente (1h
antes) injetados com metoclopramida ou fisostigmina
e/ou ambas as drogas. Nos animais do grupo controle,
a concentracdo plasmatica do rTSH elevou-se, logo aos
30min ap6s a injecdo do TRH, para valor 443% (p<0,05)
mais alto que o basal (figura 2A). A seguir, houve
diminuicdo progressiva desse valor. No grupo de ratos
portadores de tumor de Walker (14,3 £+ 2,99), a injecdo
do TRH acarretou, aos 30min, aumento de 169%
(p<0,05) em relagdo ao basal, valor esse bem menor
guando comparado ao grupo controle (figura 2A).

No grupo de ratos com tumor (15,7 £ 2,29),
gue receberam previamente injecdo de metoclopramida,
notou-se que o valor do rTSH obtido 1h ap6s a injecédo
da droga foi semelhante ao valor pré-injecdo. Porém,
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de TRH (A). Alguns animais receberam injecdo de metoclopramida (MTP),
fisostigmina (FSM) ou ambas 60min antes da administragéo de TRH (B). A sepa-
ragdo em dois graficos € apenas para facilitar a visualizagdo dos resultados,
uma vez que todos os grupos fazem parte do mesmo experimento. Os valores
sdo a média *+ desvio padrdo de 4 ratos por grupo.

quando se injetou o TRH, houve aumento do rTSH de
cerca de 277% (p<0,05) aos 30min (figura 2B). Esse
valor é 63% maior do que aquele observado apenas com
ainjecdo do TRH no grupo de ratos com tumor, porém
ainda cerca de 110% menor que no grupo controle
(ratos sem tumor). No grupo de ratos com tumor (13,5
+ 2,49), que recebeu previamente injecdo de fisostigmi-
na, notou-se que o valor do rTSH obtido 1h apés a
injecdo da droga foi semelhante ao valor pré-injecéo.
Porém, quando se injetou o TRH, houve aumento do
rTSH de cerca de 356% (p<0,05) aos 30min (figura
2B). Esse valor é 142% maior do que aquele observado
apenas com a injecdo do TRH no grupo de ratos com
tumor, porém ainda cerca de 42% menor que no grupo
controle (ratos sem tumor). No grupo de ratos com
tumor (14,6 + 2,5g), que recebeu previamente injecdo
de metoclopramida e fisostigmina, notou-se que o valor
do rTSH obtido 1h ap6s a injecdo da droga foi seme-
Ihante ao valor pré-injecdo. Porém, quando se injetou o
TRH, houve aumento do rTSH de cerca de 441%
(p<0,05), aos 30min. Esse valor é semelhante aquele
observado no grupo controle (ratos sem tumor).

DISCUSSAO

Os animais portadores de tumor de Walker desen-
volveram a “sindrome do T4 baixo”, caracterizada por
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reducdo das iodotironinas circulantes (18,19). Além
disso, observou-se diminui¢do das concentracdes plas-
maticas do rTSH e da sua resposta secretéria ao esti-
mulo pelo TRH, mostrando que o eixo hipotalamo-
hipofise-tirebide também estd envolvido no desen-
cadeamento desta sindrome. Os estudos que se se-
guiram revelaram que néo sé a secrecdo do rTSH, mas
também seu efeito na prépria glandula tiredide, estdo
diminuidos de acordo com os resultados obtidos na
cinética do 131l na glandula tiredide e da secrecdo da
rTg e do T,. A diminuigdo da secrecdo de TSH apa-
rentemente foi devida ao aumento do ténus dopami-
nérgico e somatostatinérgico hipotalamico, uma vez
que a administracdo de bloqueadores destas duas subs-
tancias promoveu recuperagdo parcial/total da con-
centracdo plasmatica de TSH.

O achado estrutural de que a area nuclear das
células foliculares esta diminuida e apresenta cromati-
na condensada nos animais com tumor indica
diminuicdo do trofismo celular e da expressdo génica,
possivelmente associada a menor atividade funcional
dessas células. Isso é compativel com a diminuicao
progressiva e significativa da captacdo tireoideana de
131] nos animais com tumor. De fato, nos ratos com
implante tumoral, a diminuicdo da captacdo tireoi-
deana do 131] foi proporcional a queda dos valores cir-
culantes do rTSH, e estes apresentaram relacéo inver-
sa com o tamanho do tumor (tumor maior, rTSH
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menor). Dois outros dados confirmam a diminuicdo
da acdo do rTSH: a reducdo da concentracdo plas-
matica do T, e de rTg. A queda da concentragdo plas-
matica do T, no grupo de ratos com tumor provavel-
mente ndo foi decorrente da diminuicdo de sua meia-
vida, j& que o clearance plasmatico do T, é normal na
“sindrome do T; baixo” (3) e ndo é alterado pela
administracdo de IL-1, apesar de ocorrer aumento do
T, livre, sugerindo que o metabolismo do T, nos teci-
dos esteja diminuido (22).

O implante subcutaneo de pellet de TSH estimu-
lou muito menos a tiredide de animais com tumor de
Walker. O discreto aumento observado na captacdo do
131] s6 foi significante apds 24h, mesmo assim per-
manecendo abaixo dos controles. Além disso, as con-
centragdes plasmaticas do T, e da rTg ndo se alteraram
significativamente nesses animais, sugerindo que a
tiredide dos ratos com tumor ndo responde normal-
mente ao estimulo do TSH exdgeno. Portanto, deve
haver um mecanismo intrinseco na glandula tiredide dos
animais com tumor que diminui a acdo do TSH na célu-
la folicular. As citocinas, produzidas pelo rato com
implante tumoral, podem ter participacdo importante
nesse achado (23). Ja foi demonstrado que o TNF-q,
em concentracBes similares as observadas nas doencas
sistémicas, quando adicionado a cultura de tireécitos
humanos, bloqueia a secrecdo da Tg estimulada pelo
TSH (24). Sabe-se, ainda, que o TNF-a acarreta
diminuicdo da captacdo do iodeto e a liberacdo do T,
estimulada pelo TSH, quando adicionado a cultura de
células de tiredide de rato da linhagem FRTL5 (25,26).

Na “sindrome do T3 baixo”, o TSH plasmatico
esta baixo ou inapropriadamente normal em face dos
baixos valores do T3/ T,. Isso foi confirmado no pre-
sente estudo, uma vez que 0s animais com tumor apre-
sentaram concentracfes plasmaticas basais de rTSH
menores que 0s controles, e essa diminuicdo foi inver-
samente proporcional ao tamanho do tumor. A
secrecdo do rTSH, estimulada pelo TRH, também foi
menor nos ratos com tumor. O estimulo pelo TRH
provocou aumento significativo do rTSH em todos os
animais em relacdo aos seus basais; porém, o incre-
mento nos dois grupos com tumor foi menor que no
grupo controle, e entre esses dois grupos, o incremen-
to foi maior no grupo com tumor menor.

Também neste aspecto é possivel que as citoci-
nas estejam envolvidas, uma vez que ja foi demonstra-
do que ratos inoculados com esse tumor apresentam
aumento importante nos niveis séricos de TNF-a (23).
Em estudos anteriores, verificou-se que a adminis-
tracdo de TNF-a no rato normal suprime a funcéo
hipotalamica-hipofiséaria-tireoideana (27), e que a
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infusdo hipotalamica de IL-1 e a IL-6 induzem dimi-
nuicdo aguda e significativa na concentracdo plasmati-
ca do TSH (17,28). A IL-6, administrada isolada-
mente ou estimulada pela infusdo de IL-1, diminui a
secrecdo do TSH por efeito direto sobre a célula
tireotrofica, enquanto que um efeito adicional da IL-1
sobre a secrecdo do TSH pode envolver alteragdo na
liberacdo hipotalamica de TRH ou da somatostatina.
Ratos que receberam infusdo de IL-1 apresentam
diminuicdo de 73% da concentracdo hipotalamica do
pro-TRH mRNA e de 38% no valor hipofisario do
TSHB mRNA, enquanto que a infusdo de IL-6
diminui significativamente o TSHB mRNA hipofisario
e atuou diretamente na hipéfise, diminuindo a
secre¢do do TSH (17).

O uso da metoclopramida mostrou que a
dopamina estd envolvida na supressdo do eixo
hipotalamo-hip6fise em ratos com tumor de Walker.
No grupo de ratos-controle e com tumor menor, o
aumento do rTSH foi discreto, e no grupo com tumor
maior, o aumento foi importante, o que faz supor que
guanto mais intensa a “sindrome do T3 baixo” (tumor
maior), mais importante se torna o efeito inibitério da
dopamina sobre a secre¢do do rTSH no nosso modelo
experimental. E interessante que estudos anteriores
mostraram que a infusdo de IL-1 no hipotdlamo do
rato acarreta liberacdo de dopamina, assim como
aumenta seu produto de metabolizacdo, sugerindo
gue essa interleucina atue diretamente no hipotalamo,
determinando aumento da dopamina (29,30). Este
dado pode explicar em parte a resposta de secrecdo do
rTSH induzida pelo estimulo da metoclopramida no
rato com implante tumoral. Porém, apesar de ter havi-
do aumento da secrecdo do rTSH, este ndo atingiu o
valor encontrado no grupo controle, sugerindo que
outros fatores que controlam a secrecdo do rTSH
podem ser mais importantes neste modelo experimen-
tal. Resultados semelhantes foram relatados em outro
modelo experimental, rato sob restricdo alimentar, no
qual a concentracdo plasmatica do rTSH também ¢é
menor que no grupo controle (31).

O papel inibitério da somatostatina na supressdo
da secrecdo de rTSH foi evidenciado pela injecdo de
fisostigmina. A fisostigmina, farmaco inibidor da co-
linesterase, acarreta diminuicdo da liberacdo enddgena
da somatostatina (32), a qual inibe a secrecdo do TSH.
De fato, o0 uso de fisostigmina elevou o TSH plasmati-
co em ratos com tumor, sugerindo que a somatostati-
na tenha efeito importante no controle da secre¢do do
rTSH no animal com tumor de Walker. Novamente, o
papel das citocinas nesse efeito pode ser importante. A
infusdo de IL-1 no rato diminuiu a concentracdo basal
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do rTSH, assim como sua resposta ao estimulo pelo
TRH através da liberacdo hipotaldmica de somatostati-
na, e ndo por diminuicdo da liberacdo de TRH (33).
Em outro modelo experimental, rato sob restricao ali-
mentar, a administracdo de soro anti-somatostatina
induziu aumento significativo na concentracdo plas-
matica basal do rTSH e potencializou o efeito do TRH
sobre sua secregao.

Existe grande nimero de terminaces nervosas
contendo somatostatina ao redor das células secretoras
de TRH no ndcleo paraventricular hipotalamico. Essa
interacdo pode explicar a base neuroanatdbmica do
efeito inibitorio sobre a secrecdo do TRH, acarretado
por esse hormonio (34). Em adultos jovens normais, o
pré-tratamento com piridostigmina, farmaco inibidor
da acetil-colinesterase, mostrou aumento significativo
da resposta de secrecdo do TSH estimulada pelo TRH
(35). O uso de anadlogo da somatostatina (octreotide),
empregado no tratamento da acromegalia, acarretou
diminuicdo da concentracdo plasmatica do TSH e da
resposta de sua secrecdo ao estimulo pelo TRH
(36,37). Na hipofise, demonstrou-se que 0 nimero e
0 tamanho das células tireotréficas aumentam quando
hiper-estimuladas pelo TRH e diminuem no hiper-
tireoidismo, assim como com o estimulo pela somatos-
tatina e dopamina (38).

No grupo de ratos com tumor, houve aumento
significativo da concentracdo plasmatica do rTSH apés
injecdo prévia de metoclopramida seguida do estimulo
pelo TRH. Esse achado é compativel com o efeito
dopaminérgico inibitério do hipotalamo sobre a
secre¢do do rTSH. Porém, como o valor do rTSH
ainda ficou muito aquém do valor observado no grupo
controle, sem tumor, é provavel que outros fatores
possam ter acdo inibitéria mais importante sobre a
secrecdo do rTSH. Nossos resultados apontam para
um papel importante do ténus somatostatinérgico
inibitério do hipotalamo sobre a secrecdo do rTSH,
que, quando comparado ao efeito inibitério exercido
pela dopamina, mostra-se relativamente mais impor-
tante. Isso é confirmado pela utilizacdo concomitante
de metoclopramida e fisostigmina. Nesse caso, o esti-
mulo com TRH nos animais com tumor elevou o
rTSH sérico a valores comparaveis aos animais con-
trole, mostrando a importancia do ténus inibitério
dopaminérgico e principalmente somatostatinérgico
sobre a secrecdo do rTSH no nosso modelo experi-
mental. Devemos salientar, entretanto, que a secrecdo
de TSH néo esta normalizada nessa situa¢do, uma vez
gue os animais com tumor apresentam T, abaixo da
normalidade, o que normalmente deveria resultar
numa hiper-resposta secretdria de TSH.
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Uma vez que os dados da literatura mostram: (a)
que a secrecao hipofisaria do TSH é regulada principal-
mente pelo TRH e somatostatina (39); (b) que as inter-
leucinas aumentam o conteddo de somatostatina
hipotalamica (40); (c) que a secrecdo do TSH aumenta
quando se usam farmacos que bloqueiam a somatostati-
na hipotalamica (31); (d) que a resposta de secrecdo do
TSH ao estimulo pelo TRH aumenta quando se usam
previamente farmacos bloqueadores da somatostatina
(35); (e) que os analogos da somatostatina diminuem a
secrecdo do TSH e sua resposta de secrecao pelo esti-
mulo do TRH (36,37); podemos sugerir que, em Nosso
modelo experimental, ratos com implante do tumor de
Walker, a participacdo da somatostatina, provavelmente
induzida pelo aumento das interleucinas provocado
pelo tumor, teve papel preponderante na regulacdo do
eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide, tendo-se em vista
que a concentracdo plasmatica do rTSH, nos ratos com
tumor menor, praticamente atingiu os valores encontra-
dos no grupo controle apds administracdo de fisostig-
mina, e que esse fato ndo ocorreu quando se utilizou
bloqueador de dopamina. Além disso, a resposta ao esti-
mulo pelo TRH, que estava diminuida nos animais por-
tadores de tumor, mostrou: (a) pequeno aumento
quando se utilizou o bloqueador de dopamina; (b)
aumento mais importante quando se utilizou o blo-
queador da somatostatina; (c) praticamente normaliza-
¢do, quando foram utilizadas ambas as drogas.
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