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RESUMO

Os hormonios tireoidianos sdo essenciais para um crescimento e desenvolvimento normal pos
natal. Varias investigacOes tém tentado estabilizar o papel especifico dos hormonios
tireoidianos nas funcbes e desenvolvimento do trato reprodutor masculino. Os hormonios
tireoidianos possivelmente exercem uma acéo reciproca entre o esterdide testicular e as células
de Sertoli durante o periodo prematuro. O presente estudo tentou avaliar o efeito da tiroxina
sobre 0s niveis de testosterona no soro e no fluido intersticial testicular (FIT) em ratos machos.
O hipertireoidismo foi induzido com a tiroxina (20 ug\kg) em ratos Wistar machos com 22 dias
de idade, pesando 80g por um periodo de 5,10, 15 e 20 dias de tratamento. Os grupos controles
receberam solucdo salina 0,1 ml/100g do peso corporal, como veiculo. Apds cada periodo de
tratamento, os animais foram pesados e sacrificados, para obtencdo do sangue, e os testiculos
foram pesados, para coleta do fluido intersticial testicular (FIT). Os nossos resultados mostram
que a tiroxina em ratos sexualmente prematuros, promove um aumento de testosterona,
tempdependente. Observa-se também, que a nivel testicular, no FIT, os niveis de testosterona
encontram-se elevados. A tiroxina promoveu um aumento do peso corporal e testicular,
modificando a funcdo metabdlica. Estudos evidenciaram que os receptores de LH e hCG €
regulado em homogeneizado celular de testiculo em ratos tratados com tiroxina por 20 dias. A
capacidade de ligacdo especifica foi obtida pela motodologia envolvendo a saturacdo de
receptores do LH e hCG, aumentando a concentracdo de LH marcado e hCG ndo marcado.
Outros resultados mostram que a tiroxina é capaz de alterar os niveis de receptores de LH de
alta afinidade presentes em homogeneizado testicular, promovendo uma reducdo da capacidade
de ligacdo especifica (Bmax), obtido através da Analise de Scatchard. Conclui-se que a tiroxina
pode acelerar a formacéo de testosterona no lumen intersticial no processo de maturacao sexual,
modificando possivelmente o mecanismo intracelular das células testiculares, e que a

capacidade de ligacdo do LH e hCG é alterada ap6s o tratamento com tiroxina.

Palavras chave: Hormonios tireoidianos. Células intersticiais testiculares. Receptores do LH.



ABSTRACT

Thyroid hormones are essential for normal pos-natal growth and development. Several
investigators have attempted to establish a specific role of thyroid hormones in reproductive
tract growth and function. The thyroid hormones possibly exert a reciprocal action between the
testicular steroid and the Sertoli cells during the early period. The present study tried to evaluate
the effect of the thyroxine over the serum levels of the testosterone and in the interstitial fluid
of the testis in male rats. The hyperthyroidism was induced with the thyroxine (20 ug\kg), In
Wistar male rats 22 days of age, weighing 80kg for a period of 5, 10, 15 and 20 days. The
control group received 0,9% saline solution as vehicle. After each treatment period, the animals
were weighty and killed to obtainment of blood, and the testis was weighty to collect of
testicular interstitial fluid (TIF). These results show that the thyroxin in premature rats, promote
an increase of testosterone, dependent time. It is observed either an increase on testosterone
level in the TIF. The thyroxin promoted an increase the corporeal and testicular weighty,
capable in modify a metabolic function. In the previos study the regulation of LH and hCG
receptors by homogenized testicular cells of the 20 days treatment. The specific binding
capacity was also obtained by LH and hCG receptors with increasing concentration LH labelled
and hCG no labelled. The Scatchard analysis of the saturad curve has show that a affinity
constant (ka) is around 108 M. This result demonstred that the control present more binding
specific that thyroxine wich is a maximum induction of hCG receptor. These results indicate
that the thyroxine is able to accelerate the formation the interstitial lumen in the process of
sexual maturation, altering possibly the intra-cell mechanism of testicular cells, and the LH and

hCG binding capacity is changed after the thyroxine treatment.

Key-Words: Thyroid hormones. Testicular interstitial Cells. LH receptors.
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1 INTRODUCAO

A funcdo testicular depende da integridade do eixo hipotdlamo-hipofisario, onde se
produzem os horménios que mantém suas estruturas funcionando normalmente. O hipotalamo
secreta 0 hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), responsavel pela sintese e liberacao
do hormonio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH) a nivel hipofisario. O
hipotalamo também secreta e libera o hormonio liberador da tireotrofina (TRH) e por via porta-
hipofiséria, ativa a sintese e liberacdo de TSH pela adeno-hipdfise (AIZAWA et al, 1984).

Friedgood (1936) prop0s a existéncia de um controle da funcéo hipofisaria pelo sistema
neurovascular, citada por Smith (1932), onde ele mostrou a necessidade da manutengéo de cerca
de 30% do funcionamento da adeno-hipdfise para um desempenho normal das funcbes sexuais
no rato. Essa hipotese foi confirmada com a identificacdo do FSH e LH.

O hipotalamo atraves de modulacGes hormonais e sinais nervosos controlam quase toda
a secrecdo hipofisaria. Em se tratando da fungdo do trato reprodutor essa sinalizacdo é feita
através do sistema limbico (HALBE, WIEBE, 1983).

Silverman (1989) demonstrou com técnica de imunocitoquimica, € com a ajuda de
anticorpos anti-GnRH, fibras que chegam a hipofise posterior e a porcdo anterior do
hipotalamo, provenientes do hipotdlamo posterior. Essas fibras se projetam a regides
pertencentes ao sistema limbico.

A relacdo do GnRH com a reproducéo foi elucidada ao encontrar esse neuropeptidio e
imunorreatividade a ele nas génadas e hipofise (HEDGER et al, 1990).

Sharp et al (1983) encontraram nas células de Leydig receptores de membrana para o
GnRH. Essas células sdo reponsaveis pela sintese de testosterona. Ainda Sharp (1983) e Hedge
(1990) detectaram GnRH no fluido intersticial do testiculo (FIT), sugerindo que 0 GnRH seria
produzido nos tabulos seminiferos pelas células de Sertoli. Esse processo foi ainda mais
demonstrado através de estudos in vitro e in vivo, comprovando a atuacdo do GnRH no
testiculo, alterando o ndmero de receptores para LH/hCG, como também para a prolactina
(AUCLAIR et al, 1977), sugerindo que o GnRH pode interferir na esteroidogénese da
testosterona.

E também conhecida a acio de B-endorfinas (BEP) na regulacio da fungio reprodutiva,
modulado pelo eixo hipotalamo-hipéfise (Fabbri et al, 1988). Evidéncias imunorreativas
mostraram a presenca de BEP em extratos organicos reprodutivos de ratos (Sharp et al, 1980),

e demonstracBes imunohistoquimicas revelam que esse peptidio esta presente nas células de
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Leydig do rato adulto e fetal (SHAHA et al, 1984; Tsong et al, 1982 Shaha). A sintese das
BEP foi detectada nas células de Leydig de ratos adultos, onde foi localizado a

proopiomelanocortina (POMC), precursor da sintese das BEP (PINTAR et al, 1984).

1.1 Considerac0es Gerais

1.1.1 Controle da glandula tiredide pelo horménio tireoestimulante (TSH).

O controle da glandula tiredide pelo TSH foi evidenciado por Lissitzky et al (1971),
onde verificaram a importancia do AMPc como mediador desse processo. Mais tarde, Uller et
al (1977); Belfiore et al (1984) e Black e et al (1984) confirmaram a importancia do TSH na
secrecdo dos hormoénios tireoidianos In vivo. O TSH produzido pela adenohipofise, €
controlado pelas células neurossecretoras do hipotdlamo, com a ajuda do TRH, o maior
regulador positivo da sintese e secre¢do do TSH. O hormonio tireoestimulante (TSH) estimula
a bomba de iodo, e a sua captura é também aumentada pelo receptor do anticorpo TSH
estimulado.

Hé evidéncias de alteracbes na regulacdo do TSH e mudancas bioquimicas compativeis
com a reducdo de disponibilidade dos hormonios tireoidianos em ratos (L1 et al, 1980) com
doencas ndo tireoidianas.

Os hormonios tireoidianos aceleram o metabolismo dos hormonios esteroidais e da

insulina, de maneira que 0s estrogénios sao capazes de inibir o TRH e consequentemente a
secrecdo de TSH (MORLEY, 1981).

1.1.2 Sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos

A glandula tiredide, em seu processo metabdlico, sintetiza e secreta alguns horménios
importantes encarregados de processos variados e complexos, participantes ativos de varias
regulacdes enddcrinas. Estes hormonios sdo T3z e Ta. A tiroxina tem a acdo de aumentar o
metabolismo celular através de varios mecanismos. A acdo de um outro horménio, a
calcitonina, também depende do bom funcionamento da glandula tire6ide (CRUZ, 1989).

Segundo Boyages (1993), na sintese dos hormonios tireoidianos, Tz e T4, a glandula
necessita da molécula fundamental, o iodo, introduzido no organismo no ato da alimentacéo
(KONNO, 1994). A conversdo do ion iodeto para iodato comega no estdbmago. A glandula

tiredide além de concentrar e captar o iodo, sintetiza e estoca 0s hormdnios tireoidianos com a
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ajuda da tireoglobulina. A liberacdo dessa proteina estd na dependéncia do estimulo de TSH, e
a sua supressdo e controlada pelos horménios tireoidianos exdgenos (BLACK at al, 1983).

A captacao do iodo pela glandula tiredide é feita seletivamente contra um gradiente de
concentracdo. Este gradiente é vencido mediante a existéncia de uma bomba de iodo que requer
energia por fosforilagdo oxidativa, estando essa bomba vinculada a Na*-K* ATPase (ROT]I at
al, 1993).

A tireoglobulina, principal componente do coloide, € uma proteina especifica que serve
como matriz na qual os horménios tireoidianos sdo formados e acumulados. E uma
glicoproteina sintetizada nas células tireoidianas, de peso molecular 660.000 daltons. Contém
em torno de 1% do seu peso em iodo. Estima-se que se forma cerca de 4 moléculas de tiroxina
por molécula de tireoglobulina.

Foram encontrados relatos de que o estado de integridade da tireoglobulina é essencial
para uma completa e perfeita sintese dos hormonios tireoidianos. A expressdo do gene para a
tireoglobulina € controlada pelo nivel de transcricdo do TSH, cujos efeitos intracelulares sdo
mediados pelo AMP ciclico (MEDEIROS NETO et al, 1993).

E também possivel que o sistema nervoso simpatico exerca uma influéncia estimuladora
sobre a secre¢do e metabolismo do hormaénio tireoidiano (MELANDER at al, 1977).

O iodo ap6s oxidado se organifica e € introduzido na posi¢do 3 e 5 do grupo fendlico
das tirosinas da tireoglobulina. Os residuos tirosil se unem por uma ligacéo éster para formar
3,5,3’-triiodotironina (T3) ou 3,5,3”,5 tetraiodotironina (T4). Esta reacdo de acoplamento é
catalizada pela enzima iodinase. Os hormonios tireoidianos entdo formados sdo partes das
moléculas de tireoglobulina, 0 monoiodotironina (MIT) e diiodotironina (DIT). Duas moléculas
de DIT se juntam para formar a tiroxina, enquanto uma molécula de MIT se junta com uma de
DIT para dar origem ao Tz. Em condi¢Ges normais, a concentracdo de T4 formada é maior que
ade Ts.

Drogas como 0 metimazol, carbimazol, tiocarbamida e propiltiouracil inibem com
poténcia a peroxidase tiroidal, sendo clinicamente usadas no controle do hipertireoidismo
NABIL et al, 1982; ROTI et al, 1993).

Uma série de anions, tais como o tiocianato (SCN") e o perclorato (CIO4") atuam como
inibidores competitivos do transporte ativo de iodo, podendo até ser util na clinica aplicada.
Panno et al (1986) demonstraram que a ingestdo excessiva de iodo pode induzir doencas da
tiredide. Quando o nivel de iodo é muito elevado, o aumento da concentragéo intraglandular do

mesmo € capaz de inibir a bomba de iodo, portanto a sintese dos horménios tireoidianos,
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reduzindo a producéo destes hormonios a limites normais. A inibicéo da sintese dos horménios
pelo iodo pode levar a um hipotireoidismo. Em contradi¢éo, uma diminuigdo no pool disponivel
de iodo aumenta a sensibilidade da bomba.

Utilizando-se iodo radioativo e medindo-se a radioatividade da glandula apds a
administracdo de perclorato de potéssio, se pode detectar alteracdes na organifica¢do do iodo,
devido fundamentalmente a defeitos enzimaticos.

Mooij et al (1993) revidenciaram que a ingestao de iodo na dieta em ratos Wistar, influenciam

néo so6 o peso da glandula tiredide, como na producao do hormonio e na reacdo autoimune.

1.1.3 Transporte dos hormonios tireoidianos

Os horménios tireoidianos sdo transportados no plasma na dependéncia das proteinas
transportadoras ou globulinas fixadoras de tiroxina (TBG), e uma prealbumina fixadora de
tiroxina (TBPA) (ROBBINS at al, 1986).

Existem tambeém interacGes entre os hormonios tireoidianos e outras proteinas,
incluindo as lipoproteinas, identificadas no plasma e sintetizadas pelo figado (BORST at al,
1983).

A TBG ¢é uma glicoproteina com peso molecular de 60.000 daltons, e que circula no
plasma a uma concentragdo de 20 mg/l e sua meia vida é de 5 dias. E a mais importante proteina
no transporte plasmatico dos horménios tireoidianos, participa tanto do transporte de T3 como
de T4 (ROBBINS e BARTALENA, 1986).

A TBPA tem peso molecular de 50.000 daltons, sua meia vida é de 2 dias e fixa-se a
vitamina A. Tem sido chamada de transterrina (TTR) (MENDELL et al, 1992). A sua afinidade
pelos horménios tireoidianos é pequena.

Os estrogenos aumentam a TBG e, como consequéncia 0os horménios tireoidianos
fixam-se mais tempo e diminuem as concentracdes de T4 e Tz livres.

Em um primeiro momento tém-se um hipotireoidismo leve, mas logo essa caréncia dos
horménios tireoidianos leva a um estimulo do TSH, e posterior aumento da secre¢do dos

horménios. Isto é observado em uma gravidez.

1.1.4 Metabolizacdo dos hormdnios tireoidianos

O ion célcio participa como fator indispensavel no metabolismo dos hormonios

tireoidianos, assim como na regulacio pelo TSH. E importante na secrecéo de tiroxina,
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induzindo a entrada de iodo na glandula tiredide, e também estimula o0 aumento de guanosina
monofosfato (GMP). O célcio participa como primeiro mensageiro a nivel de membrana
plasmatica (SEGAL, 1984). Foi também ressaltado o papel do ion calcio no estimulo da
secrecdo de varias glandulas endocrinas. Eles verificaram a inibicdo a resposta do TRH no
homem por um antagonista do canal de célcio, o verapamil.

Os hormonios tireoidianos sdo importantes mediadores das células do crescimento e
metabolismo, e em muitas espécies de mamiferos, as formas ativas sdo L-Tse L-T3, metabolito
de maior poténcia (DOYLE e KRAGIE, 1982).

Esses hormonios caracterizam-se pelas acdes metabdlicas, tendo como efeitos mais
pronunciados, o0 aumento do consumo de oxigénio e a producdo de calor, agdes como estas
ocorrem em todos os tecidos exceto no cérebro, gbnadas e bago. Entretanto, tem-se observado
gue os hormonios tireoidianos em baixas doses fisiolégicas promovem o estimulo da sintese de
proteinas indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento dos 0ssos, podendo apresentar
um efeito facilitador sobre o crescimento (ALAEZ et al, 1992). Altas doses predominam o
efeito metabolico com a balanca de nitrogénio negativa e diminui¢do da massa muscular.

Os horménios tireoidianos apresentam outras funcGes a nivel do metabolismo de
carboidratos. No hipertireoidismo verifica-se um aumento da glicemia pés prandial, além do
mais exerce uma acg&o lipolitica.

O metabolismo desses hormdnios é mediado por muitas rea¢des enzimaticas, incluindo
conjugacdo, deaminacdo, descarboxilacdo oxidativa e deiodinacdo, sendo este Ultimo o
mecanismo predominante.

O T4 tem varia vias metabdlicas os quais produzem substancias ativas, tendo como as
vias mais importantes a monodeiodinagéo produzida pela 3-5-3 triiodotirosina, ou seja, quando
0 T3 produz deiodinacao sobre o anel externo, produzindo T3 r, inativo. Esta deiodinagéo ocorre
em varios tecidos, principalmente no figado.

O Tz e de 3 a 5 vezes mais ativo que o T4 Cerca de 80 % do Tz consumido no
metabolismo, é originado da monodeiodinacdo do T4 em T3, onde esse processo soma 80% da
quantidade de Tz disponivel, enquanto os 20 % restantes sdo secretados diretamente da glandula
tiredide.

Essa transformacdo do T4 em T3 sO € possivel através do equilibrio entre a acédo
enzimatica das 5-monodeiodinases (5-MDs) tipo | e 1l. No entanto o T4 é inativado em 3,3°,5-
triiodotironina (rTs3) pela acdo da enzima 5-MD tipo Ill. Essa enzima existe em maior
guantidade no figado, rins e tiredide ( TANG et al, 1994).
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Das enzimas que participam do metabolismo dos hormonios, a 5-monodeiodinase tipo
| se encontra em maior quantidade, principalmente nos rins e figado, sendo pequena sua
concentracdo na tiredide. Seu papel mais importante € manter o nivel de Tz plasmatico, por isso
mantém-se em menor quantidade no hipotirecidismo e em maior quantidade no
hipertireoidismo.

Drogas como o propiltiouracil inibe a acdo dessa enzima, mostrando-se Util no
hipertireoidismo. O metimazol também reduz a atividade enzimatica, mas mostra-se menos
eficaz.

No entanto, a 5-MD tipo Il é superavel a acdo do propiltuouracil. Esta enzima esta
presente em grande quantidade no cérebro e na glandula hipofise, e é responsavel pela
manutencgéo dos niveis de Tz intracelulares constantes no Sistema Nervoso Central (SNC).

E na membrana coribnica da placenta e nas células gliais do SNC que se concentra a 5-
MD tipo Il encontrada em grandes concentragdes no hipertireoidismo e em baixos niveis no
hipotireoidismo.

Os hormonios tireoidianos ligados as proteinas plasmaticas sdo inertes do ponto de vista
metabdlico, sendo ativo o T4 livre correspondente a 0,03% e o Tz livre a 0,2% do total de
horménio.

A deiodinacdo do T4 na posicdo 5 do anel fendlico, pode ser considerado uma
bioativacdo, diminuindo sua atividade pelos receptores hormonais tireoidianos nucleares,
afinidade esta dez a vinte vezes maior para o0 T3 (LARSEN e SILVA, 1986). A deiodinag&o do
T4 na posicdo 5 resulta em uma inativacdo, como também na formacdo de rTs com baixa
afinidade para receptores hormonais tireoidianos nucleares. Além do mais, a deiodinacéo € uma
chave na regulagdo da acdo dos hormonios tireoidianos. Aproximadamente 80% do Ts
secretado pela glandula tiredide é deionizado em Tz ou em rTs.

A deiodinacdo também estd envolvida com a principal rota de degradacdo das
iodotironinas. Entretanto, a deiodinacdo ndo deve ser considerada como um evento isolado do
metabolismo dos horménios tireoidianos, mas deve ser ressaltada a alta regulagdo, coordenada
com outras reacdes metabolicas em muitos tecidos (HECTOR at al, 1997).

Em grupos de ratos com idades variadas, foram encontradas concentragfes séricas de

Tsmaior em machos do que em fémeas, sucedendo-se o inverso com T3,

1.1.5 Acdes das gonadotrofinas sobre o testiculo
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O LH constitui o horménio fundamental para a manutencdo da secre¢do das células de
Leydig, estimulando enzimas que participam da sintese de colesterol. O LH também participa
da sintese de testosterona mediante o estimulo da 1B-ol-desidrogenase, 0 que ndo descarta sua
acdo sobre outras enzimas. As gonadotrofinas se ligam a receptores de membrana presentes nas
células de Leydig, e o estimulo do mecanismo de sintese de testosterona se da pela formacao
de AMPc. A prolactina também atua sobre receptores de membranas especificos,
potencializando a agdo do LH. Em contradi¢do, quando os niveis sanguineos de prolactina estdo
muito altos, esta promove uma inibi¢éo da a¢éo do LH.

O FSH atua sobre as células de Sertoli, através da ligacdo com receptores, estimulando
- as a produzir uma proteina ligadora de andrégenos (ABP) , que tem como finalidade unir-se
aos androgenos, e permitir o transporte destes dentro do tubulo seminifero para que possam
exercer seus efeitos sobre a espermatogénese. O mecanismo de sintese da ABP depois de
iniciado pelo FSH pode ser mantido pela testosterona.

As células de Sertoli produzem uma substancia denominada inibina, capaz de produzir a

inibicdo da secrecdo de FSH, e em menor proporgédo de LH.

1.1.6 Fisiologia enddcrina da testosterona

A testosterona é o principal andrégeno presente no soro e no fluido intersticial do
testiculo. O seu conteudo varia dependendo do periodo do ciclo do epitélio seminifero
(FRANKEL e WRIGHT, 1979).

A 5 o-diidrotestosterona(5-DHT) estd também presente no tecido dos tubulos
seminiferos (Podesta, 1974), mas ndo parece ser um andrdgeno ativo, enquanto a testosterona
¢ a forma de androgeno predominantemente ligado ao tubulo seminifero (FRANKEL e
WRIGHT, 1979).

Em relatos feitos por Setchel e Sharp (1981), é citada uma variacdo entre a
concentracdo de testosterona no FIT e nos tdbulos seminiferos. As concentracBes de
testosterona sdo maiores do que as concentragdes da 5-DHT no rato e no touro mas estas
relagdes ndo tém sido estudadas sistematicamente em outros compartimentos do fluido
testicular.

A testosterona é produzida pelas células de Leydig sob a influéncia dos horménio

luteinizante, o qual possui uma papel essencial na regulacéo da espermatogénese. Em particular,



22

a testosterona aparece como um fator importante da espematogénese (MCLACHLAN et
al,1994; SUN et al, 1990).

Recentemente foi localizado um sitio especifico de acdo da testosterona nas fases VII e
V111 do ciclo de espermatogénese no rato (O’DONNEL et al, 1994).

Em muitos tecidos os efeitos bioldgicos da testosterona tém sido aumentados devido ao
metabolismo em 5-DHT pela acdo da enzima 5a-redutase (O°’DONNEL et al, 1996). Ambos,
atestosterona e a DHT interagem com receptor andrdgeno para mediar a transcrigdo dependente
do andrégeno.

Wilson et al (1988) citam a importancia da transformacédo da testosterona em 5-DHT
no desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, devido a sua maior afinidade pelos
receptores androgenos (ZHAI et al, 1996).

As células de Sertoli sdo um importante componente dos tubulos seminiferos e estéo
inteiramente envolvidas com a progressdo da espermatogénese (STEINBERGER, 1979). No
rato, as células de Sertoli sofrem divisdes sucessivas depois do nascimento, mas as divisdes
cessam aos 18-19 dias de idade, tanto In vivo como em cultura de tecidos. Neste periodo as tight
junctions das células de Sertoli sdo formadas, criando uma barreira circulagdo -testiculo
(TINDALL et al, 1975). O FSH estimula os parametros bioguimicos nas células de Sertoli
precocemente no desenvolvimento testicular pés-natal, mas sua a¢do diminui depois dos 20
dias de idade (MEANS et al, 1980). Além de responder ao FSH, as células de Sertoli sdo vistas
como alvos de androgenos, estimulacdo andrdégena de RNA polimerase Il, e efeitos dos
androgenos na secrecdo de proteinas ligadoras de androgenos (ABP) (LOUIS e FRITZ, 1979;
SANBORN at al, 1986).

A ABP testicular aumenta entre 18 e 60 dias de idade (WELSH e WIEBE, 1978). A
secrecdo de ABP pelas células de Sertoli em cultura aumenta com a maturacdo dos animais
doadores entre 7 e 30 dias de idade (RICH et al, 1983).

A capacidade das células de Sertoli em cultura de metabolizar esterdides e responder ao
FSH também varia com a idade do animal doador (WELSH e WIEBE, 1978).

Varios estudos tém mostrado que a fungéo das células de Sertoli € influenciada pela
presenca de células germinativas e células midides peritubulares (AILENBERG et al, 1988).

Sanborn et al (1986) demonstraram que as diferencas nas funcées das células de Sertoli
in vivo sdo demonstradas in vitro e a informacdo provém da maturacdo, da dependéncia dos

horménios e outros parametros das celulas de Sertoli.
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A capacidade dos testiculos de sintetizar estrogeno tem sido largamente abordada
(ZONDEK, 1945). Entretanto, o sitio intra-testicular de aromatizacdo, assim como, as
gonadotrofinas reguladoras da aromatizacdo testicular ainda ndo estdo bem definidas, mas
parecem depender da idade, espécie e procedimento experimental (BENAHMED et al, 1982;
NOZU et al, 1981). As células de Sertoli obtidas de ratos imaturos foram hébeis a sintetizar
estrdgeno quando mantidas em cultura na presenca de FSH e testosterona (DORRINGTON et
al, 1978). No entanto, Steinberger e Steinberger (1992), em culturas similares de células de
Sertoli, demonstraram que estas foram incapazes de cristalizar a aromatizacdo do esteroide
radioativo para atividade constante especifica para sintese do estradiol.

Os estrégenos tém sido mostrados como tendo um papel significante na regulacdo da
esteroidogénese testicular através da modulacéo de enzimas microssomais (17 a-hidroxilase e
17-20-desmolase) no rato adulto (NOZU et al, 1981).

1.1.7 Os Hormonios tireoidianos e o sistema reprodutor masculino

Os hormdnios tireoidianos sao essenciais para um desenvolvimento e crescimento pos-
natal normal das funcdes do trato reprodutor masculino (COOKE et al, 1984).

Algumas investigacGes estabeleceram que o papel especifico dos horménios
tireoidianos no crescimento e funcdo do trato reprodutivo € muito significativo, porém uma
deficiéncia sobre o desenvolvimento ou nos testiculo adulto ainda ndo estd totalmente
esclarecido.

Entretanto, a tireoidectomia em ratos imaturos causa severa inibicdo da gametogénese
e do desenvolvimento das células de Leydig (COOKE e MEISAMI, 1991).

Os horménios tireoidianos sdo indispensaveis para modificar o sistema neurossecretdrio
do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), fundamental para o ciclo reprodutivo.

O crescimento dos testiculos e epididimo com a tireoidectomia foi levemente reduzido
em ratos jovens. No entanto, o papel especifico dos horménios tireoidianos na fungdo e
desenvolvimento do trato reprodutor masculino, em especial nos testiculos de ratos adultos séo
contraditérias (COOKE e MEISAMI, 1991).

O hipotireoidismo induzido durante o periodo prematuro pela administracdo de PTU, resulta

em aumento de peso testicular de ratos, como relata os trabalhos de VVan Haaster et al, 1992.
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Panno et al (1996) demostraram que T3 pode influenciar na maturagdo das células de
Sertoli, através de regulagBes parécrinas entre os esterdides e as células de Sertoli, o qual
envolve a manutencdo completa da espermatogénese.

Van Haaster et al (1993) apos administragdo de T3 em ratos, desde o nascimento até
o 16° dia de vida, observaram que o tratamento reduz consideravelmente a atividade
proliferativa das células de Sertoli. O peso corporal e testicular de ratos adultos sdo reduzidos.

De maneira que os niveis dos hormonios tireoidianos sdo de grande importancia no
processo de diferenciacédo celular, sendo um fator determinante do tamanho do testiculo adulto.
Kirby et al (1992) idealizaram modelos verificando cinco efeitos do hipotireoidismo neonatal,
observando o crescimento testicular e os niveis de gonadotropinas durante o desenvolvimento.

Samuel et al (1989) descreveram que o hipo e hipertireoidismo afeta 0 RNA mensageiro
(RNAm) de hormonio do crescimento (GH) e prolactina tdo bem como B-TSH e uma agao sobre
a regulacdo POMC ou sobre os niveis preé translacionais das 3 sub unidades das gonadotrofinas.
Os niveis de Tz aumenta 0 RNAn do GH e prolactina.

Vaérios fatores controlam a manutencéo e regulacdo da espermatogénese. Cooke et al
(1991) desenvolveram como modelo o tratamento do bocio de ratos recém nascidos com PTU
que resultou em aumento do tamanho dos testiculo e aumento da espermatogénese.

Em ratos jovens a funcao tireoidiana mudou em uma maior propor¢do sobre os fatores
enddcrinos e paracrinos da funcdo e crescimento do trato reprodutor masculino ( KIRBY at al,
1992).

1.2 Considerac@es Gerais Sobre Receptores
1.2.1 Parametros de ligacédo droga-receptor

De acordo com a lei de acdo das massas a velocidade de uma reacdo quimica, a uma
temperatura constante é proporcional aos produtos das concentracdes molares dos reagentes.
Ka
—>
[H] + [R] =2 [HR]
Kd Equacéo (1)

Desta forma, a velocidade de uma reagdo molda-se na seguinte expresséo:

Va=ka.[H].[R] (velocidade de associacao)
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Vg =kd. [HR] (velocidade de dissociagao)
Ocorrendo o equilibrio, teremos que Va = Vg; consequentemente,

Ka [HR]
T = Ka =
Kd [H] . [R] Equacéo (2)
onde Ka é a constante de equilibrio de associacdo ou de afinidade, cuja dimensdo expressa-se
como o inverso de uma concentragdo (M™); como resultado, a afinidade do horménio pelo
receptor e consequentemente o percentual do complexo formado esté na razdo direta do valor
de ka.
Quando da reacdo inversa, tem-se:
Kd [H].[R]
T = Kd =
Ka [HR] Equacao (3)

Onde Kd ¢é a constante de equilibrio de dissociacdo, expressando-se em dimenséo igual
a uma concentracdo (Molar), porém de menor intensidade quando do aumento da afinidade pelo
receptor; sendo de significado operacional, visto que observou-se ocupacdo dos receptores
hormonais em um percentual de 50 %, quando da equivaléncia entre concentracGes do
horménio livre e a kd. Tem-se, nestes termos, que a determinacédo do grau de especificidade de
uma ligacdo entre o farmaco e seu receptor fundamenta-se nas anéalises das suas constantes de
equilibrio (constantes de associacao e de dissociacao).

Intensos estudos estabeleceram o modelo matematico para os efeitos da concentragdo
hormonal no processo de saturacao do receptor e na resposta biolégica em sistema dependente
de mediadores secundarios (AMPc). Em base a isto, sugestdes tém sido propostas para um
melhor entendimento do mecanismo de atividades farmacoldgicas; desta forma, constata-se que
a ligacdo do hormonio com seu receptor especifico é representado por uma cinética de segunda
ordem. Quando da ligagdo do fa&rmaco com o receptor, havera uma inducdo da sintese do
mensageiro secundario (AMPc), cuja concentracdo estara na dependéncia direta do nimero de
sitios complexados; como também, proporcional sera a atividade biolégica desencadeada.

Em base ao complexo farmaco-receptor formado, pode-se estudar os parametros fisico-

quimico através e andlises graficas pelo método de Scatchard (Scatchard, 1949).
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1.2.2- AnAlise de Scatchard

A curva de Scatchard é obtida através da seguinte expressao:
[H]. [R]
Kd =
[HR] Equacéo (4)

como [Ro] refere-se a concentracéo total de sitios de ligacdo, teremos:
[Ro] = [HR] + [R]

Quando da substituicdo, obteremos a seguinte equacao:
[Ro] . [H]
[HR] =
kd + [H] Equacao (5)

sendo:
[HR] = B - numero de sitios receptores ligados ao hormonio
[Ro] = Bmax - nimero total de sitios receptores hormonais
[H] = F - quantidade de hormdnios ndo ligados aos receptores.
De acordo com esses dados, a equacdo (5) expressa-se de forma diferente:
B + Bmax . F/ (Kd +F) Equacao (6)

Se F = kd, entdo ¥ Bmax = B. ou seja, 50% dos sitios de acdo estdo ocupados.
A inovacdo de Scatchard (1949), consiste na capacidade de representacdo da equacgéo

anterior em sua forma linear, fundamentando-se na seguinte deducdo matematica.

B = Bmax. F/Kd +F Equagdo (7)
onde: Bmax = B + [R]
e que kd =F. [R]/B

B/[F=[R]/KdAd —> [R]=Bmax-B
tem-se: B/F = (Bmax — B/Kd)
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desta forma, B/F =-1/Kd B + Bmax/Kd

Em vista ao que foi descrito, kd e Bmax sdo constantes, sendo a equacgéo representada
por y = ax + b, onde a e b sdo constantes desta funcéo linear. Consequentemente, todos os
receptores serdo ocupados da concentracdo infinita do receptor, onde b tendera para zero e a
curva e representada pela interacdo com o eixo das abscissas em um ponto onde a concentragédo
dos sitios de ligacdo é maxima, Bmax.

2- A linearizacdo da equacéo (6), curva de Scatchard, favorece a determinagdo da afinidade
(ka) e da concentragdo total dos sitios de receptores para um dado ligante Bmax; visto que, em
base a técnica de regressdo linear, observaremos o nimero méaximo de receptores pela
extrapolacéo da reta, a qual interceptard com o eixo das abscissas; enquanto que, com a derivada

da reta obtém-se a afinidade do receptor pelo horménio.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho visa avaliar a influéncia da tiroxina (T4) sobre a regulacdo do
horménio gonadal e modulacdo dos receptores de hCG e LH a nivel testicular de ratos

prematuros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir o hipertireoidismo com tiroxina em ratos;

e Prematuros sexualmente, em periodos diferentes de tratamento;

e Avaliar as altera¢6es do peso corporal com tiroxina em ratos prematuros;

e Determinar a concentracdo de testosterona a nivel sérico e no fluido intersticial
testicular;

e Determinar a constante de afinidade (Ka) e o nimero de receptores de LH, e avaliar o

deslocamento de hCG em homogeneizado testicular, apos 20 dias de tratamento.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Materiais Diversos

- Acido cloridrico, Vetec, Brasil

- Carbonato de sodio, Vetec, Brasil

- Citrato de sodio Tribasico P.A., Vetec, Brasil

- Cloreto de sddio, Merck, Brasil

- Cloroformio, Merck, Brasil

- Eter Etilico P.A., Vetec, Brasil

- GammaCoat M ['?°] ] Testosterone Radioimmunoassay Kit, ICN
- GammaCoat M [*?°1 ] hCG radioimmunoassay Kit, ICN
- GammaCoat M [*?°1 ] LH radioimmunoassay Kit, ICN

- Hidroxido de sddio P.A, Vetec, Brasil

- Reativo de Follin - Reagente de Fenol, Merck, Brasil

- Sulfato de cobre 11 P. A., Vetec, Brasil

- Tartarato de sodio P. A., Vetec, Brasil

- Tiroxina Sédica, Aché, Brasil.

- Tris (hidroximetil) aminometano, Merck, Alemanha

3.1.2 Aparelhos diversos

- Agitador Magnético, Fisatom, Brasil

- Balancga de Preciséo, Mettler, Suica

- Banho maria, Dubnoff MAQ93, Marconi, Brasil

- Centrifuga Refrigerada, Heraeus Christ, Germany

- Centrifuga Refrigerada, Sorvall, U.S.A.

- Contador de Cintilagdo Gama, Mini-Instrumentos Ltd
- Espectrofotdmetro Gehaka G 3410, Brasil.

3.2 Métodos

3.2.1 Animais

29
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Foram utilizados ratos Wistar jovens de 22 dias de vida, machos, pesando 80g,
procedentes do biotério do Departamento de Biofisica do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
UFPE. Foram mantidos em gaiolas apropriadas em numero de 05(cinco), receberam
diariamente, agua e alimentacdo do tipo racdo comercial para roedores, iluminacao artificial,

ciclo claro e escuro de 12/12 horas, e temperatura ambiente variando de 27-30°C.

3.2.2 Procedimento Experimental
A tiroxina foi administrada em ratos machos jovens na dose de 21g/100g peso corpéreo

por dia, por via intraperitoneal (ip), com doses consecutivas durante periodos de 5,10,15 e 20
dias de tratamento. ApoOs cada periodo de administracdo, os animais foram submetidos ao
repouso por um tempo de dois dias antes do sacrificio.

Os grupos controle receberam solucéo salina, via ip e foram sacrificados dois dias depois
da Gltima dose. Os animais foram pesados diariamente a cada tratamento.

Apds cada periodo de tratamento, os animais foram anestesiados com éter, 0 sangue
coletado por puncgdo cardiaca para obtengdo do soro, e em seguida foram sacrificados. Os
testiculos foram retirados, lavados, dissecados e pesados, como observado no Esquema 1.



TRATAMENTO ANIMAL

CONTROLE <

y

Via i.p.

SALINA O,9%

ESQUEMA 1

—> TIROXINA

\l/ 20 ug/kg
5, 10, 15, 20 DIAS

ANIMAIS PESADOS

REPOUSO - 2 DIAS

SACRIFICIO
\[, RETIRADA DOS
TESTICULOS
OBTENCAO DO ¢
SORO
¢ COLETA DOFIT
DOSAGEM DE
TESTOSTERONA POR
RIE

3.2.3 Determinagéo do Fluido Intersticial Testicular
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Os testiculos foram lavados com solucgéo salina, e posteriormente dissecados e pesados.

A obtencéo do Fluido Intersticial Testicular (FIT) do grupo controle e tratado, foi realizado com

uma incisdo na porcdo caudal da cépsula testicular, e suspensdo dos testiculos em tubos de

ensaio de 3 ml, onde se permite que o FIT drene por ajuda da forca gravitacional, do espaco

linfatico intersticial para o fundo do tubo, durante 18 horas a 4°C para posterior determinagio
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da dosagem de testosterona. Foram utilizados dois tubos de ensaio por animal, um para o

testiculo direito, e o outro para testiculo esquerdo (Esquema 2).

ESQUEMA 2

COLETA DO FLUIDO INTERSTICIAL TESTICULAR (FIT)

CONTROLE| <— " —> [ TIROXINA
\ e \
Via i.p.
SALINA 0,9% \l/ 20 ng/kg
SACRIFICIO

V

TESTICULOS REMOVIDOS

FIT
18 hs, 4°C,

v

DOSAGEM DE
TESTOSTERONA POR
RIE
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3.2.4 Determinacéo da Testosterona por Radioimunoensaio (RIE)

O procedimento do kit Gamma Coat M Testosterona para a determinacdo de
testosterona, € um ensaio competitivo no qual é formado inteiramente em fase solida; competem
com tracador testosterona para um numero limitado de sitios de ligacdo do anticorpo
imobilizado na parede abaixo do tubo Gamma Coat.

Para o procedimento de dosagem de testosterona, recomenda-se 0 uso de reagentes
deaerados e a temperatura ambiente.

O experimento foi realizado em tubos contendo Gamma Coat Testosterona devidamente
marcados e em duplicatas.

Para cada tubo foi adicionado concentracGes diferentes de Testosterona da curva padréo
nas concentragdes de 0,2-20 ng/ml. Em seguida foi adicionado %°|-testosterona com atividade
especifica de 1000 uCi/ug/500ml. (Figura A).

A incubagc&o foi realizada por um periodo de 120 minutos a 37°C em banho maria. No
final da incubacdo, os tubos foram decantados e todo liquido removido. Ap6s o procedimento,
os tubos foram levados para o Contador de Cintilagdo Gama.

Os resultados foram determinados através da curva padrdo por interpolacdo em relagédo
com a contagem B/Bo % em funcéo da concentracéo de testosterona total (abcissa), em grafico
semilogaritmo. As amostras foram determinadas através das curvas padrdes (Obregon e cols,
1978; Van Doorn e cols, 1983). (Figura A).

Figura A: Curva Padréo representativa da determinacao dos niveis séricos de testosterona total.
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3.2.5 Dosagem de proteinas

As concentragdes de proteinas nos testiculos foram determinadas através de dosagem
protéica segundo o método de Lowry et al (1951), baseado numa primeira reacédo de formacao
de complexos entre as moléculas de proteinas e os ions de cobre em meio alcalino, e Segunda
reacdo de reducdo de reagentes fosfomolibdico-fosfotungstico (reativo de Folin pelas proteinas

complexadas com cobre, produzindo uma coloracgdo azul.

3.2.6 Homogeneizacao do tecido testicular

Os testiculos foram homogeneizados com tampao Tris-HCI 10mM na presenca de
sacarose 0,3 M a temperatura de 4°C, pH 7,4.

O homogeneizado foi entdo centrifugado a 1000g a 4°C por 15 minutos, e em seguida o
precipitado foi descartado e o sobrenadante recentrifugado a 10.000g & 4°C por 30 minutos. O

precipitado foi ressuspenso em tampdo tris-HCI 10mM pH 7.4 com MgCl> IMm (Esquema 3).



ESQUEMA 3

HOMOGENEIZACAO CELULAR DE TESTICULOS

CONTROLE < N TIROXINA
é‘%\
Via i.p.
SALINA 0,9% 20 ng/kg

!

TESTICULO HOMOGENEIZADO

TAMPAO TRIS-HCI 10 mM — SACAROSE

!

CENTRIFUGADO
1000 g, 4° ¢, 15 min.

SOBRENADANTE PRECIPITADO
RECENTRIFUGADO DESCARTADO
1000 g, 4° C, 30 min.

|

PRECIPITADO
RESSUSPENDIDO EM
TAMPAOQ TRIS-HCI-10mM-
ImM MgCl, —pH=7.4
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3.2.6.1 Determinacdo da capacidade de ligagdo do LH a nivel testicular

No estudo do receptor de LH foi utilizado *°I-LH biologicamente ativo, deste modo os
parametros de ligacdo droga-receptor foram determinados atraves da analise de Scatchard
(SCATCHARD, 1949).

Todo o experimento foi realizado utilizando-se a curva de saturagdo, a fim de
determinar, no homogeneizado celular testicular, a ligacdo total (Bt) de LH marcado e a ligagéo
ndo especifica (Bns) utilizando-se um excesso de 1000 vezes de LH frio (ndo marcado) para
obter o deslocamento de LH marcado.

O complexo droga receptor marcado foi separado por centrifugacdo a 3000 g durante
15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi aspirado e em seguida a radioatividade foi contada em
contador gama (y). Obtém-se assim, a ligacdo total e a ligagdo ndo especifica, com isto, pode-
se calcular a ligacao especifica que é obtida por diferenca da ligagcdo ndo especifica da ligacéo

total de cada quantidade utilizada de LH marcado.

3.2.6.2 Anélise de Scatchard

A andlise de Scatchard foi realizada através da obtencdo das curvas de saturacao,
incubando concentracbes crescentes de LH, variando de 10 a 70 pmol, em presenca de
concentracdo fixa de 3,50 mg/ml de proteina do homogeneizado celular testicular.

A reacdo foi realizada durante 60 minutos ao equilibrio, a uma temperatura de 25°C,
com um volume final de 500ul da solugdo tamp&@o em presenca de 0,1% de B.S.A. Todo
procedimento experimental foi realizado como apresentado anteriormente (Item 3.2.6).

Através das curvas de saturacdo foram construidas as curvas de andlise de Scatchard,
considerando a concentracdo LH ndo ligada ou livre (F) e a capacidade especifica (B) de cada
concentracdo utilizada. A relacdo na ordenada representa a ligacao especifica (B) sobre LH
livre (F), ou seja B/F; e na abscissa, a capacidade de ligacdo especifica (B) em fmol/mg de
proteina. Com essa curva obtém-se a constante de afinidade (Ka) através da relacdo entre os
valores de intersecdo da inclinacdo da reta na ordenada (B/F) com a abscissa (Bmax. Deste
modo, 0 nimero méaximo de receptores de LH é obtido através da intersecdo da inclina¢do da

reta na abscissa. (Bmax).
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3.2.6.3 Curva de deslocamento

O homogeneizado celular testicular foi incubado em uma concentragéo fixa de proteina
(3,52 mg/ml) por 60 minutos com uma concentragio também fixa de *?°I-hCG de 18 nM. As
ligacOes especificas foram obtidas utilizando-se o hCG frio em concentracfes crescentes,
variando de 2 a 30 mUI/ml. A curva de deslocamento do *?°I-hCG representa o percentual da
ligagdo total, em relacdo a ligacdo ndo especifica.

3.2.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média (£) erro padrdo em cada grupo de controle e
tratado. Para a analise dos resultados foi avaliado o nivel de significancia através do teste de
Student (teste “t”), considerando-se o nivel da significancia de p <0,05, para todos 0s grupos

tratados.
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4 RESULTADOS
4.1 Efeitos da tiroxina sobre o peso corporal

Pode-se observar, na figura 1, a variacdo do peso corporal entre 0s ratos prematuros
controle e tratados com tiroxina durante os periodos de 5, 10, 15 e 20 dias. Verifica-se que a
diferenca do peso corporal dos tratados com tiroxina é de mais 20,27,26 e 30 %
respectivamente, em relacdo ao percentual dos ratos controles, sendo esta diferencga

estatisticamente significativa.

Figura 1 - Determinagdo do peso corporal (g) de ratos controle e ap6s o tratamento com a
tiroxina, em 5, 10, 15 e 20 dias. Os valores dos resultados sdo as médias de 10 animais por grupo

de experimentos realizados (p<0,05).
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4.2- Efeitos da tiroxina sobre o0 peso testicular em ratos prematuros

A figura 2 mostra que o tratamento com tiroxina em ratos prematuros aumenta o peso
testicular de mais 57 e 41,23 % em relagdo ao percentual controle, nos dias 15 e 20 de
tratamento, respectivamente, (p<0,05). Estes resultados foram determinados com o somatorio
dos pesos dos testiculos direito e esquerdo. Entretanto, a diferenca entre o peso testicular direito

e esquerdo né&o foram observados alteracgdes significativas, tanto no grupo controle como no
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grupo tratado. Porém, os animais tratados com tiroxina, o peso testicular apresenta uma
diferenca significativa sobre os valores avaliados em cada periodo de tratamento em relagdo

aos pesos testiculares de animais controle, como observado na figura 3.

Figura 2 - Determinacdo do peso testicular (g) de ratos do grupo controle e
apos tratamento com a tiroxina, em 5, 10, 15 e 20 dias.
Os resultados sdo as médias de 10 animais por
grupo de experimentos realizados. (p<0,05).
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Figura 3A - A curva representa a agdo da tiroxina sobre o peso testicular (g). Os valores séo as
diferencas das médias do peso testicular controle vs tratado (tiroxina).
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Figura 3B - Determinacéo do indice de relacdo peso corporal vs peso testicular, em funcéo do tempo
de tratamento (dias).
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4.3 Efeito do tratamento da tiroxina sobre a concentracao sérica de testosterona.

A figura 4, relacionando o aumento da massa corporea e testicular, em funcdo do
periodo de tratamento, se faz necessario verificar os niveis séricos de testosterona. Nos ratos
controle os niveis séricos de testosterona ndo promoveram modificacdes significativas em
funcdo do tempo de tratamento, entretanto, a tiroxina aumentou os niveis séricos de
testosterona, de maneira altamente significativa, como observado na figura 4. Este resultado
mostra que a administracdo de tiroxina durante 20 dias de tratamento, 0s niveis séricos de
testosterona encontram-se nas concentracdes de 5,9 pg/ml. Observa-se um aumento linear, em

relacdo ao tempo de tratamento, com uma regresséo linear de R? = 0,987.

Figura 4 - Concentracdes séricas de testosterona nos animais do grupo controle, e apds tratamento com
tiroxina, em 5, 10, 15 e 20 dias de tratamento. Os resultados sdo médias de 10 animais por
grupo de experimentos realizados, + erro padrbes (p<0,05).
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4.4 Efeito do tratamento com a tiroxina sobre os niveis de testosterona no fluido
intersticial testicular

A figura 5 mostra que a tiroxina administrada em ratos prematuros por 5, 10, 15 e 20
dias consecutivos, observa-se um aumento dos niveis de testosterona presente no fluido
intersticial testicular, podendo verificar
que nos ratos controle, os niveis de testosterona estdo em baixas concentra¢fes, na ordem de
0,5ug/ml, apresentando um leve aumento, observando um aumento linear nos niveis de

testosterona do FIT, nos animais tratados com tiroxina.

Figura 5 — Determinag&o de testosterona no FIT do grupos controle e dos animais tratados com
a tiroxina, em 5, 10, 15 e 20 dias de tratamento. Os valores dos resultados sdo as médias de 10
animais por grupo de experimentos realizados, + os erros padrbes (p<0,05).
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s Tratado
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4.5 Estudo de receptores de LH a nivel testicular

As figuras 6A e 6B, mostram que a capacidade de ligagdo de '?°I-LH em homogeneizado
celular testicular promove alteragdes apos 20 dias de tratamento com tiroxina Na analise de
Scatchard pode-se verificar que a constante de afinidade (Ka) é da ordem de grandeza de 10°

M, e 0 nlmero méaximo de receptores (Bmax) corresponde a 155 fmol/mg de proteina para o
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controle e 112 fmol/mg de proteina na presenca de tiroxina, resultados obtidos em condicoes
de equilibrio.

Figura 6A - Curva representativa da analise de Scatchard de saturacéo ?°I-LH-receptor em
homogeneizado testicular de ratos controle.
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Figura 6B — Curva representativa da analise de Scatchard de saturacéo %°I-LH-receptor em
homogeneizado testicular de ratos tratados com tiroxina
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4.6 Curva de Deslocamento da ligagéo %I - hCG

0 12°| - hCG é capaz de deslocar o hCG frio (ndo marcado) na concentragdo de 101 M,
em receptores a nivel de homogeneizado celular testicular de ratos prematuros. Os resultados
indicam que a tiroxina altera o deslocamento do hCG marcado, e que 50 % da ligacéo especifica
do horménio marcado € na ordem de 94 pMol do hCG frio, como pode ser observado na figura
7B. A figura 7A demonstra que o hCG frio, na concentragdo de 100 pMol desloca 19,68% da
ligacdo total nos animais controle, ndo sendo observados nos animais tratados com tiroxina. Os

resultados sao expressos em 100 % da ligacgéo total.

Figura 7A- Curva de deslocamento do complexo 2°I-hCG-receptor pelo hCG ndo marcado em
homogeneizado celular testicular de ratos controle prematuros.
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Figura 7B - Curva de deslocamento do complexo ?°I-hCG receptor pelo hCG ndo marcado em
homogeneizado celular testicular de ratos tratados com tiroxina prematuros.

% DE LIGACAO ESPECIFICA 125--hCG

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

A\ ‘

10 100

(hCG) pMol

45



46

5 DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que no tratamento com hormonio tireoidiano (tiroxina) em
ratos jovens de 22 dias, machos, foram verificadas alteracbes metabolicas a nivel do sistema
reprodutor animal. Consequentemente, a tiroxina, no aspecto fisioldgico, possivelmente ndo
induz o hipertireoidismo em ratos normais.

Os resultados deste trabalho mostram que a tiroxina altera o peso corporal de ratos
prematuros tratados por diversos periodos, como também modificando a massa testicular. Estes
trabalhos estdo correlatos com os de Cooke et al (1984), demonstrando que o crescimento do
rato comeca duas semanas pés parto na dependéncia dos horménios tireoidianos, de maneira
que a tiroxina exdgena altera o desenvolvimento corporal ap6s os vinte e dois dias de vida.
Lima Filho (1995), e Camara (1997) demonstraram que a tiroxina em ratos eutireoideus,
elevam os niveis de T4 entre 0 segundo e quarto dia de tratamento, ndo induzindo o
hipertireoidismo, aumentando o peso corporal de mais 12,3%. Conforme relatos de Cook et al
(1984), a tiroxina é capaz de induzir o hipertireoidismo, aumentando os niveis de receptores -
adrenérgicos, ou modificando o metabolismo de T4 total em ratos. Este efeito da tiroxina pode
ser explicado pela concentracdo dos niveis de T4 nas primeiras semanas pos natal, e que neste
periodo, a concentracdo de TSH no soro e na hipofise aumentam a niveis maximos no fim da
primeira semana pdés-natal, e os niveis hormonais mantém-se elevados até o final da terceira
semana pos-natal (DUSSAULT e LABRIE, 1975).

Dubois e Dussault (1977) afirmam que o periodo neonatal de ratos é caracterizado por um
aumento do TRH hipotalamico, enquanto o TSH encontra-se em niveis elevados entre 0 12° e
0 24° dias de vida, entretanto, a concentragdo de T ¢ elevada entre o 12° e 22° dias de vida.

Outros efeitos observados é que a tiroxina administrada em ratas prenhas promove
alteracBes nos niveis séricos de Tz e T4 dos filhotes de 25 e 30 dias de vida, mostrando que estes
apresentam uma reducéo dos niveis séricos de T, total, e modificando o peso corporal de ratos
de 5 a 30 dias de vida (SILVEIRA, 1996).

Fishier e Klein (1981) verificaram que o Tz estimula a sintese do hormonio do crescimento
durante as primeiras trés semanas em ratos neonatos, 0 mesmo acontece com ratos adultos em
doses similares. O T3 age sobre 0 hormonio do crescimento(GH), TSH e receptor de T3, no qual
atuam sobre a atividade da deiodinase durante o desenvolvimento da hipdfise do rato.

Imediatamente apos 0 nascimento e durante o periodo pds-natal, a atividade da 5’-deiodinase
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Il estd sob o controle dos horménios tireoidianos, como ocorre nos animais adultos
(RODRIGUEZ GARCIA, 1995).

O papel dos horménios tireoidianos no crescimento da espécie animal é bastante
estudada, considerando que os niveis de Ts e T4 teciduais séo afetados por fatores fisiologicos,
como estdgios de desenvolvimento, idade pds-natal e sexo (ESCOBAR e MORREALE ,
1994) , e em geral, o crescimento de mamiferos jovens requer o horménio tireoidiano. Porém,
algumas evidéncias indicam que o0s ratos neonatais e prematuros ndo sdo dependentes destes
horménios para o crescimento (GLASSCOCK e NICOLL, 1981).

A terapia de reposi¢do combinada de T3 e T4 em doses fisioldgicas no animal (ratos
normais), pode restaurar completamente o eutireoidismo em ratos tireoidectomizados
((ESCOBAR e MORREALE, 1996).

Outras observacdes neste trabalho sugerem que a tiroxina administrada, em ratos jovens,
por um periodo de 5-20 dias (tempo dependente), apresentam alteragdes a nivel testicular,
acarretando um aumento de niveis séricos de testosterona. Possivelmente, estas modificacGes
podem comprometer o eixo gonadal, influenciando nos niveis de LH e de FSH, a nivel
hipofisario. Este resultado pode relacionar-se com o0s aspectos endocrinos e paracrinos, a nivel
celular.

Estas observacOes relevam o efeito da tiroxina, alterando os niveis séricos de
testosterona, apresentando uma acdo especifica na massa testicular, e que ap6s 10 dias de
tratamento, verifica-se um aumento na relacdo do indice peso testicular/peso corporal,
correlacionando possivelmente com a concentracdo de T4 e Tz nos tecidos. Como descreve
Schroder Van Der Elster et al (1990), demonstraram que o T3 total tecidual é formado do T3
plasmaético e do T3 produzido nos tecidos, nestas condi¢des a conversédo local ocorre no figado,
cérebro, cerebelo, tecido adiposo marron, rins, hipofise e testiculos. Durante o hipotireoidismo
e hipertireoidismo, o Tz tecidual € monitorado pela converséo local.

Alguns relatos mostram que drogas antitireoidianas, como o PTU, causam um aumento
de tamanho do testiculo em ratos adultos (VAN HAASTER, 1992), no entanto, Cooke e
Meisami (1991) observaram que 0 aumento do peso testicular de ratos adultos, apés tratamento
com PTU durante a vida neonatal, resulta em um hipotireoidismo transitério, retornando ao
eutireoidismo, podendo afetar diretamente o testiculo, ou causar mudangas nos niveis
hipotaldmicos e hipofisarios, pelo aumento da secre¢do de TSH.

Relatos sugeridos por Kirby at al (1992) verificaram que no tratamento com PTU em

ratos neonatos, ocorre uma supressdo das gonadotrofinas, e apos a retirada do medicamento,
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tém-se um processo de compensacao e recuperacao da funcdo hipofisaria, acelerando a funcéo
testicular. O desenvolvimento da funcdo testicular das células de Leydig depende
primariamente da secre¢do hipofisaria do LH, e varias evidéncias indicam que as células de
Leydig controlam localmente 0 mecanismo paracrino e autocrino (ZHAI at al, 1996).

Mais tarde foi relatado por Majdic at al (1997), que em testiculos de ratos existia um
fator imunorreativo nas células de Leydig do tipo B inibina/activina, sugerindo a participacdo
na regulacdo autocrina e paracrina nos estagios de desenvolvimento.

Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo de T4 pelos tecidos periféricos em
ratos prematuros, pode contribuir para a ativacdo da enzima 5 -deiodinase. A reducéo do Ts
pode resultar no aumento da atividade da 5’-deiodinase, e parece ser um mecanismo mais
efetivo durante o periodo neonato, segundo relato feito por Obregon at al, (1984). Entretanto,
os trabalhos de Cheron at al (1980) afirmam que a concentracdo de T4 aumenta em ratos com
deficiéncia de selénio somente depois da segunda semana de vida. A concentracao fisioldgica
normal no periodo pos-natal aumenta 12 vezes os niveis de Tz observados na deficiéncia de
selénio. Estes fatos marcam uma diminuicdo da atividade da deiodinase tipo I no figado e no
cérebro, e na atividade da 5’- deiodinase tipo Il nas células adiposas marrons, sugerindo que a
conversdo de T4 em Tz pelos tecidos periféricos ndo podem ser maiores do que a fonte de Tz no
neonato. E também possivel que os niveis de T3 sejam altos no neonato e que devido ao processo
patoldgico estimule a 5’-deiodinase nas células adiposas marrons. Portanto, Jennings at al
(1984) mostram que existe uma diferenca na producdo hepatica de Tz pelo figado perfundido
em ratos hipotireoideus, hipertireoideu e eutireoideus, e esta diferenca na producéo de T3 resulta
na diferenca da taxa de conversédo fracional de T4 para T3, indicando que a administracdo de
tiroxina exerce um efeito estimulatorio sobre a atividade da 5’-deiodinase.

O relevante deste trabalho esta em determinar modificacbes nas concentracfes
hormonais no FIT de ratos jovens ap6s tratamento com tiroxina, verificando um aumento de
testosterona em relacéo ao periodo de tratamento.

Hedge at al (1990) mostraram a existéncia de um fator estimulador da esteroidogénese
em ratos adultos normais, presente no FIT, em concentragdes mais elevadas do que no soro.
Este fator apresenta-se aumentado apds uma disfungéo testicular das células de Sertoli em ratos
adultos e imaturos, podendo potencializar a estimulacdo do hCG, produzindo testosterona pelas
ceélulas de Leydig.

O propranolol aumenta os niveis de testosterona no FIT, promovendo uma diminuigo

da gonadotrofina coribnica (MARTINS at al, 1996). Entretanto, o propranolol quando



49

administrado em ratos adultos ndo modifica os niveis de T4, permanecendo niveis normais
(CAMARA, 1997).

Setchell e Sharp (1981) mostraram que a injecdo de hCG promove um aumento de
testosterona no FIT, devido a permeabilidade capilar ser um fator primario para a formacéo do
mesmo.

Outros relatos que podem ser demonstrados neste trabalho, indicam que a tiroxina,
qguando administrada durante 20 dias consecutivos, reduz os niveis de receptores de LH, em
relacdo aos niveis de receptores controle. Observa-se que o tratamento com a tiroxina modifica
a capacidade de ligacao especifica do hCG frio na concentracdo de 100 pMol. Isto mostra que
a tiroxina promove uma sensibilidade a nivel de receptores de LH.

A estimulacdo de hCG aumenta a quantidade de receptores de LH em sua capacidade
de produzir testosterona. No entanto, altas doses de LH/hCG resulta em menos receptores de
LH, bloqueando a 17-hidroxilase/C 17-20 liase em ratos adultos (PIRJO PAKARINEU,
1990).

Hedger at al (1990) afirmam que o LH/hCG induz uma répida desensitizacdo de
receptores de LH e uma menor atividade do sistema adenil ciclase em células de Leydig, In vivo
e Inviro.

Maines at al (1990) observaram que a capacidade de ligagdo especifica de LH em
testiculo de ratos é na ordem de 63 fmoles e que o tratamento com cis-platina modifica esta
capacidade de ligacéo.

A presenca de receptores de hCG em homogeneizado testicular, apresenta uma
constante de afinidade na ordem de 0,24 x 10° MY, valores semelhantes ao LH, com
caracteristicas de especificidade e alta afinidade, resultados correlatos com os observados neste
trabalho, uma vez que a constante de afinidade apresenta a mesma ordem de grandeza.
(DUFAU at al, 1973).

Panno at al (1986) sugerem que o0s hormonios tireoidianos promovem uma
dessensibilizacéo de receptores estrogénicos e uma sensibilizacdo de receptores androgénicos
em células de Sertoli de animais prematuros. O efeito estimulatério de Tz por si s6 sobre 0s
receptores androgénicos podem influenciar as respostas androgénicas das células de Sertoli,
durante a espermatogénese.

Palmero at al (1993) demonstraram que a administracdo de Tz é capaz de reduzir os
receptores estrogénicos em ratos hipotireoideus de 2 e 3 semanas de idade. Entretanto, o

hipotireoidismo induzido promove uma acentuada inibi¢do de aromatase.
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Considerando 0 exposto, a tiroxina exdgena com atividade farmacoldgica e
biologicamente ativa promove modificagbes somaticas em animais prematuros, alterando o0s
niveis de hormonios sexuais masculinos, e possivelmente é capaz de modificar o processo da
espermatogénese a nivel celular.

O horménio tireoidiano T3 facilita o processo funcional de maturacéo das células de
Sertoli, podendo envolver a produgdo de estradiol, como também o nimero de receptores

estrogénicos.



6 CONCLUSOES

Baseados nestes resultados, podemos concluir que a tiroxina:

- Durante a fase prematura, altera o0 metabolismo basal.

- E capaz de modular os niveis séricos de testosterona.

- A nivel celular, controla a secrecao de testosterona no fluido intersticial
testicular (FIT).

- Modifica a capacidade de ligacdo especifica, tanto para receptores de LH,

como para receptores de hCG.
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