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RESUMO

Os hormoénios tireoideanos (HT) tém um importante efeito no crescimento,
diferenciacdo e metabolismo celular. Eles se ligam ao receptor do hormonio
tireoideano (TR), que pertence a superfamilia dos receptores nucleares. Devido a
localizagdo intracelular do TR, a acdo de HT requer seu transporte do
compartimento extracelular para dentro das células-alvo. Tem-se tornado cada vez
mais claro que o influxo e efluxo celular de HT sdo mediados por transportadores e
também que sdo estereoespecificos e dependentes de energia. Mecanismos de
regulacdo do transporte de HT em diferentes tecidos e o impacto em doencas
tireoideanas e n&ao-tireocideanas nestes processos nao estdo completamente
compreendidas. Pacientes hipotireoideos e hipertireoideos primarios apresentam
alteracdes na sintese e secrecdo de HT, mas alteragdes no transporte foram pouco
investigadas. O influxo e efluxo foram investigados em eritrocitos de 9 pacientes
hipotireoideos, 14 pacientes hipertireoideos e 9 individuos normais (grupo controle).
O influxo de **°I-T; e '®I-T, foi significativamente diminuido em eritrécitos de
pacientes hipotireocideos em 1 e 5 minutos. Nenhum aumento estatisticamente
significante, até 10 minutos de influxo, foi observado eritrécitos de pacientes
hipertireoideos comparados ao controle. O efluxo de '*I-T; em eritrécitos de
pacientes hipotireoideos foi reduzido, e nos eritrécitos de pacientes hipertireoideos
foi aumentado, quando comparados ao controle. O efluxo de *?°I-T, foi reduzido em
eritrécitos de pacientes hipotireoideos em 5 minutos, e nenhuma alteracdo foi
observada no efluxo em eritrécitos de pacientes hipertireoideos comparado ao
controle. Eutireoidismo resultante do tratamento de pacientes hipertireoidos com
radioiodo (**!1) reduziu o influxo de **I-T5 e **°I-T, nos eritrécitos. O efluxo de **°I-T;
foi significantemente reduzido em 30 minutos, mas ndo alterou 0 remanescente
intracelular de '?°I-T;. O efluxo de ?°I-T, foi também reduzido. Eritrécitos de
pacientes hipertireoideos masculinos e femininos mostraram diferencas no
transporte de HT. O influxo de *?°I-T; em eritrcitos de pacientes hipertireoideas
antes do tratamento e de controles femininos foi aumentado quando comparado ao
transporte em eritrocitos de pacientes hipertireoideos e controle masculino, mas
nenhuma diferenca entre os géneros foi observada em pacientes hipertireoideos
apés o tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos quando '*°I-T, foi
estudado, e neste caso diferencas entre os géneros foram mais marcantes. Os
efluxos de '*°I-T; e '®I-T, em eritrécitos foram reduzidos em mulheres e
aumentados em homens controles e pacientes hipetireoideos apos o tratamento.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a disfuncéo tireoideana esta
associada com alteracdes no transporte de HT em eritrocitos. Entretanto, os
mecanismos envolvidos nestas alteracfes e seu significado fisiol6égico necessitam
ser definidos. E importante notar que estas alteracées podem refletir a dinamica do
influxo e efluxo em outros tecidos, assim, pode-se sugerir que ha diferencas nos
sistemas de transporte de HT.

Palavras-chave: Transporte de hormonio tireoideano. Hipertireoidismo.
Hipotireoidismao.



ABSTRACT

Thyroid hormones (THs) have important effects on cellular growth,
differentiation and metabolism. They bind to thyroid hormone receptors (TRs), which
belong to the nuclear hormone receptor superfamily. Because TRs are located
intracellularly, TH action requires its transport from the extracellular compartment
into target cells. It has become increasingly clear that cellular influx and also efflux of
TH is mediated by transporters, and also that it is ligand-specific and energy-
dependent. Mechanisms regulating TH uptake into different tissues and the impact of
thyroidal and nonthyroidal diseases in this process are not fully understood. Patients
with primary hypo and hyperthyroidism show abnormalities in TH synthesis and
secretion, but changes in TH transport have not been investigated so far. TH influx
and efflux were investigated in erythrocytes from 9 hypothyroid patients, 14
hyperthyroid patients and 9 euthyroid volunteers (controls). **°I-T e **I-T, influx was
significantly reduced in erythrocytes from hypothyroid patients at 1 and 5 minutes,
whereas a non significant increase at 10 minutes was observed in erythrocytes from
hyperthyroid patients compared to controls. '#I-T; efflux from erythrocytes of
hypothyroid patients was reduced, and that from erythrocytes of hyperthyroid
patients was increased compared to controls. #I-T, efflux was reduced in
erythrocytes from hypothyroid patients at 5 minutes, and no change was seen in
erythrocytes from hyperthyroid patients compared to controls. Euthyroidism resulting
from treatment of hyperthyroid patients with radioiodine (**'1) reduced **I-T3 and *#I-
T, influx into erythrocytes. *?°I-T; efflux was significantly reduced at 30 minutes, but
there was no change in intracellular **I-T; remnant. *?°I-T, efflux was also reduced.
Erythrocytes from male and female patients showed differences in TH transport. *#|-
T3 influx into erythrocytes from female hyperthyroid patients before treatment and
from female controls was increased compared to erythrocytes from hyperthyroid and
control males, but no gender difference was seen between hyperthyroid patients
after treatment. Similar results were obtained when *?°I-T, was studied, and in this
case gender differences were even more marked. *°I-T; e *°I-T, efflux from
erythrocytes was reduced in female and increased in male controls and hyperthyroid
patients. Taken together, these results suggest thyroid dysfunction is associated with
changes in TH transport in erythrocytes. However, the mechanisms involved in these
changes and their physiological significance remain to be defined. It is also important
to note that these changes may not reflect TH uptake and efflux dynamics in other
tissues, since tissue differences of the TH transport systems are suggested.

Key words: Thyroid hormone transport. Hypertiroidism. Hypotiroidism.
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1. Introducéo
1.1.Hormonios tireoideanos

Os horménios tireoideanos (HT) sao sintetizados pela glandula tiredide que
esta localizada no pescoc¢o, na face anterior da traquéia, entre a cartilagem cricoide
e o estreito supraesternal’. Microscopicamente a tireide apresenta foliculos em
forma de esferas ou acinos, cada um composto por uma Unica camada de células
em torno do lamen preenchido com colbide, constituido principalmente por
tiroglobulina (glicoproteina de 660 kDa) 2.

A captacao de iodeto plasmatico pela glandula tiredide € a primeira etapa da
sintese de HT quando, entdo, incorpora-se aos residuos de tirosina para em
seguida unir-se ao nucleo tirosil da tiroglobulina formando as iodotirosinas (3-
monoiodo-L-tirosina [MIT] e 3,5-diiodo-L-tirosina [DIT]). A sintese de tiroxina (T4)
exige a fusdo de duas moléculas de DIT para que seja produzida a estrutura
definitiva com dois anéis iodados, enquanto a sintese de triiodotironina (T3) da-se
com a juncdo de MIT e DIT>.

Os hormbnios tireoideanos, ligados as tiroglobulinas, permanecem
armazenados no coldide e, quando requisitados, sédo liberados como iodotironinas
hormonalmente ativas®. A glandula tiréide contém grandes quantidades de HT
armazenados que, desta forma, independente da necessidade de sintese imediata,
podem ser secretados mais rapidamente quando exigido, o que geralmente ocorre
apos bruscas alteracées hormonais?.

A glandula tiredide produz predominantemente o pré-hormonio T4, juntamente
com uma pequena quantidade de T3 - o horménio bioativo. A maioria do T3 é
produzida por desiodacdo enzimatica do anel externo (ORD) de T4, em tecidos
periféricos. Alternativamente, desiodacdo do anel interno (IRD) de T, produz o
metabdlito 3,3',5'-triiodotironina (T3 reverso [rT3]), que ndo tem atividade biol6gica
determinada. O restante do T, € metabolizado por diferentes vias identificadas por
conjugacao do grupo hidroxilfendlico ao sulfato ou ao acido glicurbnico. Estas
reacdes permitem aumento da solubilidade dos substratos e, deste modo, facilitam a
depuracao biliar ou excrecéo urinaria®”.

O T3 € metabolizado, em sua maior parte, por IRD e o rTs por ORD
produzindo, nos dois casos, 0 metabdlito 3,3’-diiodotironina (T,). Assim, ORD é

considerada um via de ativagdo e IRD de inativagdo. A bioviabilidade de HT é
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determinada, desta forma, por vérios fatores, incluindo a secrecao tireoideana de T,
e T3, a conversdo de T, em T3 por ORD e a inativacdo de T, e T3 por IRD®,

Apoés sua formacdo o HT €, por fim, liberado da glandula tireoideana por
endocitose permitindo sua passagem do coldide para o lumen folicular, processo
que é estimulado pelo horménio estimulante da tire6ide (TSH). As vesiculas
formadas fusionam-se aos lisossomos e a protedlise € catalisada pela catepsina. O
T4 e 0 T3 séo, entédo, liberados no interior das células da tiredide e por acdo do TSH
em receptores celulares atingem a circulacdo como pré-horménio ou como T°.

A taxa de producéo de T, exclusivamente produzida pela tiredide é de 80 a
100 mg (100 a 130 nmoles) por dia. Aproximadamente 10% de T, é degradada por
dia e cerca de 80% € desiodada, metade para formacdo de T3 e a outra metade
para formar rT;. O restante pode ser conjugado, desaminado e decarboxilado
formando o acido tetraiodotiroacético (Tetrac) ou ainda, clivado entre os dois anéis.
A conversao de T, em T3 em outros tecidos, que nao a glandula tiredide, leva a um
aumento em sua atividade bioldgica e é regulada, de modo que a producao de Tj
possa mudar independente de alteragdes na funcao hipdfise-tiredide. A producéo de
T3 € de 30 a 40 mg (45 a 60 nmoles) por dia, embora a producao extratireoidal seja
de cerca de 50 mg (75 nmoles), a maioria dos quais € intracelular. O T3 é
degradado, principalmente, por desiodacdo, muito mais rapidamente do que T4, em
torno de 75%, ja o rT3 € produzido de 30 a 40 mg (45 a 60 nmoles) por dia, quase
totalmente por desiodacéo extratiroidal de T, e é degradado ainda mais rapidamente
do que o T3, principalmente por desiodacédo’.

Desta forma, as transformacdes metabdlicas do HT nos tecidos periféricos
determinam seu potencial biolégico e regulacéo de seus efeitos celulares®®. Uma
grande variedade de iodotironinas e dos derivados metabdlicos circulam no plasma.
As concentracdes de T4 e T3 sdo constantes nos tecidos e podem variar de acordo
com a concentracao destes livres no plasma. Entretanto, a concentracéao de Ts livre
em diferentes tecidos varia de acordo com a quantidade de horménio transportado e
a atividade das desiodases no tecido. Em humanos com fungao tireoideana normal,
a maior parte do Tz circulante é derivada dos tecidos periféricos por
monodesiodacdo de T,. Como resultado, o impacto do HT plasmatico nos tecidos-
alvo ndo é o mesmo em todos os tecidos. No figado e no rim, por exemplo, a
saturagdo do receptor do hormonio tireoideano (TR) €, normalmente, de
aproximadamente 50% e no sistema nervoso central (SNC) de 95%.
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Adicionalmente, no tecido adiposo marrom (BAT) os niveis de atividade de D2 e
ocupacdo de TR sdo dinamicos e alteram de acordo com os requerimentos do
tecido. Em animais a temperatura ambiente a saturacdo do receptor é
aproximadamente 70% e aumenta para 100% durante exposi¢cao a temperatura de
4°C. Assim, diante da dindmica do metabolismo, o indice de reposicdo do T4
periférico é, normalmente, de 10% por dia e de T3 é de 65% por dia®.

Mais de 99,95% de T4 e 99,50% do T3 presentes no soro estdo associados,
de maneira firme, mas reversivel, a proteinas séricas de ligacdo (globulina ligante
de tiroxina (TBG), transtirretina (TTR), albumina e lipoproteinas®”. Na circulacdo
75% de T, esta associado a TBG, 5% a transtirretina (pré-albumina ligadora de T,),
12% a albumina e 3% a lipoproteinas. Em torno de 80% de T3 encontra-se ligado a
TBG, 15% a TTR e 5% a albumina®®.

A TBG é uma dglicoproteina de 54 kDa sintetizada pelo figado e sua
concentragcao sérica em individuos normais € de cerca de 1,5 mg/dL (0,27 mmol/L),
sendo capaz de transportar aproximadamente 20 mg de T4 (26 nmoles). Em torno
de /3 de TBG presente no soro esté ligado a T4, sendo que o sitio de ligacdo tem
uma afinidade 20 vezes maior do que para T3 ™°.

A proteina tetramérica TTR de 55 kDa é sintetizada também pelo figado.
Cada molécula de TTR conta com dois sitios de ligacdo ao T4, no entanto, a
ocupacdo de um destes sitios diminui a afinidade do segundo ao horménio. A
concentracdo sérica de TTR é de quase 25 mg/dL (4,6 mmol/L), uma quantidade
que pode unir-se a 200 mg de T, (260 nmoles)®. A TTR, secretada pelo plexo
cordide, foi identificada como uma proteina importante para a manutencéao de T4 no
fluido cerebroespinhal, prevenindo a perda do horménio para o sangue®’. Em
experimentos desenvolvidos em girinos, observou-se que as atividades de ligacéo
do HT em proteinas plasmaticas sofrem alteragdes durante metamorfose, sugerindo
um papel regulatério das mesmas™?.

A albumina por sua vez possui varios sitios de ligacdo ao T4, sendo um sitio
de ligacdo forte e outros mais fracos. Existem quatro isoformas de albuminas
transportadoras com diferentes afinidades para T4 e T3. Como apenas cerca de 12%
do T, esta ligado a albumina, alteracbes em suas concentra¢cdes séricas tém pouco
efeito sobre as concentracées de T,°. A afinidade de Ts e T4 pela albumina é muito
menor que por TBG ou TTR, mas altas concentracdes destas proteinas resultam em
uma taxa de ligacéo de até 10% destes horménios®°. Finalmente, T e T4 podem ser
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encontrados ligados a lipoproteinas, principalmente a apolipoproteina Al, um
componente de lipoproteinas de alta densidade®*3.

Devido a quantidade de HT presente no soro que esta ligada as proteinas
plasméticas, as mudancas nas concentracdes séricas destas proteinas,
especialmente TBG, tém grande efeito sobre o metabolismo e concentragcdes de T4
e T4

O HT esta envolvido na regulacdo da transcricdo de genes alvos®. O Ts
regula a expressdo nuclear de genes por sua ligacdo a TRa e TRB'. Os TR
reconhecem elementos tireoideanos especificos nos promotores dos genes- alvo e
ativam ou reprimem a transcricdo em resposta ao hormdnio. Assim, as acoes
nucleares do T3 sdo sensiveis aos inibidores da transcricdo e traducédo e tém a
laténcia de horas ou dias®. Os receptores nucleares apresentam caracteristicas
determinantes que estdo relacionadas a afinidade pelo T; e T4, aos tipos e
localizacdo dos receptores e a variabilidade de acéo tecidual. O T3 liga-se mais
avidamente que o T4 aos receptores nucleares e in vivo praticamente toda atividade
nuclear esta vinculada ao Ts;. Ha, ainda, uma variacdo nas respostas a partir da
ocupacdo dos receptores nucleares. Na hipdfise e coracdo ndo existe uma
correlagdo linear entre a crescente ocupacao dos TR e sua consequliente resposta,
enquanto que em outros tecidos a ocupacao de TR resulta em amplificacdo das
respostas, como no figado, na sintese de determinadas enzimas®.

A sintese e secrecdo dos HT pela glandula tiredide sdo reguladas por um
sistema de controle em feed back que envolve o eixo hipotalamo-pituitaria-tiredide
(eixo HTP) e sdo reguladas diretamente pelo TSH* (figura 1). O receptor de TSH
presente na membrana plasmatica corresponde a uma glicoproteina de 85 kDa. A
ligacdo do TSH aos seus receptores ativa a adenilciclase, aumentando a formacéo
de AMP ciclico (cAMP), que entdo aciona uma sequéncia de atividade de
quinases™. Portanto, o TSH é o regulador primério da liberacdo e secrecéo de HT
tendo um papel critico no crescimento e desenvolvimento da tireéide®.

O TSH, por sua vez, é estimulado pelo horménio liberador de tirotrofina
(TRH), que & um tripeptideo distribuido por toda area do hipotalamo, mas em maior
guantidade nos nudcleos paraventricular e eminéncia mediana. O TRH ¢é
metabolizado muito rapidamente, sua meia-vida plasmatica é de aproximadamente
trés minutos. O estimulo de TRH sobre a secrecdo de TSH ocorre pela ativagédo
mediada por receptor via fosfolipase C, o que estimula a mobilizacdo de calcio intra-
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Figura 1 — Controle da sintese e secrecdo de hormodnios tireoideanos por feed back positivo e
negativo.

celular. A estimulacdo cronica de TRH também aumenta a sintese e glicosilagdo do
TSH, aumentando desta forma a atividade biologica do TSH. A secrecédo de TRH é
pulsatil, assim como a secrecdo do TSH. Contudo, fora da tiredide, em diversos
outros 6rgdos, a regulacdo de T3 e T4 estd vinculada a alteragBes nutricionais,
hormonais e a fatores relacionados a algumas enfermidades, o que pode variar em
diferentes tecidos®.

Na tiredide, o mecanismo € extremamente sensivel a alteracdes na secrecao
de HT e nos tecidos periféricos. Mudancas no status do horménio prevém rapida
resposta disponibilizando HT presente na circulagdo. Assim, fisiologicamente, o TSH
produzido pelas células tirotroficas da hipdfise anterior liga-se a receptores
especificos nas células da tiredide e estimulam todas as etapas da sintese do T4 e
T3, bem como sua liberagao pela glandula®*.

Portanto, a sintese e a secrecao do TSH sdao influenciadas pelos HT (feed
back negativo) e pelo TRH (feed back positivo)* (figura 1). Como resultado deste
limitado controle na secrecdo de TSH, a secrecao de HT é mantida dentro de limites

muito estreitos. Uma excecao importante acontece quando a diminuicdo das
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concentracdes séricas de T3, de ocorréncia em pacientes com doenca nao-
tireoideana, evidencia pouco efeito sobre a secrecdo do TSH, provavelmente porque
0 T4 sérico contribui mais para o contetudo nuclear de T3 do hipotdlamo e a hipdfise
do que em muitos outros tecidos™®.

Embora sua atividade intranuclear seja evidente e alvo de interesse de varios
estudos, uma pesquisa demonstrando que alguns efeitos do HT ocorrem de maneira
muito rapida e ndo séo afetados quando tratados com inibidores de transcricdo ou
traducdo, sugerindo que os HT podem, também, mediar acdes ndo-gendmicas™.
Estas acdes requerem receptores de membrana plasmética ou receptores nucleares
localizados no citoplasma. O receptor de membrana plasmatica esta localizado na
proteina integrina a VA3, onde a afinidade de ligacdo é maior para T, que Ts''. Os
possiveis mecanismos de acéo descritos em alguns tecidos e tipos de células, por
exemplo, BAT, coracdo e pituitaria, incluem a regulacdo dos canais idnicos,
fosforilacéo oxidativa e transcricdo de genes mitocondriais e envolvem a geracéo de
mensageiros secundarios e induc¢do do célcio, CAMP e cascatas de sinalizacao
proteina quinase’*. Como em estado eutireoideo os niveis de HT sdo estaveis, estas
acOes nao genbmicas podem contribuir para indices de transcricdo basal de alguns
genes e eventos celulares, como a angiogénese e proliferagdo de células

cancerigenas®’.

1.2.lodotironinas selenodesiodases

A desiodacdo de T4 a T3 e outras iodotironinas € um componente funcional na
homeostase de HT (figura 2). Reacdo catalisada por trés enzimas, codificadas
separadamente por diferentes genes, a desiodacdo depende de sua ocorréncia na
posicdo 5 ou 5’ da molécula de iodotironina, ativando ou inativando esta classe de
compostos. Assim, juntamente com mecanismos de transporte que dirigem o fluxo
de HT dentro e fora da célula, as desiodases atuam como pré-receptores
influenciando atividades intra- e extracelulares nos niveis e agéo do horménio*®.

As trés isoenzimas desiodases até entdo identificadas sdo expressas em
tecidos especificos e reguladas pelo metabolismo, desta forma sdo capazes de
controlar localmente a producéao e degradacdo de T4 e T3 e de outras iodotironinas,
elas agem como “porta de entrada” para o acesso de T3 modulando localmente a

viabilidade do T, e outras iodotironinas para posterior interagcdo com alvos celulares

16



definidos™®. As desiodases também modulam o status tirecideano nos tecidos,
individualmente, em resposta a deficiéncia de iodo, hipotireodismo ou
hipertireoidismo®. Alguns tipos de células, onde ha auséncia na capacidade para o
ajuste fino no indice de ativagdo ou inativacéo de T, e T3, sdo menos afetadas, uma
vez que seu status poderd ser determinado pela concentracdo de T3 livre no
plasma. Por outro lado, em células que expressam D2 e/ou D3 as alteracfes na
atividade destas enzimas aliviam as flutuacbes em T4 e T3 plasmatico, constituindo
um potente mecanismo na homeostase tireoideana®.

A desiodase tipo 1 (D1) catalisa, preferencialmente, a reacdo de desiodacéo
de T, para T3 ou rT3 na posicdo 5 (anel externo) do anel fenélico, mas também
remove iodo da posicao 5 (anel interno) do anel tirosil produzindo 3,3’-diiodotironina
(3,3'-T>) a partir T3 ou rTs*"?%. Este mecanismo parece ser especialmente importante
na recuperacdo do iodo de metabdlitos inativos do HT como rT; e TsS*. A D1 é
uma proteina de meia-vida longa (>12 horas) e sua atividade € submetida a
inativacao induzida pelo substrato. Pode ser bloqueada pelo propiltiouracil (PTU) e é
expressa em varios tecidos de vertebrados, predominantemente, no figado e rim?.
Em ratos estdo presentes constitutivamente no figado, rim, sistema nervoso central
(SNC), pituitaria, glandula tiredide, intestino e placenta. Em humanos esta ausente
no SNC, mas presente no figado, rim, tireéide e pituitaria®®.

A D1 é uma proteina integral de membrana que contém selenocisteina e é
composta de duas subunidades homodiméricas®* com 12 amino&cidos no limen do
reticulo endoplasmatico (RE) e um dominio transmembrana Gnico®. Um estudo de
Gereben et al. (2008) indica que seu sitio ativo encontra-se no citosol*. De fato, D1
€ encontrada na porcao basolateral na membrana plasméatica de células epiteliais do
cortex, tiredide, em células da glia e em células HEK-293 transfectadas
expressando D1%. Embora com resultados de estudos conflitantes em sua posic&o,
mais recentemente foi mostrado com maior evidéncia que em humanos e ratos esta
posicionada na membrana, ndo como D2 que esta associada ao RE, mas a sua
localizac&do subcelular ndo foi completamente esclarecida®?>.

Assim, estudos topoldgicos definem que o sitio catalitico de D1 é citosolico e
sua localizacdo na membrana plasmatica pode ser vista como ponto de acesso ao
T3 e T4 circulante facilitando sua entrada e acdo enzimatica. Estudos com enzimas

recombinantes e enddgenas indicam que a reacao de desiodacao catalisada por D1
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conta com uma sequéncia com dois substratos: o primeiro é o proprio hormdnio -
iodotironinas - e o segundo é o co-fator intracelular endégeno tiol®.

Desiodase 1 apresenta mecanismos de regulacdo de sua sintese influenciados por
interagdes especificas como: a) HT induz ao aumento de atividade e de mRNA de
D1 em ratos, camundongos e humanos®; b) administracdo aguda de
glicocorticoides em humanos e ratos diminui a circulagdo de T3 a partir de Ty,
indicando que ha um bloqueio na conversdo. Recentes dados sugerem que 0S
glicocorticoides regulam o metabolismo de HT de maneira tecido e idade
dependentes, sugerindo mecanismos mediados também por D3%; c) apresenta
atividade mais alta em ratos machos que em fémeas, e esta diferenca é eliminada
com gonadectomia, embora ndo haja nenhum estudo sobre o seu efeito direto dos
ester6ides gonadais®’; d) tratamento de individuos adultos eutireoideos com
hormdnio do crescimento (GH) aumenta o indice na circulacdo de T3 a partir de Tg,
reduzindo rTs e T42. A terapia de substituicdo de GH em animais e in vitro (cultura de
células) indica estimulacdo de atividade D1 hepatica pelo eixo GH-IGF-I (fator de
crescimento | compativel com insulina). Este mecanismo é periférico, uma vez que €
encontrado também em individuos hipotireoideos que utilizam reposicdo de T;*; e)
O cAMP aumenta a sintese de D1%%; f) Citosinas como IL-1%, IL-6%°*°, TNFa*"*?,
dentre outras, tém sido postuladas como potenciais mediadoras das alteracfes na
funcéo tireoideana que ocorrem em varias doencas diminuindo a atividade de D1.
Entretanto, em células da pituitaria de ratos, aparentemente ha o efeito oposto, IL-1
estimula D1%%. Na sindrome do doente eutireoideo é freqiientemente observada uma
diminuicdo hepética na producédo de T3 pela acdo de D1 que pode estar relacionada
a liberacdo de citocinas®’; g) deficiéncia de selénio diminui a atividade de D1, mas
devido a uma combinacdo de fatores constitutivos®’; h) a expressédo de D1 esta
reduzida no feto?’; i) a diminuicdo na concentracdo de T; pela conversdo de T, e
aumento de rT3 em humanos obesos é um dos indicadores de que o metabolismo
periférico pode ser modulado por eventos fisioldgicos e patofisiologicos, o que pode
ser observado, igualmente, em doencas agudas; ) a regulacdo da
inativagdo/degradacédo de D1 esta aumentada na presenca do acido iopandico ou
rTs?%; k) Acido retindico em linhagens de células tumorais (hepatocarcinoma e

carcinoma focicular de tiredide) regula negativamente D1?**. Também ha
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acentuada diminuicdo ou auséncia de D1 em tecidos cancerosos humanos (como

carcinoma de préstata, tiredide, rim).
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Figura 2 — Metabolismo de horménios tireoideanos.

H4, ainda, um complexo de alteracfes ligadas a funcédo de D1 que interagem
mutuamente com intuito de economizar HT como o estresse, ativacdo do eixo
adrenal-pituitaria, inibicdo da producao e secre¢édo de HT, alteracbes na distribuicdo
e ligacdo em proteinas séricas, entrada no tecido e metabolismo intracelular®.

Desiodase 2 catalisa a conversdo de T, em T3 por remocdo do iodo da
posicdo 5 do anel tirosil e, com menor afinidade promove a conversao de rT3 em
3,3-T,?'. Homodimero altamente 6éxido-reduzido, que controla eventos
transcricionais e poés-transcricionais, tem a importante tarefa na regulacéo
intracelular dos niveis de Ts plasmatico®’. Em virtude desta caracteristica é

particularmente importante no cérebro produzindo entre 50 e 75% do T3 nuclear no
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cortex cerebral de ratos®?2. Nestes animais produz Ts principalmente para demanda
local dos tecidos e células que a expressam e sao responsaveis pelo maior volume
quantitativo de producéo do horménio extratireoidal circulante??2. E considerada
uma proteina de meia-vida curta, aproximadamente 40 minutos e, muitas vezes, €
desestabilizada pelo substrato®.

A atividade de D2 foi encontrada em experimentos com membranas
fracionadas, mas diferencas em sua localiza¢ao subcelular ndo foram determinadas.
Posteriormente, estudos em clonagem provaram que D2 € uma proteina residente
no RE com o N-terminal localizado no ltmen e dominio catalitico no citosol®.

No musculo esquelético humano, diferente do observado em ratos, D2
disponibiliza uma provavel fonte para a producdo de T3 plasmatico extratireoidal®*.
Em ratos sua atividade é predominantemente expressa nha pituitaria, cérebro®,
BAT* gonadas®®, glandula pineal®’, timo® e utero gravidico®® e ainda, em
camundongos nas glandulas mamarias*. Em humanos foi identificada na artéria

34,42,43

corondria e células do musculo liso adrtico*!, SNC?, tiredide , coracdo?,

1*4 pituitaria*®, queratindcitos**, placenta e,

musculo esquelético?’, medula espinha
de maneira menos abundante, no rim e pancreas®*******_Com excecdo da tiredide
de pacientes com doenca de Graves e adenomas foliculares, que tem
particularmente altos niveis de mRNA e de atividade de D2, os niveis na tiredide séo
desproporcionalmente altos na atividade de D2°*. Estas diferentes localizacdes
podem explicar a disponibilidade de T3 gerado a partir de T, por D2 no
compartimento nuclear, um fendmeno notado em vérios estudos da fisiologia desta
enzima®.

Desiodacdo por D2 requer um co-fator redutor endégeno — o tiol, além do
substrato, que determina uma sequéncia de reacdes que se combinam®. A sintese
de D2 é regulada por: cAMP??2 T, (que diminui significativamente sua atividade,
mas ndo os niveis de mMRNA??), rTs?}, catecolaminas®’ e glicocorticdides que afetam
a expressao transcricional em tecidos cerebrais especificos®.

Conforme citado anteriormente, D1 é induzida por T3 e T, e esta elevada em
pacientes hipertireoideos, a atividade de D2 é, ao contrario, rapidamente inativada
por T4 e rT3 - substratos desta enzima. Estudos com ratos hipotireoideos tratados
mostraram que T3 diminui mMRNA de D2 indicando que, in vivo, T3 e T4 podem
exercer efeitos supressivos na atividade de D2 por mecanismos pré- e pos-
translacionais, respectivamente®®. Em ratos a atividade e 0 mRNA de D2 estdo
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também aumentados em hipotireoidismo e em regiées somatosensoriais do cérebro
ap0s o0 nascimento, providenciando protecdo contra os efeitos deletérios da
insuficiente viabilidade de T3 durante o desenvolvimento cerebral®®. A expressdo de
D2 em BAT esta sob o controle de catecolaminas, contribuindo assim para a
termogénese”’.

No cérebro, D2 pode ser a maior contribuinte para a producéo local de T3 a
partir de T4, especialmente porque fortes indicios sugerem que a circulacdo
periférica de T3 ndo alcanca o cérebro durante o desenvolvimento e também em
adultos, onde o suprimento cerebral de T; depende de desiodacao de T, via D22

Ainda, D2 parece estar envolvida na regulacédo pelo feed back do TSH em
situacdo de hipotireoidismo, uma vez que altos niveis de atividade de D2 séao
encontradas em hipertireoidismo de origem central*,

E uma proteina chave no sistema homeostatico de HT, ja que controla a
concentragcao intracelular de T3. Como sua meia-vida € muito curta pode muitas
vezes estar aumentada em células expostas a substratos - T4 e rT3 - e quando na
presenca de altas concentracbes de Ts*°. Estudos realizados em camundongos
D2KO evidenciaram que, na idade adulta, estes apresentaram elevado niveis de T4
e TSH (com T3 normal) sugerindo que ha uma resisténcia nos efeitos do feed back
em T, no hipotalamo e/ou pituitaria anterior*®,

Desiodase 3 é a terceira enzima envolvida na desiodacédo redutiva de HT.
Controla a inativagao de T4, T3 ou T3-4’-sulfato por desiodacéo na posicdo 5 do anel
tirosil**. E a maior enzima inativante de Tz e T4, ja que D1 possui fraca capacidade
para remover o iodo do anel interno®. Catalisa a conversdo de T4 em rT3 e de Ts
em 3,3"-T,, produtos biologicamente considerados inativos®.

Desiodase 3 contribui para homeostase de HT por proteger os tecidos do
excesso de horménio e apresenta meia-vida longa de aproximadamente 12 horas®.
Entretanto, um dos produtos desta reacdo enzimatica, o rTs, é formado em
guantidades semelhantes ao T3 e circula no soro e fluido cerebroespinhal, sendo
considerado um bom substrato para D1 competindo com a desiodacéo de T, com
implicacdes fisiolégicas e regulatérias que ndo estdo ainda esclarecidas?.

Em ratos adultos a D3 é expressa no SNC, pele, placenta, gbnadas, pulméao,
coracao e intestino e, em neonatos, no muasculo esquelético, figado, intestino e
retina?3*3%>2_ Em humanos foi identificada no figado fetal, cértex cerebral, pulmao

embrionario, intestino, trato urinario, placenta, pele e endotélio*?.
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E uma proteina integral de membrana, tomando parte das vesiculas
endossomais, sugerindo que sao seletivamente recicladas e voltam para a

22,53

superficie celular H4 indicacdo que D3 esta localizada na membrana

plasmatica, com sitio ativo exposto na superficie extracelular’*>.

Estudo recente indica que a co-expressao de D3 com transportador MCT8
aumenta a desiodacdo mediada por D3 e que pacientes com hipotireoidismo tém
superexpresséo de D3%.

A regulacdo de D3 é efetivada por alguns elementos como: a) HT a regula
positivamente; b) via extracelular é ativada pelo receptor-quinase®’; c) o Aacido
retindico aumenta a atividade de D3°; d) GH e glicocorticoides a regulam
negativamente®”°%; e) TGF-B estimulam mRNA da enzima?.

Foi, ainda, mostrada a importancia da desiodacao de T3 por D3 em Xenopus
laevis transgénicos que superexpressam D3 constitutivamente. Ha um retardo da
pro-metamorfose, observando-se que a reabsor¢do de cauda e branquias

encontraram-se atrasadas ou interrompidas®*°.

Adicionalmente, estudos com
camundongos D3KO mostraram que a primeira geracdo deste cruzamento
apresentava problemas de fertilidade e desenvolvimento, evidenciando-se alta
mortalidade. Os cruzamentos obtidos a partir da primeira geracdo mostraram que o
desenvolvimento da tiredide foi bastante alterado, presumivelmente por
superexposicdo do animal a excessivos niveis de HT no utero durante as duas
primeiras semanas de vida perinatal. Assim, uma fase inicial do hipertireoidismo
conduziu a um moderado estado de hipotireoidismo que persistiu até a fase adulta,
onde anormalidades funcionais no hipotdlamo, glandula pituitéria e tirebide estavam
presentes. Estas anormalidades no eixo da tiredide recordam-se as observacoes
realizadas em criancas nascidas de maes com controle ineficiente de
hipertireoidismo durante a gestacao e, assim como em roedores ap0s administracao
de doses excessivas de HT no periodo logo apds o nascimento®®.

De maneira mais contundente, a acdo de D2 e D3 é observada no
desenvolvimento cerebral em que diferentes regides do cérebro contém especificos
modelos de desenvolvimento em funcdo do tempo podendo, assim, requererem
diferentes regulacdes na bioviabilidade de T3, uma vez que o cérebro humano é
subdividido em regides com atividades bem definidas. Ha evidéncias de que em

varias regides do cérebro de ratos T3 € requisitado pelo cértex cerebral antes da
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metade da gestacdo quando a mée € a unica fonte de T, e D2 possui um importante
papel na bioviabilidade de T3, e que D3 protege regides cerebrais do excessivo Tj

até que a diferenciacdo seja necessaria®

1.3.Transporte de Horménio Tireoideano

Como visto anteriormente, a atividade biolégica dos HT € determinada pela
concentracgao intracelular de T3, que por sua vez é dependente, entre outras coisas,
da concentragdo de T3 e T4, na circulacdo, da disponibilidade de proteinas
transportadoras que permitam o transito bidirecional - influxo e efluxo - dos HT e,
finalmente, da atividade catalitica das desiodases na conversdo de T, em T3 e em
outros metabdlitos (figura 3). Assim, acdo e metabolismo do HT sdo eventos
intracelulares que requerem a entrada das iodotironinas através da membrana

plasmatica por mecanismos de transportes especificos*?°%-°?,

T4 —T3
glandula Entrada (membrana conversio
tiredide plasmatica ou nuclear}
TR

—" /\
—~ , @/

Salda(membrana
Plasmaticaou
Nuclear)

Plasma Intracelular

degradacao
em formas
inativas

Figura 3 — Concentracgéo intracelular de hormdnios tireoideanos modulam a agao no receptor nuclear.

H& algumas décadas, devido a natureza lipofilica de sua estrutura molecular,
acreditava-se que HT atingia o meio intracelular por difusdo simples®. Entretanto,
em anos subseqlentes, demonstracbes efetivas da participacdo de proteinas

transportadoras de membrana envolvidas na acdo de entrada e saida do horménio
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das células foram realizadas. Nesta época foi ignorada a presenca, na membrana
celular, de superficies polares e que HT dispbe de anéis aromaticos hidrofobicos,
iodo e cadeias laterais de alanina hidrofilica tornando o processo de difusdo
desfavoravel, podendo impedir interacdes deste com a membrana plasmatica® 4%,
Desta maneira, foi identificada a concreta requisicdo de transportadores especificos,
dependente de energia, para a dinamica da entrada e saida do HT nas células®.

Pesquisas tém mostrado in vitro (células de figado de ratos e humanos e
pituitaria de ratos) que a inibicdo do transporte de T3 nas células ocasiona uma
diminuicdo proporcional de ligagdo ao receptor. Nesta condi¢éo, a entrada de HT na
célula determinaria seu metabolismo - a conversdo de T, em T3 e/ou sua
degradacdo — e, posteriormente, a a¢éo bioldgica no TR?*%8,

Um dos primeiros trabalhos que avaliou 0 mecanismo de transporte de HT
em células constatou, em cultura primaria de hepatécitos de ratos, que o influxo de
Ts era mediado por carreadores e atuava de maneira dependente de energia®’. Em
1982 Docter et al mostraram que o influxo de Tz em eritrocitos humanos envolveria
apenas um processo de saturacdo e ndo dois como salientava o trabalho anterior®,

Posteriormente, dois novos experimentos em tipos celulares diferentes,
hepatécitos de ratos® e eritrocitos’®, preocuparam-se em avaliar o comportamento
do HT extra e intracelular. Observaram dois sitios de ligacdo na membrana
plasmatica de hepatocitos para T4, T3 € T3 € que altas concentracdes de T3 eram
necessarias para deslocar os ligantes T4 ou rT3 radiomarcados, sugerindo que T3
ligara-se nos dois sitios, de T4 e rTs, embora com menor afinidade .

Em trabalho desenvolvido por Yamauchi et al. em 1989 foram avaliados os
mecanismos de influxo de T3 em eritrécitos humanos pelo método de purificacdo de
proteinas, resultando na detec¢do de dois sitios de ligagdo. Um deles demonstrou
ser saturavel, estereoespecifico (T3>T4>D3) e dependente de energia. Por outro
lado, o segundo sitio ndo foi deslocado por T3 ndo-marcado e atuou de maneira
independente de energia, contabilizando 83% do total do influxo. Contudo os
autores nao identificaram transporte por difuséo passiva’’.

Diante destas evidéncias, ensaios de ligagdo de T3 realizados em
membranas plasmaticas de eritrocitos de ratos — células ghost — e em vesiculas
periféricas purificadas evidenciaram a presenca de sitios de ligacdo de alta
afinidade e estereoespecificidade, que foi inibido pelo L-triptofano, mas nao foi
inibido pela leucina, sugerindo um sistema de transporte tipo T. Esta mesma
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afinidade foi também ratificada nas vesiculas, indicando tratar-se de proteinas
integrais de membrana. Quando comparados aos eritrocitos humanos foi
demonstrada uma atividade de transporte pelo sistema T menos evidente. O viés foi
determinado pela identificacdo de sitios de ligagdo de alta afinidade em eritrGcitos
humanos inibidos pelo tripotofano, que ndo foram detectados pelos métodos
utilizados neste trabalho’?.

Blondeau et al em 1988 entreviam o processo de internalizacdo de T3 como
medida para acdo das desiodases em cultura priméria de hepatdcitos de ratos.
Evidenciaram que a entrada de T3 neste tipo celular compreendia exclusivamente
processos mediados por carreadores, com caracteristicas de cinética de saturacao
e de estereoespecificidade. Processos estes que agiriam primeiro como um “filtro”
para posterior entrada seletiva para atividade de desiodases’.

Diferentemente do que foi destacado nos trabalhos anteriormente citados, em
que as ceélulas selecionadas para os ensaios foram eritrocitos, a dependéncia de
energia para o transporte em outros tecidos durante algum tempo apresentou
resultados conflitantes. Transporte de T, mostrou-se ora dependente’® e ora ndo
dependente de energia”. O transporte de T, foi bastante afetado por leves
diminuicbes na concentracdo de ATP, contudo a diminuicdo de fonte de energia
provocou menor efeito sobre o transporte de T3'>’®. Estudos de perfuséo em figado
intatos de ratos, e também de humanos, mostraram que quando o ATP hepatico foi
diminuido, ap6s administragdo de frutose, a entrada de HT no figado foi também
reduzida, evidenciando a necessidade de energia na interiorizacdo do horménio”’,
determinando mais uma vez a dependéncia de energia.

Estudos usando anticorpos monoclonais contra possiveis carreadores de
proteinas demonstraram que processos de difusdo nao contribuiam para o processo
de influxo no figado de ratos e humano™*’®.

Diante das caracteristicas estruturais do hormdnio e a inibicdo do transporte
de HT por compostos estruturalmente relacionados, como a amiodarona,
aminoacidos aromaticos, benzodiazepinicos e agentes de contraste contendo iodo,
novas pesquisas passaram entdo a direcionarem-se para a capacidade individual
dos possiveis sistemas de transporte identificados’®#%5*,

Em experimentos realizados em hepatdcitos de ratos foi demonstrado que T4
e T3 foram transportados por diferentes vias, embora eles pudessem inibir entre si a
atividade de translocacdo através da membrana plasmatica’®. Todavia, evidéncias
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em humanos relatam maior especificidade no sistema de transporte®. Em contraste,
Everts et al em 1994 reportaram que em pituitaria de ratos T, e T3 foram
transportados pelo mesmo sitio®°.

Entretanto, atualmente h& consideraveis evidéncias que sistemas de
transporte especializados, presumivelmente proteinas de membrana, medeiam o
transporte de HT através da membrana plasmatica em varios tipos de células.
Segundo Samson et al. (1993), o transporte de T3 através da membrana de
eritrocitos, assim como em outras células (hepatécitos e astricitos) € saturavel,
estereoespecifico e inibido por alguns reagentes como em outras células
(hepatdcitos e astrocitos) e esta intimamente relacionado ao sistema de transporte
de aminoacidos aromaticos, o sistema tipo T. A demonstracdo, em ratos, da alta
capacidade de transporte de T3 pelos eritrocitos parece ser devido a maiores
quantidades de proteinas de transporte na membrana destas células. Para
confirmacao desta afirmativa foi proposta uma avaliacéo fracionada das membranas
de eritrécitos. Estas fraces foram marcadas com *?°I-T3 e, em seguida, avaliadas
por autoradiografia do gel de poliacrilamida-SDS, determinando que uma proteina
de 45 kDa (p45) seria a responsavel pela ligacdo de alta afinidade ao T3, inibida
pela presenca do triptofano, na membrana de eritrocitos de ratos. Entretanto, neste
trabalho, a p45 nédo foi formalmente identificada como proteina transportadora de
%

Yan e Hinkle (1993) utilizando como alvo o papel fisiolégico de HT na
glandula pituitaria anterior consideraram o estudo deste tecido para a compreensao
do mecanismo de transporte do hormonio. Os resultados obtidos forneceram fortes
comprovacdes de que o transporte de HT em células da pituitaria (GH4C1) foi, em
parte, mediado por carreadores. Cerca de 70% de transporte de T3 foi saturavel e
que entre Tz e T4 0 primeiro foi mais eficiente competidor, indicando o
compartilhamento pelos HT da mesma via de transporte nestas células. Estas
caracteristicas contrastam com varios outros experimentos em timocitos onde o
sistema de transporte envolvia mecanismos com alta afinidade e especificidade para
T3, mas néo reconheciam T4. Em ensaios de competicdo notou-se que o transporte
de T3 foi inibido pela leucina, fenilalanina e cisteinas, indicando que sistema tipo L
participaria do transporte de Tz. Para melhor afirmacao deste resultado encontrado,

0s autores utilizaram um potente inibidor do sistema L, o acido B-2-aminobiciclo-
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(2,2,1)-heptano-2-carboxilico (BCH). Nesta situacao, o tratamento com BCH inibiu o
transporte de T3. Entretanto, o influxo pelo sistema L parece ndo ser o Unico a
participar do transporte de Tz em células pituitaria. Mdltiplos sistemas
transportadores parecem estar envolvidos no influxo, como observado em muitos
outros aminoacidos®.

Relacionado ainda ao sistema de transporte anterior, pesquisadores
indicaram que o sistema L tipo 1 (LAT1) e tipo 2 (LAT2) em cultura de células é
inibido por HT e melfalan, indicando que os sitios de ligacdo parecem apresentar-se
como uma grande “bolsa” flexivel que podem acomodar substratos com volumosas
cadeias laterais®.

Experimento em trutas confirmou que T4 e T3 entravam rapidamente em
células vermelhas do sangue desta espécie em dois possiveis sistemas de
transporte, saturavel e nao saturdvel. O indice de influxo de Ts foi
consideravelmente maior que T, e algumas caracteristicas deste processo, como 0s
perfis em resposta a alguns analogos e inibidores testados, podem ser implicadas
em sistemas de transporte separados para T3 e T4. A acdo de inibidores de
transporte de membrana, como a floretina, sugere que endocitose mediada por
receptores contribui para o influxo de T3 em eritrécitos de truta, como também
proposto em hepatoécitos de mamiferos e trutas. Os pesquisadores postularam que
se endocitose estivesse realmente envolvida com influxo do horménio, o processo
poderia ser interrompido por deficiéncia energética. Surpreendentemente, influxo de
T3 ndo foi influenciado, mas o mecanismo de endocitose ndo pode ser excluido
completamente. O influxo de T3 também foi inibido pelo triptofano e fenilalanina,
embora de maneira menos evidente, sugerindo um sistema de transporte de
aminoécidos do tipo T%'.

Um dos poucos trabalhos determinando taxas de efluxo celular de HT, foi
desenvolvido em 1996 por Ribeiro et al. Os autores investigaram o transporte de HT
em células diferenciadas de hepatoma de ratos (HTC) e no mesmo tipo celular com
resisténcia induzida & permeabilidade de ésteres de acidos biliares (HCT-R). Estas
dltimas tém como caracteristica possuirem aumento na capacidade em exportar
acidos biliares e superexpressarem varias proteinas de membrana plasmatica, entre
elas membros da familia ABC/mdr. Foi observado que no influxo em 5 minutos de T3
as células HTC-R apresentaram menor velocidade quando comparadas as células

HTC e o acumulo foi diminuido em HTC-R, sugerindo um aumento no efluxo.
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Observaram, entdo, uma curva de efluxo com aspecto bi-exponencial, mostrando
um rapido componente inicial e um componente lento terminal, podendo ser descrito
por dois modelos: um compartimento menor, de troca rapida, podendo representar
ligacdo & membrana plasmética, e um maior, compartimento de troca mais lento,
representando a presenca intracelular. Pré-incubacdo com Ts; e T, (10“M) foi
suficiente para produzir um aumento intracelular dos hormoénios em HTC-R de 30 a
70 mil vezes. Ensaios de competicdo evidenciaram a saida de T3 e T4 pelo mesmo
sistema de transporte. Ponderaram a importancia da temperatura sobre o
mecanismo de extrusao, onde em tratamento com T3 a 4°C foi consideravelmente
diminuido. A associacdo do verapamil ndo alterou o efluxo de T; em HTC, mas foi
inibido de maneira dose-dependente em HTC-R, possivelmente mediado por
ABC/mdr. Deste modo, proteinas transportadoras podem, assim como para O
influxo, mediar a manutencdo de HT no meio intracelular favorecendo sua acéao
biolégica no nucleo®®.

Experimento realizado utilizando-se do sistema de expressdo de proteinas
transportadoras de iodotironinas de figado de ratos em odcitos de Xenopus laevis
explorou os mecanismos de transporte de HT. Foi observado um aumento no influxo
de T3, T4 e seus derivados (sulfamato e sulfato) em odécitos apds injecdo do mRNA
de polipeptideos co-transportadores de taurocolato dependente de sodio (NCTP) -
proteina responsavel pelo transporte de acidos biliares que é expressa em
hepatocitos - e de polipeptideos co-transportadores de &anions organicos
independente de sédio 1 (OATP1) - proteina transportadora multi-especifica que é
expressa no figado, rim e cérebro de ratos - quando comparados ao influxo
endoégeno de iodotironinas por odcitos néo alterados. Também neste experimento o
influxo foi competitivamente inibido por T, e T3, sugerindo o envolvimento de
transportadores comuns®. Indicando, desta maneira, a importante atividade de
NTCP e OATP1 no influxo de intermediarios do metabolismo de HT®".

Em sequéncia, devido as identificacbes das pesquisas anteriores, onde o
transporte de HT foi inibido por uma variedade de substancias, entre elas
aminoacidos (especialmente o triptofano), bilirrubina, conjugados de bilirrubina e
varias outras drogas, Ritchie et al. (1999) propuseram nova avaliagdo na eficiéncia
dos membros da familia de aminoacidos permeases (LAT1, IU12/ASUR4) como

proteinas transportadoras. Os autores mostraram que essas proteinas sdo ativas no
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transporte de aminoacidos tendo caracteristicas funcionais do sistema L somente
quando expressas a cadeia pesada da glicoproteina 4F2 (4F2hc)®°. Utilizando-se da
mesma metodologia de anteriormente citada, Friesema et al. (1999) co-expressaram
IlU12 e 4F2hc em od6citos de Xenopus laevis. Revelaram, assim que a
superexpressao destas proteinas transportadoras de membrana permitiam
passagem de HT (T3 e T4), identificando uma rota adicional neste sistema de
transporte transmembrana®.  Experimentos de influxo com Ts; e triptofano
evidenciaram uma inibicdo mutua. Os autores sugeriram, entdo, que o gene 1U12,
regulado por HT, durante o desenvolvimento de anfibios poderia providenciar um
possivel mecanismo pelo qual o horménio regularia sua propria acdo e metabolismo
por modulac&o na entrada na célula®®.

Apés validacdo dos experimentos identificando a evidéncia de que 4F2hc
participa efetivamente do transporte de HT em odcitos de Xenopus laevis, foram
desenvolvidos experimentos com outras combinacdes heterodiméricas na mesma
metodologia, consistindo de 4F2hc e LAT1, y'LAT1 ou y'LAT2 humanos e LAT2 de
camundongo. Notaram que apesar do influxo de iodotironinas (T4, T3, T3 e 3,3-T»)
nao ter sido afetado pela expressdo de 4F2hc com moléculas de cadeia leve,
y'LAT1 e y'LAT2, a co-expressdo com LAT1 resultou em acentuado aumento no
influxo de leucina, fenilalanina, tirosina e triptofano (ligantes do sistema tipo L) e das
diferentes tironinas (T4>rT3~T3>3,3-T,) e a co-expressdo com LAT2 evidenciou um
pequeno aumento no influxo de iodotironinas, exceto a entrada de leucina que foi
marcadamente aumentada. Expressédo de 4F2hc ou LAT1 de forma independente
nao induziu ao transporte destes aminoacidos ou HT. Além disso, a presenca de
leucina extracelular induz a pequenos aumentos na liberacdo de 3,3-T, ou T3 dos
oocitos, sugerindo que estes podem participar de ligacdes fortes em sitios
intracelulares®.

Outro grupo caracterizou e identificou a distribuicdo tecidual de dois
transportadores da familia OATP, subtipos 2 e 3, isolados da retina de ratos. A
expressdo destas em odécitos de Xenopus laevis confirmou que OATP2 e OATP3
facilitaram o influxo de T4 e T3. Por andlise de Northern blot foi identificado, ainda,
mRNA de OATP2 no cérebro e figado, e OATP3 também no rim®™.

Embora haja identificacdo de proteinas de transporte que evidentemente
relacionem-se a passagem de HT pela membrana celular, estas moléculas muitas

vezes apresentam respostas e séo distribuidas diferentemente em células de ratos
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e humanos. Um estudo revelou que varias moléculas estariam envolvidas no
transporte de HT em humanos. Desta forma, LST-1 expressa exclusivamente no
figado transporta T, e T3. OATP-E, expressa em tecidos periféricos, inibe
competitivamente o influxo de *?°I-T5 ocasionado por T3, T4 e taurocolato®.

A importancia de transportadores de HT foi suscitada para o desenvolvimento
do feto, de maneira que poderiam agir diretamente nos tecidos placentarios
modificando seu metabolismo, diferenciacdo e desenvolvimento. Ha evidéncias que
HT materno pode cruzar a placenta humana, mediado por transportadores, e agir
modulando o desenvolvimento fetal antes da producéo propria de HT pelo feto®. A
OATP-E foi indicada como relevante ao transporte de HT materno para o feto nas
primeiras 12 semanas de gestacdo quando a glandula tiredide do feto torna-se ativa
e foi detectada nos microvilosidades da membrana nos sinciotriotrofoblastos, no
lado apical. Sua distribuicdo assimétrica, apical maior que basal, sugere o papel
funcional no transporte de HT do sangue materno para o feto®*.

Ainda na familia das OATP, Suzuki et al. (2003) isolaram, do mesmo modo,
em células dos testiculos, duas OATP de rato e uma de humanos habeis em
transportar T3 e T4. Anteriormente, os testiculos eram considerados 6rgaos nao
responsivos ao HT, devido a seu baixo consumo de oxigénio em resposta ao HT e a
identificacdo de poucos sitios de ligacdo ao hormoénio em ratos adultos. Entretanto,
investigacBes revelaram que HT regula a maturacdo e o crescimento dos testiculos,
afetando especialmente as células de Sertoli e espermatogénese em ratos no
periodo da que antecede a puberdade®. E, em outra pesquisa, foi observado que a
OATP-F encontrava-se predominantemente expressa em varias regides cerebrais e
em células de Leydig, nos testiculos, e mediava preferencialmente o transporte de
T, e T3 de forma independente de sédio. O T3 e outros substratos tipicos da familia
das OATP foram poucos ou até ao transportados. Contudo, ndo foi observado
estereoespecificidade no transporte de HT por OATP-F, mas pareceu requisitar a
presenca de 3'5’-iodinacdo dos substratos. Quando comparado as outras proteinas
transportadoras até entdo identificadas, OATP-F tem 10 a 100 vezes mais afinidade
para T;%.

A OATP14, expressa nos capilares cerebrais e plexo cordide, também pode
atuar no transporte de HT. Foi demonstrado que ha mediacdo, por esta proteina

transportadora, do influxo de T3, T4 e rT3 tanto quanto de E,17BG. Ensaios de
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transfeccdo de cDNA de OATP14 em células HEK293 resultaram em acentuado
aumento no influxo de T, e rTs. Contudo, foi demonstrado um viés neste
experimento, células transfectadas apenas com o vetor exibiram aumento no influxo
de Ts. Os autores sugerem a presenca de outro sistema de transporte especifico
para T3 ou difusdo passiva. Evidenciaram, além disso, que OATP14 pode ser
responsavel pelo transporte bidirecional de T4, uma vez que o efluxo também foi
observado”’.

Outras proteinas da familia das OATP com possiveis relagfes ao transporte
de HT foram descritas. Entre elas, a OATP1A2, glicoproteina de 60 a 85 kDa,
expressa nas celulas endoteliais da barreira hematoencefalica, rim, colangiocitos,
pulmdo e testiculos; OATP1B1, glicoproteina de 84 kDa, expressa no figado
humano; OATP1B3, glicoproteina de 120 kDa, expressa no figado humano e em
células cancerosas do trato gastrointestinal; OATP1C1, proteina de 712
aminoacidos expressa em células endoteliais da barreira hematoencefalica e células
de Leydig; OATP3Al, proteina de 710 aminoacidos, expressa em células
germinativas testiculares, células epiteliais do plexo coréide e células de Sertoli;
OATP4A1l, proteina de 722 aminoacidos, expressa no rim, cérebro, coracéo,
placenta, pulmao, figado, musculo esquelético e pancreas e OATP4C1, proteina de
724 aminoacidos expressa em rim humano. OATP1A2, OATP1B1 e OATP1B3
foram expressas em od6citos de Xenopus laevis. Houve a identificacdo de um
mecanismo de transporte de T3 e T4 por OATP1A2, -1B3 e rT3 por OATP1A2.
Sugeriram que a primeira poderia desempenhar uma funcéo biolégica no transporte,
principalmente de T4, no rim e cérebro, assumindo uma alternativa na remocao de
HT de tecidos periféricos para eventual eliminacdo pelo figado. A segunda parece
ser responsavel pelo influxo de T, para o parénquima e liberacdo de T3 para o
plasma e a terceira poderia estar também vinculada ao efluxo de T4 no figado. A
expressdo de OATP1C1 em células CHO mostrou evidente influxo de T4 (90,4 nM),
T3 e rT3(127,7 nM) e em experimentos de inibicdo o influxo de T4 foi inibido por LT,
e DT4, mas néo foi por T,. Sua expressdo em células HEK293 evidenciou efluxo de
T4. Expressdo de OATP3A1l em CHO fez com que houvesse transporte de Ty,
podendo estar envolvida no transporte de HT para o cérebro. A expressao de

OATP4A1 em 6ocitos e HEK293 permite o influxo, mas ndo o efluxo de T4, Tz e T3,
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onde a concentracdo de T3 € de 0,9 uM e pode ser responsavel pelo transporte de
HT do sangue materno, pela placenta, para o feto®.

A OATP1C1 esta envolvida igualmente no transporte de T4S. Sua localizacao
em capilares cerebrais em ratos e camundongos pode indicar que esta proteina
talvez tenha um papel no influxo e efluxo de iodotironinas sulfatadas através da
barreira hematoencefélica, e durante o desenvolvimento embrionario T4S poderia
servir como fonte de T4 para o cérebro. Os experimentos evidenciaram que células

COS transfectadas elevaram, embora de maneira ndo significante, o influxo de *#I-

Ts, 21-T4S e *®°1-rT3, ainda que a entrada mantivesse-se inalterada de *2°-T3 e *2°|-
TsS. O transporte de **°I-T, e **°I-T,S foi saturavel. Quando estas células foram
transfectadas apenas com D2 ou D3 levaram a uma branda conversdo de T,
entretanto a co-transfeccdo de desiodases com OATP1Cl aumentou o
metabolismo. O metabolismo de T4S aumentou em torno de 10 vezes quando co-
transfectadas D1 e OATP1Cl1, sugerindo que o transportador necessariamente
aumenta a viabilidade intracelular das iodotironinas®.

Para avaliar de maneira mais adequada aos processos in vivo, experimentos
foram realizados em células HepG2, que ja havia mostrado conter algumas das
enzimas metabdlicas especificas do figado e, portanto, modelo de células hepaticas
humanas. Em estudos de metabolizacdo néo foi observado atividade de desiodases
em T3 nestas células possivelmente devido a um deficiente processo de sulfatacédo
do horménio, necessario ao processo de metabolizacdo. Contudo, foi mostrado que
o influxo de T3 e rT3 estabilizou-se em 30 minutos. Altas concentracdes de T3 néo
marcado evidenciaram um sistema saturavel e mediado por carreadores, indicando
a presenca de pontos positivos e negativos para utilizacdo destas células como
modelo para estudo de transporte de HT*®.

Alguns aspectos discrepantes entre experimentos ainda permanecem. Em
virtude disso, um grupo de pesquisadores tentou esclarecer algumas destas
guestdes usando dois diferentes, mas complementares, sistemas experimentais:
ensaios em odcitos de Xenopus laevis e em cultura celular de mamiferos (células
BeWo). Entre os transportadores reconhecidos até entdo foi selecionado o sistema
L. A superexpressdo do Sistema L (subunidades 4F2hc e 1U12) em odcitos de
Xenopus laevis aumentou o influxo e a evidéncia nuclear de HT, uma vez que a co-

expressdo de TR e RXR facilitou o ativacdo transcricional por TR. Em células BeWo
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foi, também, constatado o influxo de HT e o bloqueio do sistema L inibiu a regulagéo
transcricional por TR, e a submissao de tratamento com aminoacidos extracelulares
mostrou que estes influenciaram na concentracdo intracelular de HT em células
BeWo®.

Apos sucessivas apresentacdes na dinamica da entrada de HT nas células e
em decorréncia do conhecimento prévio do metabolismo de acéo intracelular dos
hormdnios, alguns estudos foram direcionados a melhor compreensdo do seu
processo de extrusao das células. Em cultura de hepatécitos de ratos tratada com
1257, e '%|-T; detectou-se um sistema de efluxo independente de ATP em torno de
7 a 8 minutos'®*. Em outro ensaio, quando a estas células foi acrescentado 5uM de
T3, observou-se uma inibicdo de aproximadamente 40%. Em eritrécitos de ratos
foram evidenciadas as mesmas conclusées™%.

Em analise de influxo em células FRTL-5 - células de tumor de tiredide de
ratos consideradas menos permissivas ao transporte de drogas que HTC e em nivel
intermediario quando comparadas a HTC-R - transfectadas com o gene de
resisténcia a varias drogas tipo 1 (mdrl), usando como controle células NHI-3T3
transfectadas e nao transfectadas com mdrl, foi observado que o influxo em 5
minutos foi maior em células FRTL-5 do que nas células controle. Experimentos
com a utilizagdo do verapamil evidenciaram uma inibicdo do efluxo de T; de 72, 79 e
88% em FRTL-5, NHI-3T3/mdrl e NHI-3T3, respectivamente. Também foi
constatado que FRTL-5 exportou rapidamente T3, sendo que apenas 8% do
acumulado permaneceu nas células apés 60 minutos. Inferiram, assim, que o efluxo
é um processo saturdvel e verapamil-sensivel nestas células'®. Foi também
observado que o efluxo de T3 varia consideravelmente entre os diversos tecidos, e
gue o transportador responsavel pela entrada de T3 é diferente do envolvido na sua
saida, uma vez que o Triac inibiu a captacdo de T3 sem interferir com a sua
saida®.

Novas investigacbes avaliaram o efeito do verapamil, probenecid e
indometacina, substancias que interagem com a glicoproteina-P (P-gp),
polipeptideos transportadores de anions organicos (OATP) e proteina resistente a
vérias drogas tipo 1 (mrpl), respectivamente, na transferéncia do T, do fluido
cerebroespinhal (CSF) para o plexo coroide (CP) e cérebro. A P-gp € uma proteina

de membrana plasmatica de 170 kDa, caracterizada como uma bomba de efluxo
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dependente de energia, pertencente a superfamilia de transportadores ATPbinding
cassette (ABC), assim como a mrpl. A P-gp e mrpl sdo encontradas na barreira
hematoencefalica. No plexo cordide a P-gp esta localizada na face apical ou
subapical e mrpl aparece no lado basolateral deste tecido. A despeito do que se
conhece sobre o transporte de T, no CSF, pouco se conhece sobre a transferéncia
do horménio deste para o cérebro, uma vez que ja havia-se demonstrado o influxo
de T, mediado por carreadores do CSF para o cérebro’®. Pelo método de perfuséo
ventriculo-cisternal, associado a marcadores *C-manitol e azul dextran, in vivo e
incubacao in vitro de células do CP isolado de coelhos foi observado que apés 2 h,
36,9+4,6% de #I-T, foi recuperado na cisterna do CSF. A presenca do verapamil
aumentou a recuperacdo de '#I-T, (51,4+2,8%) em CSF, mas os substratos de
mrpl e OATP nao tiveram o mesmo efeito. No plexo cordide houve grande acumulo
de ?I-T,. Verapamil e probenecid aumentaram significativamente a concentracdo
do hormdnio marcado, implicando a funcdo de P-gp e OATP, mas ndo de mrpl.
Contraprova foi realizada com o uso de anticorpo C219 anti-Pgp em CP isolado,
evidenciando um aumento no acimulo de 80% de '*I-T, e *H-ciclosporina,
sugerindo que P-gp é funcional em CP e tem um papel na remocao de T,4. Assim,
estes estudos combinados indicam que P-gp pode atuar como um mecanismo
homeostatico local, mantendo os niveis de T, em CSF e que P-gp e OATP
contribuem para transferéncia de '#|-T, entre o CSF, CP e cérebro regulando,
assim, sua viabilidade'®.

Alguns membros da familia de monocarboxilatos (MCT) tém sido definidos
nas duas ultimas décadas como transportadores de HT. S&o proteinas de 426 a 565
aminoacidos e 12 dominios transmembrana. Os dominios carboxi- e aminoterminal
estdo localizados no interior da célula. A porcdo C-terminal parece ser importante
para definir a especificidade ao substrato. Contudo, para expressao na membrana
plasmatica € necessario a requisicdo de proteinas ancilares (CD147). Sem atuacéao
de CD147 as proteinas acumulam-se no RE ou aparato de Golgi. Sdo, de maneira
geral, proteinas transportadoras de lactato, piruvato e corpos cetdnicos e
identificadas em vérios tecidos de varias espécies®.

Todavia, o transportador monocarboxilato 8 (MCT8) é considerado ser
especifico para iodotironinas'®®. MCT8 humano foi clonado em 1994, mas sua
funcdo, nesta época, ndo foi elucidada. Trata-se de uma proteina de 613

aminoacidos e 12 dominios transmembrana. A por¢cdo aminoterminal é enriquecida
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com prolina, acido glutamico, serina e treonina (dominio PEST - proteinas que
contém esta sequéncia sofrem, muitas vezes, degradacdo rapida). E um
transportador bastante especifico e ativo para transporte de HT®".

Injecio de mRNA de MCT8 em odcitos de Xenopus laevis induziram um
aumento de 10 vezes no influxo de iodotironinas e em experimentos com HT
marcados radioativamente, em menos de 4 minutos, observou-se a exaustao dos
ligantes®®®. Foi sugerido que MCT8 seria o principal transportador na entrada de HT
nas células hepéticas e cardiacas em humanos®°.

Dumitrescu et al. em 2004 reportaram, pela primeira vez, as mutagdes no
gene MCT8 localizado no cromossomo X. Neste trabalho os autores depararam-se
com duas familias com a mutacdo no gene, onde os homens apresentavam
concentragbes anormais das trés iodotironinas circulantes, anormalidades
neuroldgicas, desenvolvimento global atrasado, hipotonia central, quadriplegia
espastica, movimentos distonicos, nistagmo rotatério, impedimento no olhar fixo e
deficiéncias auditivas. As mulheres heterozigoticas apresentavam um fendtipo
brando e ndo continham anormalidades neurolégicas. Foi, desta forma, estabelecida
a importancia fisiolégica concreta de MCT8 como transportador de HT*".

Em seguida, identificou-se mais dois pacientes com delecdo de gene de 2,4
Kb e 24 Kb e trés com mutacdes missense em MCT8 nos sitios Alal50Val,
Argl71stop e Leu397Pro'®® e uma mutacdo missense P537L em um paciente de 11
meses com severa hipotonia e desenvolvimento global atrasado®.

A inativacdo de MCT8 causada por dele¢cdes ou mutacdes resultou em
inadequado fornecimento de T3 para o neurdnio, provocando efeitos danosos na
migracdo, diferenciacdo e mielinizacdo neuronal, possivelmente causando um
fendtipo psicomotor que € observado nos pacientes. Entretanto, ndo esta excluido
que MCT8 esté envolvido no transporte de outros, ainda nao identificados, ligantes
que possam contribuir para o fenétipo observado*°. Por observaces em pacientes
com mutacdes em MCT8 hipotetizou-se que estes transportadores desempenhariam
um papel essencial no suprimento de T3 para neurdnios, que sao sitio primario para
ativacdo apds sua ligacdo ao receptor nuclear****2, A acéio de Ts é encerrada pela
atividade de D3, também expressa nos neurdnios. Entretanto, neurdnios nao
expressam D2, desiodase necessaria a producdo local a partir da conversao de Tj.
Para isto, neurdnios dependem de astrocitos vizinhos, sugerindo a participacdo de

outros transportadores®>.
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A importancia destes transportadores pode ser avaliada em sua atividade no
cérebro. Apés a liberacdo das células endoteliais através da barreira
hematoencefalica, provavelmente mediado por OATP-14, T, é translocado para
dentro dos astrdcitos, por um transportador desconhecido, e subsequentemente
convertido para T3 pela enzima D2 que esta localizada intracelularmente nestas
células. Quando liberado dos astrécitos, T3 entra nos neurénios, processo que pode
ser mediado por MCT8. Assim, T3 passa a exercer sua acdo gendmica por ligacao
ao receptor nuclear e, finalmente, é degradado por D3 a T, e ambos T3 e T, poderao
também ser liberados da célula por intermédio de MCT8%>!4,

Conforme anteriormente avaliado para OATP1C1, Friesema et al em 2006
também investigaram o comportamento de células co-transfectadas com MCT8
humano e desiodases, além de determinar sua especificidade a ligantes. Em
experimentos realizados em odcitos de Xenopus laevis, a injecdo de mRNA de
rMCT8 de ratos facilitou o transporte de HT. O influxo de T4 foi muito maior quando
comparado aos estudos em outros transportadores, especificamente OATP1, NCTP
e LAT1. J4 células COS e JEGG63 transfectadas com MCT8 humano mostraram
altos niveis de influxo de T4 e T3, contudo rT; e T, pareceram néo ser estimulados.
Ensaios de co-transfeccdo com desiodases demonstraram um aumento no
metabolismo, apesar do aumento no influxo ter sido modico (T3>T4>rT3>3,3'-Ty).
Assim, como em OATP1C1 a desiodacao das diferentes iodotironinas por D1 e D2 é
fortemente facilitada por MCTS, indicando que, necessariamente, MCT8 aumenta a
viabilidade intracelular destes substratos™°.

Pacientes com mutacdes em MCT8 exibem niveis séricos com TSH normais,
T3 elevado e T, baixo. Estes pacientes ndo se beneficiam de terapia de reposicao
de T3 e/ou T4 porque os sintomas sao causados por suprimento insuficiente de HT
neuronal durante o desenvolvimento fetal*'®. Ratos KO, que mimetizam o estado
humano, ndo tém sintomas neurolégicos, mas possuem 0 mesmo parametro
sorologico. Todavia, muitas vezes o influxo de Tz nos neurbnios de ratos foi
parcialmente impedido em areas especificas, indicando a existéncia de outros
transportadores®. Altos niveis de mRNA de MCT8 foram detectados no plexo
cordide dos ventriculos laterais, no terceiro e quarto. Estudos em camundongos
Pax8-/-, modelo animal ideal para hipotireoidismo congénito, jA que eles nascem
sem a glandula tiredide funcional, mostraram que em controle Pax8-/- a expressao

de mRNA de D2 no cérebro é regulada positivamente e que € melhor caracterizado
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no coOrtex cerebral. Esta alta expressdo de D2 é discutida como mecanismo
compensatorio para preservar as concentracoes de Tz no cérebro. O influxo de Tj
nao foi compensado pelas alteracées nos niveis transcrionais de MCT8. Em geral,
a expressao de MCT8 evidencia seu papel decisivo no transporte de T3 dentro dos
neurbnios. Esta nocdo é muitas vezes baseada no fato de que o0s neurdnios
apresentam como alvo de acdo apenas o T3, mas que é um sitio de metabolismo do
horménio ja que contém D34,

Mensuracdes em ensaios de efluxo de T, e T3 evidenciaram rapida liberagéo
celular de HT em células expressando MCT8 humano e células co-transfectadas
com MCT8 e pu-cristalina, uma proteina de ligacdo intracelular com alta afinidade por
iodotironinas, visando aumentar a capacidade de ligagdo intracelular de HT,
mostraram que o efluxo de T4 e T3 diminuiu significativamente®.

Transportador do aminoacido do tipo T1 (TAT1), também conhecido como
MCT10 por ser um membro da familia dos transportadores de monocarboxilatos,
exibiu envolvimento no transporte de HT****'#7 O gene MCT10 esta localizado no
cromossomo 6, sendo que a estrutura deste gene é semelhante a do gene de MCT8
do cromossomo X, ambos consistem de 6 exons e 5 introns. A MCT10 é uma
proteina de 515 aminoacidos com 12 dominios transmembrana, seu mRNA foi
detectado no trato gastrointestinal, figado, rim, musculo esquelético, placenta e, em
menor expressdo, no ceérebro. Ensaios de transporte em células COS1
transfectadas com MCT10 mostraram que ha entrada e saida de HT, mas quando
comparado com MCT8, MCT10 é mais efetivo para T3 que para T,. A MCT10
transporta, ainda, aminoacidos aromaticos, comportamento também diferente de
MCTS8, a qual atua de forma eficiente no efluxo de fenilalanina” Foi demonstrado
50% de inibicdo no influxo de T3 em MCT10 na presenca de 1mM de triptofano,
indicando competicéo entre eles. Por outro lado, n&o foi encontrado efeito do
triptofano no efluxo de Ts. Estudo indica que o transportador MCT10 facilita a
entrada de T4 e particularmente Ts, favorecendo acesso a processos
intracelulares™*®.

Sistemas celulares de transporte de HT poderiam também estar implicados
em acdes ndao gendmicas do hormonio. Foi identificada a existéncia de um receptor
de superficie celular para HT, que estaria interligado por uma ou mais vias de

transducédo de sinais seguido a eventos nucleares, com promocdo de alteracGes
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locais na funcdo da membrana celular. A integrina aVB3A, proteina heterodimérica
estrutural de membrana celular, responsavel pela transducdo de sinais da matriz
extracelular (MEC) para a célula e vice-versa é descrita como um sitio receptor para
HT. Os autores mostraram que T, induz a interacdo das integrinas com laminina,
proteina da MEC. Experimentos realizados com integrinas purificadas demonstram
gue estas se ligam a HT radiomarcado de maneira dissociavel e com alta afinidade
e ensaios com células CV-1 utilizando-se de RNA de interferéncia contra os genes
gue codificam aV e 3 ou ambas previnem a ativacdo de MAPK pelo HT. Existem,
assim, interfaces entre as acgdes iniciadas na membrana por HT e eventos
nucleares, ja que experimentos com T4, agindo na superficie celular, poderiam
participar do processo de ativagédo de TR, induzindo um estado de transcricdo basal
do receptor™*®.

Em concluséo, a atividade biologica de HT em células alvo é determinada
pela concentracdo intracelular de T5>, e esta depende de um nimero de fatores,
incluindo os niveis de circulacdo de T3 e seu precursor T4, a atividade das
desiodases e a presenca de transportadores na membrana plasmaética, facilitando o
influxo e efluxo celular de HT. Diante destas informacdes, e da caracterizacdo no
desenvolvimento de enfermidades a partir de mutacbes em MCT8, algumas
condicbes patolégicas tém sido alvo de estudos para averiguagdo do
comportamento destes horménios na manutencéo da atividade metabdlica corporal.

Ratos com hipertireoidismo e hipotireoidismo mostraram niveis de expressao
alterados de OATP14 em capilares cerebrais. Proteinas e mRNA encontravam-se
regulados positivamente em ratos hipotireoideos e negativamente em
hipertireoideos. Concluiindo-se, desta forma, que sua regulagdo é dependente do
status da tiredide associado as alteracdes na circulacdo nos niveis de T,°".

O acido graxo translocase (FAT), uma proteina integral de membrana de 88
kDa, € expresso abundantemente no tecido adiposo, muasculo esquelético e
coracdo. Ensaios em cardiomidcitos de ratos permitem a entrada de T3 e outras
iodotironinas (T4=T3>3,3-T»,>T3S). O influxo de T3 foi quase duas vezes maior
quando comparado a outros transportadores NCTP e OATP1l de ratos e LAT
humana, entretanto o efluxo nao foi alterado por FAT*%,

A diminuicdo do influxo de T, no figado de doentes néo tiredideos e em

desnutricdo explicam a reducdo periférica de T3, sob estas condigbes. Esta
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regulacdo negativa pode ser em decorréncia do aumento na concentracdo de
inibidores no transporte de T4 presentes na circulacdo, ou da reducdo da energia
celular que é requerida para o transporte de T4 ou, ainda, em virtude da reducédo na
expressdo de transportadores essenciais®. Trabalho utilizando método de perfusdo
em figado de rato observou que o influxo de T3 foi inibido em 40% apdés dois dias de
jejum. Este transporte foi normalizado com a administracdo de insulina, cortisol e
glicose. Este pequeno periodo de tempo sugere que restauracdo da fonte de
energia foi a responsavel pela normalizacdo’?’. Semelhante ao que aconteceu in
vitro, processos de perfusdo mostram que T4 e T3 sdo transportados para o interior
do figado por diferentes sistemas. Quando ratos foram tratados com amiodarona foi
inibido o influxo de T4, mas ndo o de T3. Perfusdo em figado de ratos hipotireoideos
evidenciou que o influxo de T3 néo foi diferente do figado de ratos normais, mas
houve diminuicdo do metabolismo. Ja perfusdo em figado de ratos hipertireoideos

121 Estes dados

diminuiu o influxo de T3 associado ao metabolismo aumentado
apontam para um mecanismo adaptativo celular para manutencdo de tecidos
eutireoideos quando a suplementacéo de T esté alterada’”.

Estudos cinéticos de HT realizados em uma mulher hipotireoidea de 60 anos
em reposicdo de T, demonstraram uma diminuicdo na razdo de equilibrio T3/T4
gquando comparada ao controle normal, também com reposicdo de T4, indicando
uma diminuicdo no transporte de T4 no figado, podendo manter-se normal em outros
tecidos. Como a cinética de transporte de Ts; ndo foi alterada, a inibicdo do
transporte de T, dentro do figado poderia levar a um T3 baixo ou normal e um
elevado T4, resultando na diminuicdo da razéo Ta/T4*?%. As bases para este estudo
foram anteriormente reportadas®?®. Descobertas similares foram observadas em um
garoto de oito anos o qual possuia, adicionalmente, um elevado indice de TBG no
soro, que diminuiu apds tratamento com pequenas doses de Ts. Como TBG é
sintetizada no figado e elevada no soro em hipotireoidismo, estas observacoes
indicam a importancia do processo de transporte de T4 no figado possivelmente
regulando a atividade biolégica de HT nos tecidos®?*.

Em pacientes obesos, sujeitos a uma dieta restrita em calorias, foi observado
inibicdo no influxo de T4 e T3z em alguns tecidos. TSH no soro destes pacientes €,
geralmente, normal na restricdo calorica a despeito dos baixos indices de T3 e
algumas vezes baixa concentracdo T,. Segundo os autores seria inapropriado,

nesta situacdo, um aumento no TSH, como se poderia esperar, visto que isto
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poderia resultar em secrecdo aumentada de T, pela tiredide aumentando a sintese
de T3 pelo figado que por sua vez neutralizaria a suposta benéfica queda na
producéo de T3

Acidos graxos esterificados, bilirrubina, indoxil sulfato e acido graxo (furano),
em pacientes renais mostram inibic&o no influxo de T4 em células hepaticas’®*?°.

Em pacientes depressivos a Vmax N0 transporte de HT esta significativamente
diminuida em relacdo a individuos normais*?’. O influxo de T estd aumentado em
eritrécitos de pacientes ndo tratados com posterior normalizacdo em relagdo ao
grupo controle apés um més de tratamento com fluvoxamina e consequente
remissado clinica. Portanto, a patogénese da depressdo podera estar associada a
distarbios no eixo HPT e neurotransmissédo da serotonina™®*%°,

Em 1997 Kemp e Taylor identificaram dois sistemas de transporte, 0
resistente (T) e o sensivel (L), em vesiculas de membrana sinusoidal de ratos
eutireoideos, hipotireoideos (tratados com PTU) e hipertireoideos (injetados com Tj).
Os autores demonstraram que **°I-T; associa-se a superficie das vesiculas. O
influxo de triptofano e T3 ndo foi alterado pelo status tiredideo e, ainda, Tz e T4
inibiram o influxo de triptofano pelo sistema de transporte tipo T e foram
dependentes do status tireoideo (hipertireoideos > eutireoideos > hipotireoideos)*?°.

Trabalho em ratos tireoidectomizados, com ou sem reposicdo de L-Tg,
mostrou diferencas no influxo de T3 em hemacias. Hemacias foram preparadas para
ensaio de transporte a partir de grupos de ratos tireoidectomizados (hipotireoideos),
tireoidectomizados tratados com doses regulares de L-T, (eutireoideos),
tireoidectomizados tratados com altas doses de L-T4 (hipertireoideos) e ratos
apenas submetidos & cirurgia foram utilizados como controle. O influxo de #I-T; foi
maior no primeiro grupo, igual no segundo grupo e menor no terceiro, indicando que
a cinética em eritrécitos de ratos modificou-se em resposta a falta ou excesso de HT
circulantes™®.

Outro estudo avaliou o transporte de HT em adipécitos de ratos eutireoideos
e hipotireoideos induzidos por tratamento com PTU. Revelou-se uma forte interagcéo
entre o sistema de transporte L na entrada de HT e triptofano em adipdcitos de
ratos, evidenciando que foi o maior carreador, de modo geral, de iodotironinas na
membrana plasméatica de adipoécitos. T4 e rTs foram os mais efetivos em inibir o
influxo do triptofano que o proprio Ts. A condicdo induzida de hipotireoidismo ndo

afetou o transporte de triptofano. Em contraste, ocorreu uma diminuicdo substancial
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no influxo de T3 (48%) e, em particular, de T, (79%) devido a reducdo parcial na
atividade do componente da proteina transportadora que é sensivel ao BCH®.
Sugerindo, neste caso e no trabalho anterior de Kemp e Taylor (1997), que no
estado hipotireoideo a regulacdo negativa no transporte da membrana celular
tendera a reduzir catabolismo de T, e rT3 ajudando a conservar o hormonio e iodo
para outros tecidos. A sensibilidade em tecidos adiposos para ativacdo hormonal &
geralmente reprimida em hipotireoideo, mas a relativa retencdo na capacidade do
influxo de T3 mostrou alguma funcdo para manter a atividade metabdlica nos
adipdcitos. Por fim, a atividade de transporte do sistema L para aminoacidos néo é

regulada negativamente em hipotireoidismo, mas o é por HT**2.

Mecanismos de transporte de HT foram avaliados também em pacientes com
insuficiéncia renal crdnica que apresentam baixos niveis séricos de Tz com
comportamento eutireoideo. A partir destas caracteristicas, eritrocitos destes
pacientes foram submetidos a experimentos de transporte de HT (*?°I-T5 e 2I-T,).
Foi observado que houve aumento de 50% em 1 minuto e 55% em 5 minutos no
influxo de #I-T; nas hemécias dos pacientes antes do tratamento de hemodidlise.
Entretanto, o influxo de '*I-T, foi menor em 1 e 5 minutos (88 e 63%,
respectivamente). O remanescente de T3z foi 80% maior e de T4 foi 57% menor
guando comparado ao individuos normais. Sugerindo, desta forma, que
mecanismos compensatorios de influxo e efluxo de T3 neutralizam a disfuncéo

tireoideana nestes pacientes®.

Outra consideragdo que pode ser relevante diz respeito a condi¢do
clinica global dos pacientes hipotireoideos e hipertireoideos. Sabidamente, estes
pacientes apresentam disfuncdes em proteinas séricas de transporte - a reposicao
de TBG é diminuida em hipotireoideos e aumentada em hipertireoideos®® - e em
lipoproteinas, especialmente a HDL, que sdo carreadoras de uma pequena fracao
de HT no plasma e participam do transporte intracelular de T4'°. Hipotireoidismo
induz a alteracbes qualitativas e quantitativas na distribuicdo das lipoproteinas e
altera a micro-heterogenicidade do colesterol HDL'®®. Foi documentado que
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) carreiam cerca de 1% de T4 circulante e
facilitam a entrada de T, dentro do receptor-LDL em fibroblastos. Os autores

especularam que o HT pode ser liberado das células junto ao colesterol, tornando-
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se particulas enriquecidas de lipideos facilitando seu contato com a membrana
plasmatica e transportadores. Lipoproteinas poderiam funcionar como armadilhas
para o horménio liberado, mantendo o gradiente de dentro para fora das células,
uma vez que podem atuar dirigindo o efluxo de HT. Contrariamente ao LDL,
possuem efeito oposto a TBG, TTR, HSA e HDL, prevenindo a entrada de T, dentro
de fibroblastos de maneira dose dependente. HDL facilita ainda a saida de HT de
hepatécitos®**. O efeito de HDL no transporte de HT é comparavel & soma da
atividade das trés proteinas de ligagdo séricas, isto em condic¢des fisioldgicas, em
condi¢cdes de excesso de HDL o efeito poderia ser multiplicador.

Na tentativa de esclarecer melhor a interacdo de lipoproteinas com o
transporte de HT, fibroblastos humanos foram pré-incubados com *®I-T, e
posteriormente mantidos em soluc¢do de fluido intersticial com LDL (22 ug/mL). O
influxo foi 40% maior nos fibroblastos tratados com fluido intersticial em relacdo ao
controle. Em ensaios de fibroblastos com deprivacdo (col-) ou enriquecidos (col+)
com colesterol foi evidenciado que em col- LDL aumentou o influxo de T4
citoplasmatico e nuclear em 48% e 30%, respectivamente. Em col+, HDL (280
ug/mL) inibiu a entrada de T, e Tz no citoplasma. Em uma situacdo contraria,
fibroblastos col+ foram primeiro incubados HDL e em seguida mantidos com *2°|-T,
e %|-T3, foi mostrado um aumento de 24% e 12%, respectivamente. Em fibroblastos
com col- foi 8% ou 0% e fibroblastos controle de 15% ou 4%. Concluindo, o
transporte de HT é facilitado por LDL, pela mediacdo do receptor-LDL (T4 >> T3) e
HDL facilita a entrada de (T4 > T3) diretamente para o nucleo. Este efeito do HDL
representa difusdo facilitada através da membrane celular e o efeito LDL, que
requer regulacdo positiva de receptor-LDL, & menor para o transporte de #I-Ts.
Assim, incorre-se no fato de que lipoproteinas tornam-se alvo de HT para o

transporte até o nicleo™.

1.4.Doencgas da Tirebide
A relagéo inversa e dindmica entre alteragfes nos niveis de TSH e T, e T3
séricos, determina uma supressdo ou elevacao hormonal. Com raras excecoes,
niveis de TSH normais excluem uma anormalidade primaria na funcéo da tiredide. O
encontro de niveis de TSH alterados devera seguir mensuragdes de HT circulantes
para diagnéstico de hipertireoidismo com TSH suprimido, ou hipotireoidismo com
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TSH elevado. Usualmente, a mensuracdo de HT livres corresponde a sua
viabilidade biolégica. Em geral, avaliacdo de T, livre € suficiente para confirmar
tirotoxicose, ainda que de 2 a 5% dos pacientes apresentem variacdo apenas nos

niveis de T3 (toxicose de T3)™.

1.4.1. Hipotireoidismo
Hipotireoidismo € uma sindrome clinica resultante da producdo ou acéao

biolégica ineficiente dos HT*®

promovendo um efeito generalizado de retardo nos
processos metabdlicos®. As condicées clinicas da sindrome dependem do grau e
duracdo da deficiéncia de HT e, assim, afetara os tecidos em maior ou menor
extensdo. A manifestacdo durante a vida intrauterina determina os maiores danos
sendo o HT fundamental no desenvolvimento cerebral do feto no primeiro trimestre
de gestacdo™®’.

Pode ser classificado como hipotireoidismo primario, onde ha perda de
funcdo tireoideana; hipotireoidismo secundario, que tem como causa a origem
hipofisaria, pela deficiéncia de TSH; ou hipotireoidismo terciario, manifestado pela
deficiéncia do TRH. Pode ainda, muito raramente, ser decorrente de uma resisténcia
generalizada aos HT provocada por mutacdo nos receptores nucleares. Pode
também ser dividido em congénito (deficiéncia no desenvolvimento da tiredide,
dishormonogénese da tiredide, sindrome de Pendred, mutacfes no receptor de
TSH, resisténcia ao HT), hipotireoidismo primario (tireoidite autoimune crdnica
(Hashimoto), pés-radioterapia de pescoco, pos-tireoidectomia e deficiéncia de iodo)
e hipotireoidismo central (efeitos de drogas e doencas néo tireoideanas)'*.

Em pacientes com hipotireoidismo primario, a diminuicdo na secrecao de T4 e
T3 leva a sua reducdo no soro, apresentando como conseqiéncia um aumento
compensatério na secrecdo de TSH. Assim, a combinacéo de baixo T4 e alto TSH
confirma o diagnéstico de hipotiroidismo, indicando que pode ser devido a doenca
tireoideana primaria*”.

A etiologia do hipotireoidismo primario pode manifestar-se como
consequéncia da diminuicdo na funcionalidade do tecido tireoideano (tireoidite de
Hashimoto, sub-agudas, poés-parto, de Riedel, tratamento de hipertireoidismo,
agenesia e ectopica tireoideana, radioterapia de cabeca e pescoco, defeitos
funcionais na biossintese e liberacdo dos HT) ou por disformogénese congénita
(grave deficiéncia de iodo, drogas). No hipotireoidismo secundéario pode haver perda
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de tecido funcional (tumores, traumas, deficiéncia vascular, infec¢cdes, doencas
infiltrativas, hipofisite linfocitica crbnica, lesbes congénitas) ou por defeitos
funcionais na biossintese e liberacdo do TSH (mutacdes nos genes do receptor do
TSH, drogas)?.

As causas mais comuns de hipotireoidismo, fora a deficiéncia de iodo, séo as
doencas autoimune (tireoidite de Hashimoto) e causas iatrogénicas (posterior a
tratamento de hipertireoidismo). Processos autoimunes reduzem, gradualmente, a
funcdo tireoideana. Inicialmente ha uma fase de compensagdo quando niveis

normais de HT sdo mantidos pela elevacdo de TSH.

Em alguns casos os
pacientes podem ter menos sintomas, sendo chamados hipotireoidismo subclinico.
Por fim, quando o niveis de T4 livre encontram-se suprimidos e TSH aumentados
tornam os sintomas mais evidentes, usualmente com TSH >10 mU/L, e séao
identificados como hipotireoidismo clinico®.

A tireoidite crénica de Hashimoto € provocada pela destruicdo do tecido
tireoideo mediada por reacdo imune celular e humoral**°. Conforme a extensdo da
infiltrac&o linfocitica, composta por células T CD4" e CD8" e células B, fibrose e
hiperplasia glandular sdo definidas como forma de gotosa ou atropica, embora
sejam semelhantes quanto a patofisiologia. Células T citotoxicas podem diretamente
destruir células tireoideanas e mais de 90% dos pacientes possuem altas
concentracdes de autoanticorpos para tiroglobulina e tiredide peroxidase'*'. A
susceptibilidade a tireoidite de Hashimoto é determinada por uma combinagcédo de
fatores ambientais e genéticos. A ocorréncia de preponderancia feminina é devido
aos efeitos dos esterdides na resposta imune, mas fatores genéticos associados ao
cromossomo X sdo também possiveis.

Hipotireoidismo é relativamente comum. Em adultos apresenta prevaléncia
em torno de 2% nas mulheres e 0,2% nos homens. Em individuos mais idosos,
particularmente com mais de 65 anos, a prevaléncia estimada € de 6% e 2% em
mulheres e homens, respectivamente. A forma primaria representa quase 95% dos
casos e € muito mais comum (de cinco a oito vezes) em mulheres que em
homens®?.

Tireoidite autoimune crénica é uma doenca de mulheres, especialmente as
mais velhas. Entretanto, ndo se sabe se o risco estd aumentado, neste grupo,
devido a deficiéncia de estrogénio ou idade. Ela é também a causa mais comum em

criangas de um a dois anos de idade. Esté associada com varios polimorfismos nos
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genes de HLA, receptores antigénicos de células T, e outras moléculas
imunomodulatérias, sugerindo o papel da susceptibilidade genética'**. Contudo, os
riscos sado relacionados a associacdes de dois ou mais fatores como diferenca racial
e grupos étnicos. Cerca de 20 a 30% de mulheres com tireoidite apos o parto
demonstram hipotireoidismo transiente e 40 a 50% tém somente a condi¢cdo
transiente. E mais comum em certas populacdes, como japoneses, provavelmente
devido a fatores genéticos e exposicao crénica a dieta com altas concentracdes de
iodo™.

Entre os fatores associados ao risco aumentado estdo a idade acima de 60
anos, género feminino, bocio, doenca nodular tireoidiana, historico familiar da
doenca, histérico de radiografia de cabeca e pescoco, doenca auto-imune
tireoideana e extratireoideana, drogas (litio, amiodarona) e tabagismo. Manifesta-se,
clinicamente, por pele seca, diminuicdo da transpiracdo, epiderme fina e
hiperqueratose do estrato corneo, mixedema, constipacdo, ganho de peso, libido
diminuido, fertilidade reduzida, contratilidade do miocardio e pulso reduzido, levando
a forte reducéo do volume e bradicardia, problemas de memoéria e concentragéo®.

As alteracbes classicas do hipotiroidismo primario sdo niveis plasmaticos de
TSH elevado e niveis plasmaticos baixos de T4 e T3 livres. Inicialmente observa-se
apenas elevacdo do TSH (forma subclinica), em seguida, reduzem-se o T, e em
uma fase posterior o T3. Pode haver, também, uma secre¢do elevada de T3, de
modo que em pelo menos 1/3 dos pacientes os niveis de Tz estdo normais. Em
hipotireoidismo secundario ou terciario (central) o TSH encontra-se baixo ou normal
e T4 livre baixo.

O tratamento consiste habitualmente na administracdo de levotiroxina em

dose Unica diarial.

1.4.2. Hipertireoidismo

Tirotoxicose é definida como um estado clinico onde ha excesso de HT e que
embora ndo seja sinbnimo de hipertireoidismo, que é o resultado da excessiva
funcao tireoideana, é a maior etiologia da tirotixicose™.

Hipertireoidismo primario pode ser identificado como autoimune (doenca de
Graves, bdécio multinodular e ndédulo téxico), tireoidite transiente (pés-parto,

linfocitica e pds-viral), efeitos de drogas (ingestdo de tiroxina, induzida por iodo,
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terapia de amiodarona), mutacdo em receptor TSH (por ganho de funcéo),
tirotoxicose gestacional e tumor pituitaria secretando TSH**.

Entre as diversas causas de hipertireoidismo, a doenca de Graves representa
a etiologia mais comum (80% dos casos). Tem origem auto-imune e sua prevaléncia
€ incerta, mas estima-se que afete 0,4 a 1% da populacdo. Ocorre em mais de 2%
de mulheres e 0,2% em homens. Seu pico de incidéncia se da entre as segunda e
guarta décadas de vida. Pode estar associada a outras doencas auto-imunes
enddcrinas e ndo enddcrinas. A doencga de Graves representa entre 60 a 80% das
tirotoxicoses, mas sua prevaléncia varia acerca das populacdes'*?. E caracterizada
por bocio difuso, tirotoxicose, orbitopatia infiltrativa e ocasionalmente dermatopatia
infiltrativa. Em alguns pacientes a doenca da tiredide e o fenémeno infiltrativo
podem ocorrer sozinhos ou independentes®.

Na doenca de Graves o hipertireoidismo ocorre na presenca de alguns graus
de tiroidite crbnica e pode ultimamente ser substituida, em longo termo, por
hipofuncdo tireoidiana. Doenca da tirebide autoimune é caracterizada pela
ocorréncia no soro de anticorpos contra peroxidase tiredide (o antigeno
microssomal), Tg e receptores de TSH. E caracterizada por infiltracdo n&o
homogénea de linfécitos com uma auséncia de destruicdo folicular. Os niveis de
TSH no soro estdo quase sempre totalmente suprimidos e os niveis de T4 e T3 estéao
mais aumentados que os niveis de T4 e T3. T3 esta tipicamente mais elevado que os
niveis de T,>.

Sinais e sintomas incluem perda de peso e fatiga, hiperatividade,
irritabilidade, ins6nia, dificuldade de concentracdo, tremores, hiper-reflexia,
taquicardia, pele quente e Umida, intolerancia ao calor, alopécia, tempo de transito
gastrointestinal diminuido, oftalmopatia, bécio difuso e mixedema pretibial. Em
pacientes idosos pode haver astenia intensa, fraqueza muscular e prostracdo ou
depresséo grave®.

Cerca de 10 a 20% dos pacientes apresentam remissao espontanea e cerca
de 50% tornam-se hipotireoideos ap6s 20 a 30 anos na auséncia de qualquer
tratamento. Tal fato ocorre, mais provavelmente, devido a uma continua destrui¢ao
da tiredide pelo processo auto-imune. Entre os fatores predisponentes séo citados
os fatores genéticos, ambientais e endégenos.

A doenca de Graves é tratada por reducdo na sintese de HT, usando drogas
antitireoideas ou por reducdo de quantidade de tecido tireoideano com radioiodo
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(**'1) ou por tireoidectomia parcial. FArmacos antitireoideanos (tionamidas, como o
propiltiouracil, carbimazol, matimazol) sdo, predominantemente, utilizados na
Europa e Jap3o, e radioterapia na América do Norte'**,

A avaliagdo bioquimica da funcgéo tireoideana é refeita entre 3 a 4 semanas
apo6s iniciado o tratamento. E realizada titulagdo baseada nos niveis de T, livre.
Muitos pacientes ndo atingem estado eutireoideo dentro de 6 a 8 semanas apds o
tratamento ter sido iniciado. Os niveis de TSH permanecem muitas vezes
suprimidos por varios meses e, portanto, ndo indicam um indice sensivel da
resposta ao tratamento®.

O tratamento por radioiodo causa progressiva destruicdo das células
tireoideanas. A dosagem de **'| varia, geralmente, entre 185 MBq (5 mCi) a 555
MBg (15 mCi). Muitos pacientes progridem para hipotireoidismo em 5 a 10 anos. O
risco de hipotireoidismo apés tratamento com radioiodo depende da dosagem®**.

Em razdo da importancia de se estabelecer critérios para a dinamica e
possiveis mecanismos no transporte de HT e que a permanéncia do hormdnio no
meio intracelular modula seu efeito no nucleo, a proposta deste trabalho é avaliar o
influxo e efluxo em hemacias de individuos eutireoideos e compara-los a pacientes
hipotireoideos e hipertireoideos vislumbrando a compreensdo de possiveis

alteracoes do transporte e projecao para o contexto de outros tecidos do organismo.
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2. Objetivo
2.1.0bjetivo geral
Investigar o transporte, influxo e efluxo, de *?°I-T; e **I-T, em hemécias de

individuos saudaveis e pacientes com hipotireoidismo e hipertireoidismo.

2.2.0bjetivos especificos
e Investigar o influxo e efluxo de '*°I-T3 e '*I-T, em hemacias de
pacientes hipertireoideos antes e apés tratamento, e em hemacias de
pacientes hipotireoideos antes do tratamento.
e Investigar o influxo e efluxo de '*°I-T3 e '*I-T, em hemacias de
pacientes hipertireoideos, antes e ap0s o tratamento, separados por

género.

48



3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Os horménios marcados *?°I-T; (3390 Ci/mmol) e *I-T, (1250 Ci/mmol)
foram adquiridos da Perkin Elmer, Brasil. O meio RPMI 1640 da Life Technologies
(EUA) e o Soro Fetal Bovino (SFB) da GIBCO™ (EUA). Etanol absoluto foi adquirido
da MERCK, Brasil e o dimetilsulfoxido (DMSO) da SIGMA, EUA.

3.2. Caracteristicas do campo de pesquisa

A selecao dos pacientes foi realizada no Hospital de Base do Distrito Federal
(HBDF), vinculado a Secretaria de Saude do Distrito Federal e no Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), Universidade de Brasilia. A investigacéo laboratorial
foi desenvolvida no Laboratério de Farmacologia Molecular da Faculdade de

Ciéncias da Sauda — UnB.

3.3. Populacao Estudada

Foram selecionados 14 pacientes com hipertireoidismo primario e 9 pacientes
com hipotireoidismo primario com idade entre 20 e 60 anos e distribuicdo por género
aleatéria. Os pacientes tiveram o diagnostico confirmado por dosagens séricas de
TSH (valor de referéncia entre 0,5-4,5 mUI/L) e de T, livre (valor de referéncia entre
0,7-1,8 ng/dL), sendo que nos hipotireocideos o TSH encontrava-se acima de 20
mUI/L e T4 livre abaixo do valor de referéncia para o método utilizado e pacientes
mulheres ndo se utilizavam de terapia de reposicdo hormonal (quadro 1). Ja os
pacientes hipertireoideos apresentavam dosagens de TSH abaixo e com T, livre
acima dos valores de referéncia para o método (quadro 2). Foram considerados
critérios de exclusdo a presenca de quaisquer comorbidades ou o uso de
medicacdes continuas bem como etilismo cronico. O grupo controle consistiu de
nove individuos sadios com distribuicdo por género aleatdria e com idade entre 20 e
60 anos. Todos os sujeitos participantes foram voluntarios e assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

49



Quadro 1 — Dados clinicos dos pacientes hipertireoideos selecionados

Pacientes 1% coleta Data 2% coleta Data Tratamento
Hipertireoideos | - nivel sérico - 12 - nivel sérico - 2¢
TSH Ty coleta TSH T, coleta
livre livre
1 <0,01 | 1,98 | 26/09/07 - - - - mCi|
2 <0,01 | 9,40 | 27/09/07 2,30 1,60 | 02/09/08 | 18,6mCi**'I/Topazol
3 <0,01 | 6,70 | 07/11/07 2,09 1,02 | 01/04/08 | 8,0mCi™"l
4 0,01 3,95 | 09/11/07 - 1,40 | 01/04/08 | 19,0mCi'*'I/Levotiroxina
5 <0,01 | 7,80 | 21/09/07 - 1,30 | 27/05/08 | --- mCi**I/Tapazol
6 0,01 2,80 | 21/11/07 0,21 0,70 | 12/03/08 | 10,0mCi™"|
7 <0,004 | 5,22 | 29/11/07 - - - 21,0mCi™
8 0,03 5,25 | 05/12/07 - - - 10,0mCi™
9 0,01 5,04 | 12/12/07 2,13 0,88 | 22/04/08 | --- mCi**"l/Levotiroxina
10 0,01 6,40 | 09/01/08 - 1,00 | 02/07/08 | 8,0mCi™*'I/Levotiroxina
11 <0,01 | 1,60 | 11/01/08 2,22 1,10 | 27/05/08 | 20,0mCi"*'I/Levotiroxina
12 0,01 7,10 | 04/03/08 0,20 0,91 | 27/05/08 | --- mCi ™l
13 0,01 9,30 | 12/03/08 - 1,60 | 26/08/08 | 17,8mCi**"I
14 0,01 | 24,8 T | 19/03/08 - 1,00 | 20/05/08 | 14,0mCi**|

Valores de referéncia: TSH de 0,5 a 4,5 mUI/L e T, livre de 0,7 a 1,8 ng/dL.

Os valores séricos do paciente 14 corresponde ao T, total.
N&o hé indicacdo da dose de

131

| para os pacientes 1, 5, 9 e 12.

Quadro 2 — Dados clinicos dos pacientes hipotireoideos selecionados

Pacientes 1% coleta Data
Hipotireoideos - nivel sérico - 1% coleta
TSH T4 livre
1 28,1 0,64 06/11/07
2 27,9 0,50 15/02/08
3 111,0 0,21 15/02/08
4 20,8 0,72 26/03/08
5 24,3 0,70 16/06/08
6 27,9 0,68 28/08/08
7 25,6 0,50 01/09/08
8 67,3 0,33 11/09/08
9 300,0 0,16 12/10/08

Valores de referéncia: TSH de 0,5 a 4,5 mUI/L e T4 livre de 0,7 a 1,8 ng/dL

3.4. Obtencédo das hemécias

Trés mililitros de amostra de sangue dos sujeitos participantes foram obtidos

por venopuncao e colocados em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer System) e

imediatamente colocados em gelo. As amostras foram centrifugadas (2200xg/5

min/4°C), o plasma e buffy coat foram removidos e o concentrado de hemacias foi

lavado trés vezes por ressuspensao/centrifugagcdo com 3 mL de PBS gelado (16 g
NaCl, 0,4 g KCI, 1,44 g Na;HPO,4 e 0,24 g KH,POy4, pH 7,4). As células foram
ressuspensas em até 4 mL de PBS gelado e procedida a diluigdo para contagem

celular em Camara de Newbauer.
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3.5. Transporte de Horménios Tireoideanos

Para andlise do transporte de HT foi analisado o influxo (captacado) e o efluxo
(saida) de *?I-T5 e **°I-T, em hemacias. O estudo de transporte de HT em hemaécias
vem sendo realizado h& longa data, tanto em humanos quanto em animais. Trata-se

de uma metodologia confiavel e de facil reprodutibildade.

4.5.1. Estudo de Influxo: as células (10%/mL/ensaio) foram incubadas a 37°C
em meio RPMI 1640 contendo '#I-T5 e *I-T, (aproximadamente 200.000 cpm) e
0,01% de SFB. O influxo foi interrompido em 1, 5, 10, 30, 60, 120 e 180 minutos
pela adicdo de 500uL de PBS gelado e as amostras foram centrifugadas
(2200xg/5min/4°C) seguida de sequéncia de quatro lavagens com 1 mL de PBS
gelado. As células foram lisadas com 1 mL de agua destilada e a radioatividade da
solucdo determinada em Contador Gama — Perkin Elmer Wallac Wizard 1470. O

esquema do experimento de influxo pode ser visto na figura 4.

500 uL
PBS/4eC

N

agitagao

379C
1/5'/10°/30' /60’ /120’

1x108
céls/mL

RPMI 0,01%
1251.7,.7T,

lavagem e centrifugagio
2200g/4eC/1’

\C‘gﬁg/

Figura 4 — Influxo em hem@cias.
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4.5.2. Estudo de Efluxo: as células (10%/mL/ensaio) foram inicialmente pré-
incubadas com '?°I-T; e '#I-T, (aproximadamente 200.000 cpm) em meio RPMI
1640 contendo 0,01% de SFB por 180 minutos a 37°C. Ao final do periodo pré-
determinado as células foram lavadas quatro vezes com PBS gelado por
ressuspensao/centrifugacdo (2200xg/5min/4°C) para a retirada do hormoénio
marcado nao incorporado a célula. O efluxo inicia-se pela adicdo de 1 mL por
microtubo de meio RPMI pré-aquecido a 37°C contendo 10% de SFB. O tubo
contendo hemacias diluidas no meio é centrifugado (2200xg/5min/4°C) e em
seguida recolhido o sobrenadante. Posteriormente as hemacias sdo novamente
ressuspensas em meio novo. Este procedimento foi realizado em 5, 15, 30 e 60
minutos de efluxo. Ao final de 60 min de efluxo o sobrenadante € recolhido, as
células s&o lisadas com 1 mL de agua destilada e a quantidade de *°I-T3 e *I-T,
remanescente nas ceélulas e nos meios de efluxo sdo determinadas em Contador
Gama - Perkin Elmer Wallac Wizard 1470. O efluxo esquematizado esta
representado na figura 5.

500 uL
PBS/42C

céls/mlL

agitagdo "
centrifugagio
RPMI0,01% 379C/3h
2200g/a2C/1’
115|_T; 'T.1 Ej f

3 3
C} lavagem g '
PBS/40C nS ey

\ centrifugagio agitagio
2200g/42C/1’
g/aec/ 379C

CG 5'/15'/30' /60’

Figura 5 — Efluxo em hemécias.
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4. Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a analise de varidncia One-Way ANOVA
complementado com teste de significAncia Student Newman-Keuls Multiple

Comparasion.
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5. Resultados
Hemacias dos pacientes hipotireoideos, hipertireocideos e grupo controle
selecionados foram utilizadas em ensaios de transporte - influxo e efluxo - com *?°|-

Ts e '®I-T, em tempos de experimentos pré-determinados, conforme descrito em
materiais e métodos.

5.1 - Influxo de '*I-T; em heméacias de individuos do grupo controle

(ctrl), pacientes hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper).

Com o intuito de avaliar o0 mecanismo de transporte de entrada de T3 em
hemécias de pacientes hipertireoideos e hipotireoideos, foram realizados ensaios de
influxo de T3 marcado com '#| nos tempos de 1, 5, 10, 30, 60 e 120 minutos. Os

resultados estdo mostrados no grafico 1 e na tabela 1.

ctrl

4 3 hipo
25 3 hiper
207
154
10_ **

*
*%*
Ll II
0
1 5 10 30 60 120

tempo (minutos)

influxo de *25-T; (%)

Gréfico 1 — Influxo de **°I-T; em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes

hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper). O influxo foi avaliado como descrito em materiais e
métodos. Os dados séo apresentados como MédiatSEM em experimentos independentes realizados
em triplicatas de 9 sujeitos do grupo controle, 9 pacientes hipotireoideos e 14 pacientes
hipertireoideos. *p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo.

Apenas nos tempos de 1 e 5 min o influxo de *?°I-T; em hemécias de
pacientes hipotireoideos foi estatisticamente diferente do grupo controle
(4,02+0,19% e 5,63+0,35%; 7,28+0,39% e 8,54+0,23%, respectivamente). As
reducdes dos influxos foram de 29% e 15% respectivamente para 1 e 5 minutos. A
partir de 10 min ndo houve diferenca estatistica do influxo em hemacias dos

pacientes hipotireoideos e do grupo controle. Da mesma forma, ndo houve diferenca

54



estatistica entre o influxo em hemécias de pacientes hipertireoideos e do grupo
controle em todos os tempos do ensaio. Entretanto, foi observada uma diferenca
entre os influxos em hemacias de pacientes hipotireoideos e hipertireoideos nos
tempos de 1 e 5 minutos (4,02+0,19% e 6,08+0,29%; 7,28+0,23% e 9,68+0,39%,
respectivamente) (tabela 1).

Tabela 1: Porcentagens de Influxo de **°|-T;
em heméacias de pacientes hipotireoideos (hipo)
e hipertireoideos (hiper) e do grupo controle (ctrl).

Diferenca do influxo

Tempo (reducéo ou
(min) Influxo (MédiatSEM) (%) incremento) em relacéo
ao controle (%)

Ctrl Hipo Hiper Hipo Hiper

5,63+0,35 4,02+0,19* 6,08+0,30** 28,6 8,0

5 8,54+0,23 7,28+0,39* 9,68+0,39** 14,8 13,3

10 12,25+0,67 12,23+0,48 13,13+0,67 0,2 7,2

30 18,86+0,88 20,41+0,98 19,92+1,02 8,2 5,6

60 22,74%1,12 24,56+1,05 22,38+1,01 8,0 1,6

120 23,19+1,15 25,47+1,08 22,35+1,04 9,8 3,6

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo

5.2 - Influxo de **I-T, em heméacias de individuos do grupo controle
(ctrl), pacientes hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper).

Para verificar se o comportamento da entrada de T, nas hemécias
seria 0 mesmo, foram realizados ensaios de influxo com T, marcado com *2°|
nos tempos de 1, 5, 10, 30, 60 e 120 minutos. Os resultados estdo mostrados
no grafico 2 e na tabela 2.

De maneira semelhante ao que foi observado no influxo de '#I-Ts,
pode-se depreender do gréfico 2 que a porcentagem de influxo de *?°-T, nos
tempos de 1 e 5 min nas hemacias de pacientes hipotireoideos foi
estatisticamente diferente do influxo nas hemacias dos individuos do grupo
controle (1,88+0,16% e 2,93+0,17%; 2,72+0,09% e 3,98+0,35%,

respectivamente). Esta diminuicdo do influxo traduz-se em 36 e 32% para 1 e
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5 minutos, respectivamente. A partir de 10 minutos de ensaio as
porcentagens de influxo foram iguais nas hemacias de pacientes

hipotireoideos e do grupo controle.

ctrl
129 3 hipo
=1 hiper

9-
6-
*k
) i.i il
0
1 5 10 30 60 120

tempo (minutos)

influxo de *2°-T, (%)

Gréfico 2 — Influxo de **°I-T, em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper). O influxo foi avaliado como descrito em materiais e
métodos. Os dados sao apresentados como Média+tSEM em experimentos independentes realizados

em triplicatas de 9 sujeitos controles, 9 pacientes hipotireoideos e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo.

Também nao foram observadas diferencas estatisticas entre o influxo de **°I-
T4 nas hemacias de pacientes hipertireoideos e do grupo controle em todos os
tempos do ensaio (Tabela 2). Igualmente como ocorreu no influxo de *?°I-T3, houve
diferenca entre a entrada de ?°I-T, nas hemacias de pacientes hipotireoideos e
hipertireoideos somente nos tempos de 1 e 5 minutos (1,88+0,16% e 2,84+0,08%;
2,72+0,09% e 4,08%0,32%, respectivamente).

Interessante notar que nossos resultados indicam uma captacdo maior de
1251753 em relagdo a '#I-T, pelas hemécias de todos os grupos. Foi observada
diferenca de cerca 1,9, 1,5 e 2,1 vezes, no grupo controle, pacientes hipotireoideos
e hipertireoideos, respectivamente, nos primeiros minutos de ensaio. Contudo, a
razao T3/T4, ao final do experimento, tornou-se menos divergente, com taxas de 2,6,

2,8 e 2,4 vezes n0s mesmos grupos igualmente.
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Tabela 2: Porcentagens de Influxo de *#I-T,
em hemécias de pacientes hipotireoideos (hipo)
e hipertireoideos (hiper) e do grupo controle (ctrl).

Tempo

(min)

10
30
60
120

Influxo (MédiatSEM) (%)

Ctrl
2,93+0,17
3,98+0,35
4,77+0,41
7,06x£0,47
8,88+0,71
8,80+0,69

Hipo
1,88+0,16*
2,72+0,09*
4,57+0,29
7,42+0,63
8,79+0,66
8,61+0,66

Hiper
2,84+0,08**
4,08+0,32**
5,39+0,42
8,34+0,78
9,31+0,80
9,26+0,78

Diferenca do influxo

(reducéo ou

incremento) em relacéo

ao controle (%)

Hipo
35,8
31,7

4,2
51
1,0
2,2

Hiper
3,1
2,5
13,0
18,1
4,8
5,2

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo

5.3 - Efluxo de **I-T3 em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl),

pacientes hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper).

Para o estudo de como as hemacias dos varios grupos pesquisados

exportam *?°|-T; foram realizados ensaios de efluxo nos tempos de 5, 15, 30 e 60

minutos (grafico 3 e tabela 3).
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Gréfico 3 - Efluxo de *I-T; em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipotireoideos (hipo) e hipertireocideos (hiper). O efluxo foi avaliado como descrito em materiais e
métodos. Os dados séo apresentados como MédiatSEM em experimentos independentes realizados
em triplicatas de 9 sujeitos controles, 9 pacientes hipotireoideos e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo.

Como pode ser observado, houve uma menor porcentagem de saida de **°I-

T3 de hemécias dos pacientes hipotireoideos em relacdo a porcentagem de saida
das hemacias do grupo controle em 5, 15, 30 e 60 min (23,57£1,14% e
30,25+0,63%; 41,40+1,07% e 48,61+0,83%; 61,31+1,17% e 68,09+0,89%;
83,16+0,94% e 87,41+0,60%, respectivamente). Hemacias de pacientes
hipotireoideos retiveram 22%, 15%, 10% e 5% de '*I-T; a mais que o grupo
controle em 5, 15, 30 e 60 min, respectivamente.

Ja a extrusdo de '?|-T; de hemAcias dos pacientes hipertireoideos foi maior
em relacdo a saida do horménio das hemécias do grupo controle nos tempos de 5,
15, 30 e 60 minutos, seus valores em porcentagem de saida foram 32,96+0,75 e
30,25+0,63; 53,39+0,82 e 48,61+0,83; 73,74+0,69 e 68,09+0,89; 91,05+0,33 e
87,41+0,60, respectivamente. A diferenca no incremento de saida de *°I-T; de
hemécias dos pacientes hipertireoideos em relacdo ao grupo controle foram, nos
tempos de 5, 15, 30 e 60 minutos, de 9%, 10%, 8% e 4%, respectivamente.

Pode-se observar também que houve diferenca estatistica entre a saida de

125_T; de hemacias dos pacientes hipertireoideos e hipotireoideos (tabela 3).

Tabela 3: Porcentagens de Efluxo de *#I-T;
em hemécias de pacientes hipotireoideos (hipo)
e hipertireoideos (hiper) e do grupo controle (ctrl) e
taxas de efluxo em relagdo ao controle.

Diferenca do efluxo

Tempo Efluxo (Média+SEM) (%) (reducao ou incremento)
(min) em relacdo ao controle (%)
Ctrl Hipo Hiper Hipo Hiper
5 30,25+0,63 23,57+1,14* 32,960, 75%** 22,1 9,0
15 48,61+0,83 41,40+1,07* 53,39+0,82*** 14,8 9,8
30 68,09+0,89 61,31+1,17* 73,74£0,69%** 10,0 8,3
60 87,41+0,60 83,16+0,94* 91,05+0,33*** 49 4,2

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo
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5.4 - Efluxo de **I-T4 em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl),

pacientes hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper).

Com a intencéo de se pesquisar 0 comportamento na exportacdo de *?°I-T,
pelas hemacias dos grupos estudados, foram realizados ensaios de efluxo nos
tempos de 5, 15, 30 e 60 minutos (grafico 4 e tabela 4).

Diferentemente do observado no efluxo de *#I-T3, as hemécias dos pacientes
hipotireoideos retiveram uma quantidade estatisticamente maior de '?°I-T, apenas
no tempo de efluxo de 5 min em relacdo ao grupo controle, sendo as porcentagens
de efluxo as seguintes: 34,49+1,94 e 38,51+0,82, respectivamente. Esta retencao foi
de 10,44%. Para os tempos de 15, 30 e 60 minutos de efluxo ndo houve diferenca
estatistica, as porcentagens de efluxo nestes tempos foram, respectivamente para
0s pacientes hipotireoideos e do grupo controle: 56,53+1,69 e 58,39%0,76;
76,69+1,10 e 77,32+0,61; 92,60+0,40 e 92,38+0,26.
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Gréfico 4 - Efluxo de **°I-T, em hemécias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper). O efluxo foi avaliado como descrito em materiais e
métodos. Os dados séo apresentados como MédiatSEM em experimentos independentes realizados
em triplicatas de 9 sujeitos controles, 9 pacientes hipotireoideos e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo.

Entretanto, o efluxo de **I-T, em hemAcias de pacientes hipertireoideos néo
apresentou diferenca estatistica em nenhum tempo do efluxo, seus valores em

porcentagem de efluxo foram, respectivamente, para pacientes hipertireoideos e do

59



grupo controle em 5, 15, 30 e 60 minutos: 40,20+0,80 e 38,51+0,82; 60,68+0,55 e
58,39+0,76; 79,07+0,41 e 77,32+0,61; 93,15+0,33 e 92,38+0,26.

Tabela 4: Porcentagens de Efluxo de **°I-T,
em hemaécias de pacientes hipotireoideos (hipo)
e hipertireoideos (hiper) e do grupo controle (ctrl) e
taxas de efluxo em relacéo ao controle.

Diferenca do efluxo

Tempo Efluxo (MédiatSEM) (%) (reducao ou incremento)
(min) em relagdo ao controle (%)
Ctrl Hipo Hiper Hipo Hiper
5 38,51+0,82 34,49+1,94* 40,2040,80** 10,4 4.4
15 58,39+0,76 56,53+1,69 60,68+0,55** 3,2 3,9
30 77,32+0,61 76,69+1,10 79,07+0,41** 0,8 23
60 92,38+0,26 92,60+0,40 93,15+0,33 0,2 0,8

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo

Uma diferenca estatisticamente significante pode ser observada entre as
porcentagens de efluxo de ?°I-T, em hemécias de pacientes hipotirecideos e
hipertireoideos nos tempos de 5, 15 e 30 minutos. Apos 60 min de efluxo todas as
porcentagens se igualaram.

Tomados conjuntamente, os resultados dos efluxos de *I-T; e **I-T, em
hemacias de pacientes hipotireoideos e hipertireoideos e do grupo controle podem
ser observados no grafico 5, onde estdo mostrados 0s percentuais remanescentes
nas ceélulas apds os 60 min de efluxo. Pode-se depreender que ndo houve diferenca
estatistica no remanescente de #I-T, ap6s os 60 min de efluxo nas hemacias dos
grupos estudados (7,40+0,40%, 6,85%+0,33 e 7,62+0,26%, respectivamente para
hemacias de pacientes hipotireoideos, pacientes hipertireoideos e do grupo
controle).

De forma contraria, houve diferenca entre o remanescente de 12511, apos os
60 min de efluxo nas hemécias dos pacientes hipotireoideos (17,84+0,40%) e nas
hemécias dos pacientes hipertireoideos (8,95+0,33%) em relacdo ao remanescente
nas hemacias do grupo controle (12,59+0,26%).
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Gréfico 5 - Efluxo de '*I-T; e *°I-T, em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de
pacientes hipotireoideos (hipo) e hipertireoideos (hiper). O efluxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiatSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles, 9 pacientes hipotireoideos e 14
pacientes hipertireoideos. *p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs hipo.

Com o desenvolver dos experimentos, 0s pacientes hipertireoideos
retornaram em condi¢des de eutireoidismo. Perante esta disponibilidade resolveu-se

avaliar o transporte sob esta nova perspectiva.

5.5 - Influxo de **I-T3 em heméacias de individuos do grupo controle (ctrl)
e pacientes hipertireoideos antes (pretrat) e apds o tratamento (postrat).
Inicialmente foram feitos experimentos de influxo de *I-Tz em hemécias de
individuos do grupo controle e pacientes hipertireoideos apés o tratamento, estes
ensaios foram realizados da mesma maneira como foram realizados os ensaios de
influxo nos pacientes antes do tratamento. Os tempos de influxo também foram os
mesmos, 1, 5, 10, 30, 60 e 120 minutos. Os resultados estdo mostrados na grafico 6

e na tabela 5.

Como ja foi comentado anteriormente, ndo houve diferenca estatistica na
entrada de **°I-T; em hemécias de pacientes hipertireoideos antes do tratamento,
entretanto, apds o tratamento o influxo de *?°I-T3 diminuiu nos tempos de 1, 5 e 10
minutos, sendo os valores em porcentagem de influxo, respectivamente, para antes
e apoés tratamento: 6,08+0,30 e 3,87+0,20; 9,68+0,39 e 7,24+0,43; 13,13+0,67 e
10,86+0,78. Estes valores de influxo também foram diferentes estatisticamente do

grupo controle (5,63+0,35, 8,54+0,23 e 12,25+0,67, respectivamente para 1, 5 e 10
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min). A diminuicdo em relagdo ao influxo antes do tratamento foi de 36% em 1 min,

25% em 5 min e 17% em 10 minutos.
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Gréfico 6 — Influxo de '*°I-T; em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipertireoideos, antes (pretrat) e apés o tratamento (postrat). O influxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiatSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat.

Tabela 5: Porcentagens de Influxo de **°|-T;
em hemécias de pacientes hipertireoideos antes (pretrat)
e apos tratamento (postrat) e do grupo controle (ctrl)

Diferenca do influxo
Tempo (reducéo ou
(min) Influxo (MédiatSEM) (%) incremento) Postrat em

relacéo a Pretrat (%)

Ctrl Pretrat Postrat Postrat

1 5,63+0,35 6,08+0,30 3,8710,20*** 36,3
5 8,54+0,23 9,68+0,39 7,24£0,43%** 25,2
10 12,25+0,67 13,13+0,67 10,86+0,78*** 17,3
30 18,86+0,88 19,92+1,02 17,36+0,99 12,9
60 22,74+1,12 22,38+1,01 21,57+0,90 3,6
120 23,19+1,15 22,35+1,04 22,00+0,87 1,6

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat
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5.6 - Influxo de **I-T, em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl)

e pacientes hipertireoideos antes (pretrat) e apds o tratamento (postrat).

Diferentemente do influxo de '?I-Ts, o influxo de *?°I-T; em hemécias de
pacientes hipertireoideos depois do tratamento, como pode ser visto na grafico 7, foi
menor em todos os tempos do experimento, sendo estas porcentagens em 1, 5, 10,
30, 60 e 120 minutos, respectivamente, iguais a 1,79+0,08; 2,32+0,13; 3,48%0,33;
5,39+0,60; 6,7+0,66 e 6,85+0,60. As diferencas do influxo em hemacias dos
pacientes hipertireoideos depois do tratamento, em relacdo ao grupo de pacientes
hipertireoideos antes do tratamento, foram de 37%, 43%, 35%, 35%, 28% e 26%

para os tempos de 1, 5, 10, 30, 60 e 120 minutos de influxo, respectivamente (tabela
6).
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Gréfico 7 — Influxo de **°I-T, em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipertireoideos, antes (pretrat) e apés (postrat) o tratamento. O influxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiaztSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat.

Tabela 6: Porcentagens de Influxo de **°I-T,
em hemaécias de pacientes hipertireoideos antes (pretrat)
e apos tratamento (postrat) e do grupo controle (ctrl)
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Diferenca do influxo

Tempo ~

(min) Influxo (MédiatSEM) (%) (redugdo) Postrat em
relacdo a Pretrat (%)

Ctrl Pretrat Postrat Postrat

2,93+0,17 2,84+0,08 1,79+0,08*** 37,0

3,98+0,35 4,08+0,32 2,32+0,13*** 43,1

10 4,77+0,41 5,39+0,42 3,48+0,33*** 35,4

30 7,0610,47 8,34+0,78 5,39+0,60*** 35,4

60 8,8810,71 9,31+0,80 6,7+0,66*** 28,0

120 8,80+0,69 9,26+0,78 6,85+0,60%** 26,0

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat

5.7 - Efluxo de *?°I-T; em hemacias de individuos do grupo controle (ctrl)

e pacientes hipertireoideos antes (pretrat) e apds o tratamento (postrat).

Para investigar o comportamento da exportacéo de '*°I-T; nas hemécias dos
pacientes hipertireoideos apds o tratamento, foram realizados estudos de efluxo
nestas hemacias e os resultados estdo mostrados no grafico 8 e tabela 7.

Como foi visto anteriormente (gréafico 3) o efluxo de **I-T; nas hemécias dos
pacientes hipertireoideos antes do tratamento foi maior do que nas hemécias do
grupo controle. Apés o tratamento, a porcentagem de saida de *I-T; foi
estatisticamente menor do que nas hemacias dos pacientes antes do tratamento
nos tempos de 5, 15 e 30 min (27.31+1,09 e 32,96%0,75; 49,63%£1,06 e 53,39+0,82;
71,16+1,04 e 73,74+0,69, respectivamente), igualando-se em 60 min (90,05+0,62 e
91,05+0,33). Estas diminuicbes foram de 17%, 7% e 4%, respectivamente a 5, 15 e

30 min de efluxo.
5.8 - Efluxo de **°I-T, em heméacias de individuos do grupo controle (ctrl)
e pacientes hipertireoideos antes (pretrat) e apds o tratamento (postrat).

Complementando os estudos de transporte de HT em pacientes
hipertireoideos ap6s o tratamento, foram realizados ensaios de efluxo de #I-T,.

Estes resultados estdo mostrados no grafico 9 e na tabela 8.
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Gréfico 8 - Efluxo de *®I-T; em hemécias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes

hipertireoideos, antes (pretrat) e apos (postrat) o tratamento. O efluxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiaztSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat.

Tabela 7: Porcentagens de Efluxo de **|-T;
em heméacias de pacientes hipertireoideos antes (pretrat)
e apo6s tratamento (postrat) e do grupo controle (ctrl).

Diferenca do efluxo

Efluxo (Média+SEM) (%) (redugdo) Postrat em

'I'(?nniwr[]))o relacdo a Pretrat (%)
Ctrl Pretrat Postrat Postrat
5 30,25+0,63 32,96+0,75* 27,31+1,09%** 17,1
15 48,61+0,83 53,39+0,82* 49,63+1,06** 7,0
30 68,09+0,89 73,74+0,69* 71,16+1,04** 3,5
60 87,41+0,60 91,05+0,33* 90,05+0,62* 11

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat

N&o houve diferenca estatistica entre o efluxo de **°I-T, em hemécias de
pacientes hipertireoideos e do grupo controle (grafico 4). Porém, foi observada uma
diminuicéo da exportacéo de *?°I-T, em hemécias dos pacientes apds o tratamento
(gréfico 9) em relagdo a porcentagem de saida nas hemacias dos pacientes antes
do tratamento nos tempos de 5, 15, 30 e 60 minutos (32,72+1,45 e 40,20+0,80;
54,33+1,24 e 60,68+0,55; 75,05+0,85 e 79,07+0,41; 91,77+0,30 e 93,15+0,33,
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respectivamente). Estes valores foram também menores que os valores do efluxo

nas hemacias dos individuos do grupo controle, exceto no tempo de 60 min onde

nao houve diferenca estatistica (tabela 8). As diferencas do efluxo nas hemacias dos

pacientes hipertireoideos ap0s o tratamento em relagdo aos pacientes antes do

tratamento nos tempos de 5, 15, 30 e 60 min foram de 19%, 11%, 5% e 1,5%,

respectivamente.
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Gréfico 9 - Efluxo de **°I-T, em hemécias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipertireoideos, antes (pretrat) e apds (postrat) o tratamento. O efluxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiatSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat.

Tabela 8: Porcentagens de Efluxo de *2I-T,
em heméacias de pacientes hipertireoideos antes (pretrat)
e apos tratamento (postrat) e do grupo controle (ctrl)

Tempo Efluxo (Média+SEM) (%)
(min)
Ctrl Pretrat Postrat
5 38,51+0,82 40,20+0,80 32,72+1,45%**
15 58,39+0,76 60,68+0,55 54,33+1,24***
30 77,32+0,61 79,07+0,41 75,05+0,85***
60 92,38+0,26 93,15+0,33 91,77+0,30**

Diferenca do efluxo
(reducéo) Postrat em
relacdo a Pretrat (%)

Postrat
18,6
10,5

51
15

*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat
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Os resultados de efluxo, tomados conjuntamente (grafico 10), mostram que
ao término dos 60 min de efluxo a quantidade de **I-T5 nas células é menor, tanto
nos pacientes hipertireoideos antes como depois do tratamento, em relacdo a
guantidade remanescente nas células do grupo controle. Ao contrario, a quantidade
remanescente de '?°I-T, nas hemécias dos pacientes hipertireoideos apés o
tratamento € maior do que o remanescente nas células dos pacientes antes do
tratamento, porém, estatisticamente igual ao remanescente nas células dos

individuos do grupo controle.
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Gréfico 10 - Efluxo de '*°I-T, em hemécias de individuos do grupo controle (ctrl) e de pacientes
hipertireoideos, antes (pretrat) e apés (postrat) o tratamento. O efluxo foi avaliado como descrito em
materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiatSEM em experimentos
independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes hipertireoideos.
*p<0,05 vs ctrl, **p<0,05 vs pretrat

Durante o desenvolvimento dos experimentos notou-se que no grupo de
pacientes hipertireoideos havia variagdes entre os grupos de homens e mulheres no
transporte - influxo e efluxo. Desta forma, os dados foram submetidos a uma analise
em separado. A melhor forma encontrada para esta proposta foi uma avaliacao

particular entre pacientes e controles, homens e mulheres.
5.9 - Influxo de **°I-T3 em heméacias de individuos do grupo controle e

pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes e apés o

fratamento.
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Para avaliar a entrada de '*I-T; nas hemacias dos individuos do grupo
controle, de pacientes hiper antes e apds o tratamento, separados em grupos de
homens e mulheres, foram analisados os dados separadamente e compilados no
gréfico 11 e na tabela 9.

Interessante notar que, ao serem analisados separadamente, 0 grupo
controle apresenta diferenca no influxo de **°I-T; nas hemécias de homens e
mulheres. Como pode ser observado no grafico 11-A, em 1 minuto de influxo as
hemacias de mulheres captam 22% menos *?°I-T; do que as hemécias de homens
(porcentagens de influxo 5,15+0,21 e 6,59+0,9, respectivamente). Nota-se uma
velocidade de entrada de **°I-T3 maior nas hemécias de mulheres do grupo controle,
uma vez que em 5 minutos a porcentagem de influxo iguala-se (8,51+0,39 e
8,58+1,11, respectivamente para mulheres e homens), e volta a ser diferente
estatisticamente em 10 e 30 minutos, porém, com uma entrada maior nas hemacias
de mulheres (30% a mais, tanto em 10 quanto em 30 min). As porcentagens de
influxo para mulheres e homens em 10 e 30 minutos sdo, respectivamente,
13,27+0,41 e 10,22+1,69; 20,42+0,75 e 15,75+1,84; 23,77+1,16 e 20,68+2,40;
23,46+1,15 e 22,67+2,69.

Como ja foi mostrado anteriormente, o influxo de *I-T; em hemAcias dos
pacientes hipertireoideos, antes do tratamento, homens e mulheres juntos (grafico
1) ndo apresentou diferenca estatistica. Entretanto, quando analisados
separadamente, pode-se observar (gréfico 11-B) que o influxo de **I-T; em
hemécias das pacientes hipertireoideas € maior do que dos pacientes homens em
todos os tempos de ensaio, exceto em 1 minuto no qual as porcentagens de influxo
foram iguais (6,46+0,42 e 5,57+0,35 para mulheres e homens, respectivamente). As
porcentagens de influxo para mulheres e homens, em 5, 10, 30, 60 e 120 minutos
foram, respectivamente: 10,50+0,48 e 8,59+0,54; 15,11+0,77 e 10,49+0,87,;
23,07+1,26 e 15,72+1,09; 25,41+1,23 e 18,35+1,14; 25,23+1,31 e 18,67+1,22. O
incremento de influxo nestes tempos foram de 22, 44, 47, 38 e 35%,
respectivamente.

O influxo, apdés o tratamento, ndo apresentou diferenca estatistica entre as
hemacias de homens e mulheres como pode ser observado no grafico 11-C e nos

valores na tabela 9.

68



influxo 2°1-T3 (%)

QY
3 homens
307 = mulheres

influxo 2°1-T5 (%)
grupo controle
=
o
*

1 5 10 30 60 120

tempo (minutos)

®) ©) 1 homens

antes do tratamento

1 homens
304 = mulheres 20 3 mulheres

25 X 25
20

15

*
influxo 125IAT;, (%)
apos o tratamento

10

1 5 10 30 60 120

1 5 10 30 60 120

tempo (minutos)
tempo (minutos)

Gréafico 11 - Influxo de **°-T; em hemécias de individuos do grupo controle (ctrl) (A) e de
pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes (pretrat) (B) e apo6s (postrat) (C) o
tratamento. O influxo foi avaliado como descrito em materiais e métodos. Os dados sé&o
apresentados como Média+tSEM em experimentos independentes realizados em triplicatas de 9
sujeitos controles (ctrl) e 14 pacientes hipertireoideos (hiper), sendo 6 homens e 8 mulheres.

*p<0,05 vs homens.

Tabela 9: Porcentagens de Influxo de **°|-T3
em hemécias de pacientes hipertireoideos, homens e mulheres,
antes (pretrat) e apos (postrat) o tratamento e do grupo controle (ctrl)

Tempo Influxo (MédiaxSEM) (%)
(min) Ctrl Pretrat Postrat
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
6,59+0,91 5,15+0,21* (22) 557+0,35  6,46+0,42 (16)  4,20+0,35  3,60+0,22 (14)
5 8,58+1,11 8,51+0,39 (1) 8,59+0,54  10,50+0,48* (22) 7,67+0,69  6,89+0,55 (10)
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10 10,22+1,69  13,27#0,41* (30)  10,49%0,87 15,1120,77* (44) 11,07%1,24 10,68+1,01 (4)
30 15,75¢1,84  20,42+0,75* (30)  15,72+1,09 23,07+1,26* (47) 16,96%1,42 17,70141 (4)
60 20,68+2,40  23,77+1,16 (15)  18,35:1,14 2541#1,23*(39) 21,39+1,10 21,72+1,40 (2)
120 22,67+2,69  23,46+1,15 (4) 18,67+1,22 2523+1,31*(35) 21,82+#1,12 22,15+1,31 (2)

*p<0,05 vs homens dentro de seus grupos. Entre parénteses a diferenca (%) de reducéo ou
incremento do influxo em relacdo ao grupo homens.

5.10 - Influxo de '*I-T, em hemaécias de individuos do grupo
controle e pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes e

apos o tratamento.

Os dados de influxo de '*I-T, em hemacias dos individuos do grupo
controle e dos pacientes hipertireoideos, antes e apds o tratamento, também
foram analisados separadamente em grupos de homens e mulheres. Os
resultados podem ser observados no grafico 12 e na tabela 10.

Como foi mostrado anteriormente, o influxo de '#I-T; ndo mostrou
diferenca estatistica entre as hemacias do grupo controle e as hemacias dos
pacientes hipertireoideos antes do tratamento (grafico 2). Quando os dados
foram separados por género, a diferenca estatistica mais significativa foi entre
pacientes hipertireoideos, mulheres e homens, antes do tratamento (grafico 12-
B). Apenas em 1 minuto de efluxo ndo houve diferenca estatistica entre
mulheres e homens na porcentagem de influxo, nos tempos seguintes esta
diferenca foi aumentando. As porcentagens de influxo, para mulheres e
homens, nos tempos de 1, 5, 15, 30, 60 e 120 minutos foram respectivamente:
2,87+0,12 e 2,81+0,11; 4,80+0,49 e 3,12+0,22; 6,75+0,53 e 3,57+0,35;
11,1141,01 e 4,65+0,44; 12,20+1,01 e 5,44+0,46; 11,93+1,01 e 5,70+0,49.
Estas diferencas nos influxos foram de 54, 89, 139, 124 e 109% para 0s
tempos de 5, 15, 30, 60 e 120 minutos de influxo, respectivamente.

Na separacao dos dados por género, nos individuos do grupo controle,
apenas em 1 minuto houve diferenca estatistica entre as porcentagens de
influxo nas hemacias de mulheres e homens (grafico 12-A) 2,55+0,12 e
3,70%0,30, respectivamente, esta diferenca foi de 31%. Em todos os outros
tempos nao houve diferenca estatistica.

Da mesma maneira ndo houve diferenca entre as porcentagens de
influxo em hemacias de mulheres e homens hipertireocideos depois do

tratamento (grafico 12-C).
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Gréafico 12 - Influxo de **°|-T, em hemacias de individuos do grupo controle (A) e de pacientes
hipertireoideos, homens e mulheres, antes (B) e apos (C) o tratamento. O influxo foi avaliado
como descrito em materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como MédiaztSEM em
experimentos independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e 14 pacientes
hipertireoideos, sendo 6 homens e 8 mulheres. *p<0,05 vs homens.

Tabela 10: Porcentagens de Influxo de **°I-T,
em hemécias de pacientes hipertireoideos,
homens e mulheres, antes (pretrat)
e apos (postrat) o tratamento e do grupo controle (ctrl).

Tempo Influxo (MédiaxSEM) (%)
(min) Ctrl Pretrat Postrat
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
3,70+0,30 2,55+0,12* (31) 2,81+0,11 2,87+0,12 (2) 1,88+0,12 1,7740,12 (6)
5 4,75+0,90 3,59+0,25 (24) 3,12+0,22 4,80+0,49* (54) 2,34£0,24  2,300,14 (2)
10 4,93+1,03 4,69+0,37 (5) 3,57+0,35 6,75+0,53* (89) 3,33+0,49  3,60+0,47 (8)
30 6,39+1,04 7,39+0,49 (16) 4,65+0,44  11,11+1,01* (139) 4,97+0,74  5,74+0,92 (16)
60 9,70+1,80 8,47+0,60 (13) 5,44+0,46  12,20+1,01* (124)  6,19+0,79  7,13+1,02 (15)

120 9,94+1,73  8,24#0,57 (17) 5,70:0,49  11,93+1,01*(109)  6,47+0,68  7,16+0,96 (11)

*p<0,05 vs homens dentro de seus grupos. Entre parénteses a diferenca (%) de reducéo ou
incremento do influxo em relagcdo ao grupo homens.

5.11 - Efluxo de **°I-T3 em hemaécias de individuos do grupo controle
e pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes e ap6s o

tratamento.
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Para a caracterizacdo completa dos resultados de transportes, agora
separados por género, foram analisados os dados dos ensaios de efluxo de
121.T; em heméacias de individuos do grupo controle e de pacientes
hipertireoideos antes e apds o tratamento, os dados podem ser observados no
grafico 13 e na tabela 11.

A separacdo por género do efluxo de *?°I-T; em hemacias de mulheres e
homens do grupo controle mostrou diferenca estatistica apenas nas
porcentagens de efluxo em 30 e 60 minutos (69,51+1,09 e 65,26+1,09;
88,53+0,64 e 85,18+0,92, respectivamente para mulheres e homens). Os
incrementos na diferenca de efluxo das mulheres em relacdo aos homens
foram, respectivamente para 30 e 60 minutos de 7% e 4% (grafico 13-A).

Como pode ser observado no grafico 13-B e na tabela 13, as
porcentagens de exportacdo de '*I-T; em hemécias de homens e mulheres
hipertireoideos antes do tratamento foram estatisticamente iguais.

Apds o tratamento, as porcentagens de efluxo nas hemécias dos
pacientes mulheres e homens diferenciaram-se estatisticamente em 15, 30 e
60 minutos (47,36+1,59 e 52,36+1,00; 68,44+1,41 e 74,43+1,06; 88,46+0,90 e
91,96+0,54, respectivamente) (grafico 13-C).
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Gréfico 13 - Efluxo de '*°I-T; em hemacias de individuos do grupo controle, homens e
mulheres (A) e de pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes (B) e apods (C) o
tratamento. O total remanescente apds os 60 minutos de efluxo estd mostrado em (D). O efluxo
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foi avaliado como descrito em materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como
MédiatSEM em experimentos independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e
14 pacientes hipertireoideos, sendo 6 homens e 8 mulheres. *p<0,05 vs homens dentro de
seus grupos.

Tabela 11: Porcentagens de Efluxo de *?I-T3
em hemécias de pacientes hipertireoideos, homens e mulheres,
antes (pretrat) e apds (postrat) o tratamento e do grupo controle (ctrl)

Tempo Efluxo (MédiatSEM) (%)
(min) Ctrl Pretrat Postrat
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
5 29,76+0,53 30,49+0,91 (3) 32,05+0,96 34,17+1,15(7) 29,66+1,03  26,45+1,74 (11)

15 46,83:0.97 48,37+0.93 (3) 5507+1,29 52,13+1,02(5) 52,36:1,00  47,36x1,59* (10)
30 65,2621,00 69,51+1,09% (7)  74,79+1,04 72,950,092 (3) 74,43+1,06  68,44+1,41* (8)
60 85,18+0,92 88,53+0,64* (4)  90,99:0,52 91,13+0,36 (0) 91,96+0,54  88,46+0,90* (4)

*p<0,05 vs homens dentro de seus grupos. Entre parénteses a diferenca (%) de reducéo ou
incremento do efluxo em relagéo ao grupo homens.

A porcentagem remanescente, apés 60 minutos de efluxo, de **°I-T; em
hemacias de homens e mulheres do grupo controle foi estatisticamente
diferente sendo que em mulheres a porcentagem foi menor do que em homens
(4%). A porcentagem de hormdénio remanescente em hemacias de pacientes
homens e mulheres antes do tratamento foi estatisticamente igual.

Interessante notar que a porcentagem remanescente em hemacias de
mulheres apds o tratamento foi, ao contrario do controle, maior do que nas

hemacias de homens (4%).

5.12 - Efluxo de **I-T, em heméacias de individuos do grupo controle

e pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes e ap6s o

tratamento.

Concluindo o estudo do transporte por género, foram analisados os
dados do efluxo de '*I-T, em hemécias de homens e mulheres do grupo
controle e dos pacientes hipertireoideos antes e apdés o tratamento. Estes
resultados podem ser observados no gréafico 14 e na tabela 12.

O grafico 14-A mostra as porcentagens de efluxo em hemacias de
homens e mulheres do grupo controle. Nao houve diferenca estatistica entre os

dois géneros (tabela 12). Entretanto, as porcentagens de efluxo em hemacias
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de pacientes mulheres antes do tratamento apresentaram diferencas
estatisticas em relagcdo ao grupo de pacientes homens (grafico 14-B). Nos
tempos de efluxo de 5 e 15 minutos as porcentagens em hemacias de
mulheres foram menores do que o efluxo nos homens (37,29+0,64 e
44,09+1,13; 58,83+0,49 e 63,05+0,80, respectivamente), a seguir, em 30
minutos (78,86+0,58 e 79,36+0,57) as porcentagens de extrusao se igualaram.
Ao final do efluxo, em 60 minutos, as porcentagens se inverteram, as hemacias
de mulheres exportaram mais *?°I-T;, em relacdo ao efluxo em hemacias de
homens (93,87+0,32 e 92,18+0,58, respectivamente).

Apoés o tratamento, o comportamento modifica-se e em 5 e 15 minutos
de efluxo as porcentagens foram iguais, somente em 30 e em 60 minutos a
porcentagem de exportacdo em mulheres foi menor do que em homens
(73,43+1,31 e 76,89+0,86; 91,02+0,46 e 92,66+0,24, respectivamente).
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Gréfico 14 - Efluxo de '*°I-T; em hemacias de individuos do grupo controle, homens e
mulheres (A) e de pacientes hipertireoideos, homens e mulheres, antes (B) e apods (C) o
tratamento. O total remanescente apds os 60 minutos de efluxo estd mostrado em (D). O efluxo
foi avaliado como descrito em materiais e métodos. Os dados sdo apresentados como
MédiatSEM em experimentos independentes realizados em triplicatas de 9 sujeitos controles e
14 pacientes hipertireoideos, sendo 6 homens e 8 mulheres. *p<0,05 vs homens, dentro de
Seus grupos.
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Tabela 12: Porcentagens de Efluxo de *?°I-T,
em hemacias de pacientes hipertireoideos, homens e mulheres,
antes (pretrat) e apds (postrat) o tratamento e do grupo controle (ctrl).

Tempo Efluxo (Média+SEM) (%)
(min) Ctrl Pretrat Postrat
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
5 40,15+2,18 37,69+0,54 (6) 44,09+1,13 37,29+0,64* (15) 34,16+2,04  31,52+2,04 (8)
15 59,24+1,89 57,97+0,68 (2) 63,05+0,80 58,83+0,49* (7) 56,28+1,42  52,70+1,90 (6)

30 77,08+1,11 77,44%0,75 (1)  79,3620,57 78,86:0,58 (1) 76,89+0,86  73,43+1,31* (5)
60 91,78+0,56 92,68#0,33 (1) 92,18+0,58 93,87:0,32* (2) 92,66:0,24  91,02+0,46* (2)

*p<0,05 vs homens dentro de seus grupos. Entre parénteses a diferenca (%) de reducg&o ou
incremento do efluxo em relagéo ao grupo homens.



6. Discusséao

Nossos resultados apontam para diferentes sistemas de regulacdo nos
mecanismos de transporte - influxo e efluxo - em hemécias de pacientes
hipotireoideos e hipertireoideos em relacdo ao grupo controle e em hemacias
de pacientes hipertireoideos apés o tratamento com *3%1.

Estas diferencas podem refletir condicdes de mecanismos adaptativos
em diferentes tecidos como, por exemplo, em situacdes de alteragcdo no status
tireoideano e nutricional. Conforme foi demonstrado em estudo de perfuséo em
figado de ratos eutireoideos, hipotireoideos e hipertireoideos. Figados de
animais hipotireoideos apresentaram transporte de T3 normal e metabolismo
diminuido, enquanto que animais hipertireoideos monstraram uma diminui¢ao
do transporte e aumento no metabolismo. Quando estes animais foram
submetidos a um jejum de 48 horas, o figado de ratos hipotireoideos diminuiu o
transporte e o metabolismo, enquanto que hipertireoideos n&do sofreram
alteracdo destes parametros em relacdo aos eutireoideos™*?.

De acordo com nossos resultados ha mecanismos de entrada e saida de
horménio nas hemacias de individuos do grupo controle e de pacientes
hipotireoideos e hipertireoideos, evidenciando que a porcentagem de influxo
nao corresponde simetricamente o percentual no efluxo. Estes dados estéo de
acordo com o estudo em eritrécitos onde foi evidenciado que o influxo de Ts
revelou, pela constante de Michaelis (Ky), dois sistemas separados, de 1,6x10
8M e 3,3x10°M e que a concentracéo do hormédnio foi seis vezes maior no meio
intracelular em relacdo ao extracelular. Portanto, demonstrando a existéncia de
ligacdo de T3 & membrana plasmatica e seu transporte através da mesma'**,

O influxo de #I-T; foi menor em hemacias de pacientes hipotireoideos
gquando comparado ao influxo nas heméacias do grupo controle (ctrl) em 1 e 5
minutos. O influxo de *?°I-T; em heméacias de pacientes hipertireoideos n&o
diferiu do grupo controle. Estes resultados sdo semelhantes ao observado em
ensaios realizados em eritrécitos isolados de individuos com hipotireoidismo e
hipertireoidismo nos quais em 1 minuto foi evidenciado diminuicdo e aumento,
respectivamente, da velocidade maxima de entrada de T3 quando comparada
ao transporte em eritrocitos de sujeitos controle'*>. Contudo, s&o discordantes
do que foi mostrado em experimento realizado em eritrocitos de ratos, onde 0s

autores demonstraram um aumento nos parametros cinéticos (velocidade
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maxima e constante de Michaelis) no influxo em hemécias de ratos
hipotireoideos e diminuicdo em condicdo de hipertireoidismo®*°. Embora esta
altima condicdo represente um padrdo para avaliacdo de hipotireoidismo e
hipertireoidismo, deve-se destacar que neste artigo a alteracdo da funcéo
tireoideana foi procedente de ratos tireoidectomizados e/ou tratados
posteriormente com altas doses de L-Tg.

Foram também identificadas importantes diferengcas no mecanismo de
transporte em células destas duas espécies, humanos e ratos, como a
localizacdo ou a presenca de diferentes sistemas de transporte. Angel et al.
(1989) reportaram a presenca de sitios de ligacdo de T3, especificos e de alta
afinidade, na membrana de eritrocitos de ratos e humanos. Estes sitios
comportavam-se como proteinas integrais de membrana em ratos, ou como
periférica em humanos'®. Nesta mesma linha de pensamento, estudo
observou, diferentemente do evidenciado em eritrcitos de ratos, que as
hemacias humanas continham dois sistemas de transporte independentes de
sédio: o sistema L (transportador de aminoacidos aromaticos e de aminoacidos
de cadeia ramificada) e o sistema T (transportador de aminoacidos aroméaticos
especificos - tirosina, fenilalanina e triptofano)**’.

Apdés 10 minutos de influxo as porcentagens igualaram-se,
provavelmente isto ocorra devido a influéncia do efluxo que é aumentado em
hemécias de pacientes hipertireoideos e diminuido em hemacias de pacientes
hipotireoideos.

Estudo em adipdcitos isolados de ratos hipotireoideos, induzido apés 28
dias de tratamento com propiltiouracil, verificou uma diminuicdo substancial
(48%) no influxo de T3 avaliado em 10 minutos e, em particular, de T4 (79%)
sugerindo que no estado hipotireoideo a regulacdo negativa no transporte da
membrana celular tenderd a reduzir o catabolismo de T, e rT3, ajudando a
conservar o horménio e iodo para outros tecidos™*. Nossos resultados indicam,
de forma semelhante, que a razao do influxo T3/T4 € de cerca de duas vezes,
entretanto ndo € possivel afirmar a existéncia de metabolismo de HT em
hemécias.

Pesquisadores identificaram proteinas citosolicas implicadas no
“sequiestro” intracelular de T5™**3, Segundo Eckel et al. (1979) o sistema de

transporte de T3 € realizado por um sistema de carreador saturavel,
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estereoespecifico e independente de sodio, deixando em destaque que o
acumulo intracelular e os movimentos rapidos transmembrana poderiam sugerir
que os eritrocitos possam ter uma funcdo importante no transporte entre
diferentes 6rgédos™. A importancia destas proteinas para o transporte pode ser
esclarecida em um estudo em que hemacias ghost, células com auséncia de
proteinas intracitoplasmaticas (i.e. vazias), de pacientes hipotireoideos e
hipertireoideos passaram a nao diferir no acumulo de HT, situacdo que
anteriormente era contraria**.

Por fim, foi observado que a concentracdo de HT intracelular poderia
estar sujeita a alteracbes em proteinas de ligacdo (proteina de ligacéo
citoplasmética ao HT (CTHBP)), possivelmente favorecendo a extrusdo do
horménio. Podemos sugerir, diante disso, que proteinas citoplasmaticas de
eritrécitos talvez sejam reguladas pelo status tireoideo®**°3,

Portanto, sugere-se que a condicao de hipotireoidismo, hipertireoidismo
e eutireoidismo mantém, quantitativamente, a mesma condicdo basal de
proteinas de ligacdo intracitoplasmética que se associam a HT. De forma que
em nossos resultados, individuos eutireoideos ndo apresentem nivel de
saturacdo de ligacbes a estas proteinas; individuos hipotireoideos possuam
poucos vinculos, provavelmente devido a quantidade de horménio a que estéo
expostas as células; e individuos hiperitireoideos apresentem saturacao
completa. Este mecanismo pode refletir no que foi observado no efluxo, uma
vez que proteinas de ligacao intracitoplasmatica sao facilitadoras da saida do
hormdnio presente no interior da célula.

Da mesma maneira, como anteriormente discutido sobre proteinas
citoplasmaticas, podemos aludir que as proteinas transportadoras de HT
apresentem mecanismo de regulacdo semelhante. Assim, diante da hipotese
de que hemécias possam participar ativamente na manutencdo da homeostase
do hormonio®® e de que ha regulacdo na expressdo de transportadores de
membrana, a auséncia de diferenca significante entre o influxo de **°I-T3 em
hemacias do grupo controle e pacientes hipertireoideos, ainda que com
tendéncia a elevacédo, possivelmente represente o transporte com a expressao
méaxima destas proteinas. A presenca do horménio ou outra condigdo
sinalizadora poderia facilitar a exposicao de sitios de ligacdo, isto esta de

acordo com o que foi descrito indicando que ha uma influéncia das
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concentragcbes de HT regulando negativamente, em hipotireoidismo, ou
positivamente, em hipertireoidismo, o nimero de carreadores de membrana ou
a relocacao dos sitios de ligacdo™*.

Comportamento contrario no transporte de HT foi observado em
hemacias de paciente hipotireoideos. Baixas concentracdes de HT ndo foram
capazes sequer de sensibilizar e ativar o nivel basal dos transportadores da
membrana celular. Nesta mesma perspectiva, foi demonstrado que o nimero
de sitios de ligacédo para T3 em membranas de eritrocitos de rato encontrava-se
aumentado em duas e trés vezes apo6s incubacdo a 37°C e 50°C,
respectivamente, durante 60 minutos e quando tratadas com inibidores de
proteases este efeito foi abolido, implicando que algumas atividades
proteoliticas podem estar envolvidas no aumento do numero de sitios de
membrana, que permaneceriam latentes®®?.

A diferenca no transporte de HT em heméacias de pacientes
hipotireoideos pode, ainda, ser compreendido pelo papel autoregulador de
HT!®. Em hipotireoideos a diminuicdo no metabolismo provocada pelo déficit
de horménio pode por si desenvolver um quadro de balanco energético
negativo, como ja observado em casos de jejum prolongado, pacientes obesos
com deprivacdo calérica e doencas ndo tireoideanas®®*?*'*. Assim como em
anfibios, em que o gene 1U12, parte integrante de uma das proteinas que
transportam HT para dentro da célula, € regulada pela agcédo nuclear do proprio
horménio®. Reconhecendo que a grande maioria dos autores define o
processo de transferéncia do HT em heméacias como sendo ativo, a energia é
constantemente requerida, podendo implicar que o declinio na fonte de energia
€ importante também para o efluxo destes pacientes.

Requisicdo de HT por hemécias ocorre na fase nucleada e madura para
diferentes finalidades. Na fase nucleada a necessidade do horménio esta
diretamente relacionada a fung¢édo nuclear e, posteriormente, a célula madura
requer consistentemente HT - mais Tz que T4 -, por algum outro motivo que nao
o de ligacdo nuclear ao TR. Pode-se sugerir que a atividade do hormonio,

neste caso, seja ndo gendmica*™>.

Portanto, conclui-se que toda a
programacdo em heméacias é determinada em sua origem, no eritroblasto.

Desta forma, no hipotireoidismo as células interpretam que ha caréncia na
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circulacdo e necessariamente € preciso manté-lo internamente para
manutencao propria.

Considerando que haja acdo de desiodases em eritrocitos, estes
resultados podem representar que no estado hipotireoideo a regulacéo
negativa no transporte da membrana celular tendera a reduzir o catabolismo de
T4 e rT3 ajudando a conservar o horménio e iodo para outros tecidos.

A sugestéo de que os eritrécitos comportem-se como transportadores de
HT entre os diversos 6rgaos, ja que o compartimento intracelular destas células
em ratos apresentou maior quantidade de T3 em relagdo a livre no

plasma148’149

, permitindo que o horménio atinja os sitios de acédo de desiodases
para sua inativacdo, especialmente figado e rim, parece ser menos viavel para
pacientes hipotireoideos, uma vez que o eritrécito retém Ts. A preferéncia pela
entrada maior de T3 em relacdo a T4 nas hemécias destes pacientes pode
implicar em necessidade para atividade propria do horménio bioativo.

Em hemacias de pacientes hipertirecideos a entrada do '#I-T; foi
modestamente maior e a saida significativamente maior. A idéia de funcéo
transportadora, neste caso, também parece ser pouco tangivel, embora permita
maior saida de T3 para o meio extracelular, a entrada néo foi estatisticamente
maior. No intuito de manter a homeostase e que a hemacia se comportasse,
provavelmente, como um compartimento de sequestro (armazenamento)
deveria entrar mais hormoénio e sair em igual propor¢cdo para que, uma vez
liberada nos tecidos, pudesse sofrer atuacéo das desiodases.

Experimento onde eritrécitos foram pré-tratados com '?I-T; e a
suspensdo resultante foi, em seguida, incubada com cultura de hepatdcitos,
demonstrou que h& capacidade aumentada em 1,5 vezes de transferéncia do
hormonio das hemacias para a cultura de hepatécitos, sugerindo que estes
estariam envolvidos na suplementacdo de T3 em células-alvo. Entretanto,
quando a solucéo foi acrescentado plasma diluido 1:16 um aumento de 2 vezes

foi verificado™®®.

Este trabalho n&o determinou a relacdo direta entre o
transporte. Ressalvas devem, portanto, ser consideradas. O horménio pode ter
sido liberado na solucdo e posteriormente captado pelos hepatécitos e néao
necessariamente que o eritrécito seja um transportador entre os 6rgdos. A
presenca do plasma alterou a velocidade de transporte, implicando que talvez

nao seja o eritrocito responsavel direto pelo transporte, mas talvez substancias
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presentes no plasma. Situacdo que pode ser concreta, também, in vivo ja que a
corrente sanguinea é a provedora de hormonio ligado as proteinas séricas de
transporte sem o0 gasto de energia que é requerido para o mecanismo de
transporte na entrada e saida de HT.

Podemos considerar, contudo, que ha uma fina sintonia no controle do
transporte de T3, principalmente pelo efluxo, e que a hemacia poderia, no
organismo, atuar ora como mantenedora de hormonio intracelular devido as
proprias necessidades em hipotireoideos e ora com extrusdo aumentada em
hipertireoideos devido ao excesso de hormdnio circulante.

Na avaliacéo do transporte de #I-T, o influxo foi menor em hemacias de
pacientes hipotireoideos em relagcdo ao grupo controle em 1 e 5 minutos, e em
hemécias de pacientes hipertireoideos ndo houve diferenca, embora a partir de
30 minutos foi demonstrada uma tendéncia por uma entrada maior do hormaonio
em eritrécitos de pacientes hipertireoideos. As duas situacdes, em
hipotireoidismo e hipertireoidismo, foram igualmente observadas no influxo de
125175, mas em torno de duas vezes menor em *#I-T.

O comportamento de transporte no influxo tdo semelhantes em Tz e Ty
pode sugerir que a entrada dos dois horménios seja mediada pela mesma
proteina, todavia com afinidades diferentes, maior para *I-T; que para *?°I-T,
ou, em outra analise, a presenca de dois transportadores independentes com
expressfes ou afinidades também diferentes para os dois horménios. A
primeira perspectiva € plausivel quando comparada ao reportado por Zhou et
al. em 1990 que pesquisando o transporte em eritrocitos de ratos evidenciaram
gue T4 inibiu o transporte de T3, sugerindo que os dois hormdnios poderiam
utilizar-se do mesmo sistema de transporte’*’. Todavia, este mesmo artigo
define que o transporte em células vermelhas do sangue de rato e humanos é
diferente. Enquanto ratos parecem apresentar um sistema unico de transporte,
humanos contam com pelo menos dois sistemas de transporte, 0s sistemas L e
T. Contudo, os transportadores L e T podem ser considerados como
transportadores multiespecificos, uma vez que transportam também

72150 - Outros autores inferiram sobre a existéncia de vias de

aminoacidos
“contratransporte” em células alvo que poderiam explicar as discrepancias, em
alguns estudos, do papel do sédio e ATP no influxo de HT. Em eritrécitos de

ratos o sistema T mostrou propriedades de trocas assimétricas. A presenca do
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triptofano inibiu a saida e estimulou a entrada do Tz, comportamento
semelhante ao observado em hemacias humanas, sugerindo um carreador
simples para ambos na entrada. A adicdo de amino&cidos aromaticos também
acelerou o influxo de T3, como se fosse mediado pelo sistema T, apresentando
como consequéncia um aumento na concentracdo intracelular de Tz em
relacdo a extracelular. Nao se sabe se, in vivo, eritrécitos de ratos poderiam
acumular suficientemente altos niveis intracelulares de aminoécidos arométicos
para manter um sustentavel “contrafluxo” de Ts. Especula-se que, se efetivo, 0
mecanismo indireto de “contratransporte” seria de grande importancia em
células-alvo'®. A segunda perspectiva é semelhante ao que foi apresentado
por Botta et al. (1983) e Osty et al. (1988) que em experimentos de ligacdo com
D-Ts, D-T4, L-T4, rT3 e &cido triiodotiroacético em hemacias de ratos
evidenciaram alta estereoespecificidade, onde estes substratos fracamente
inibiram a ligacéo de *1-T5"%1%%.

O efluxo de '°I-T, em hemécias de pacientes hipotireoideos e
hipertireoideos foi igual ao grupo controle, com excecdo do tempo de 5
minutos, no qual a saida do hormdnio em hemécias de pacientes hipotireoideos
foi menor sugerindo que, de acordo com o discutido acima, a célula interpreta
como uma situacdo aguda equivalendo-se em seguida. Condicdo também
cogitada por McLeese et al. (1996), onde inferiram que o influxo de Tz e T4, em
eritrécitos de truta pode ter implicagcdes fisiolégicas para a regulacdo aguda e
crénica no plasma®’.

Verificou-se, desta forma, que ha diferenca no influxo (**°I-Ts e **°I-T,) e
efluxo (**°I-T3) em hemAcias de pacientes hipotireoideos e apenas na saida em
hemAcias de pacientes hipertireoideos (**I-Ts) com maior indice de extrus&o.

Ainda, em nossos ensaios, a razado de entrada entre T3 e T, € de
aproximadamente duas vezes nos trés grupos avaliados, ou seja, a célula
permite duas vezes maior entrada de T3 que T,4. Diante do que se sabe sobre a
fisiologia dos dois hormdénios T4 € liberado pela tiredide em torno de 40 vezes
mais que T3 e sua atividade é indireta, por isso € considerado um pro-
hormdnio, talvez a afinidade esteja, entdo, relacionada a efetividade direta do
Ts.

Diante das evidéncias dos diferentes mecanismos de regulacdo no

transporte e do fato de que pacientes hipertireoideos retornaram em condi¢cao
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de eutireoidismo, foi avaliado se o tratamento poderia atuar corrigindo o
mecanismo de transporte em eritrgcitos.

Experimentos em hemacias de pacientes hipertireocideos apés o
tratamento evidenciaram, em 1 e 5 minutos, uma diminuicdo no influxo de
125.T; em relacdo ao influxo em hemacias do grupo controle e de pacientes
hipertireoideos antes do tratamento, um comportamento bastante semelhante
ao transporte em hemacias de hipotireoideos. O efluxo de #I-T; foi também
menor apods o tratamento.

No periodo da segunda coleta os pacientes estavam eutireoideos, ainda
gue a literatura discuta a chance de que em questdo de anos estes pacientes
desenvolverdo, em sua maioria, quadro de hipotireoidismo®. Mesmo que,
bioquimicamente, apresentem-se sob condicdo eutireoideana, 0s
acontecimentos em nivel molecular destes individuos tratados nao foram
normalizados permanecendo a questao sobre o papel de outro sinalizador que
nao unicamente a presenca fisica do horménio. A desestruturacdo parece ser
mais ampla. Em hepatécitos o sistema de influxo esta intimamente relacionado
com as condi¢cOes da estrutura de membrana celular, especialmente sua fluidez
e adequada disposicao lipidica™*. Em 1996, foram observados os efeitos do
HT em fosfolipideos de membrana celular de hemacias e a sua relacdo ao
transporte de ions. Os autores constataram que em doenca de Graves ha
alteracdes nos fosfolipideos da membrana celular evidenciando um desarranjo
com alteracdo na permeabilidade, neste caso no transporte de sédio e calcio.
Mostraram que o HT interfere na permeabilidade, quer seja de ions, mas que

este quadro é possivel*’.

Outro trabalho também afirmou que ha uma
correlagdo positiva entre a ligagdo de T3 na membrana de eritrcitos de ratos e
as propriedades cinéticas de enzimas que interagem com a membrana
mantendo ou participando indiretamente de sua fluidez'*. Existe a
possibilidade de haver também outras intera¢cdes na dindmica da homeostase,
que uma vez alteradas pelas condi¢cdes corporais podem ocasionar disturbios
no transporte do hormoénio. Foi observado que em pacientes em depressao
unipolar havia um aumento no influxo de L-T3 em hemacias que poderia ser
causado por interacdo especifica com certas moléculas de membrana e/ou por
alteracbes nas propriedades da bicamada lipidica, nas quais o0s

transportadores estdo embebidos resultando em alteracdo conformacional do

83



sitio de ligacdo por interacdo alostérica com outras moléculas, ou como
resultado da posicdo ou forma com que a proteina carreadora encontra-se
embebida na bicamada lipidica e consequentemente alterando a acessibilidade
ao sitio de ligacdo. Apés o tratamento com fluvoxamina e consequente
remissdo clinica, o processo de influxo foi corrigido, sugerindo que ha
correlacdes entre a dinamica dos componentes de membrana e outros fatores
que ndo unicamente a disponibilidade direta do HT*?2.

O influxo de *?°I-T, em hemécias de pacientes hipertireoideos apds o
tratamento foi significativamente menor em todos os tempos, valores mais
baixos inclusive dos observados em pacientes hipotireoideos. Este
comportamento pode ser explicado pela diferenga brusca nos niveis séricos do
horménio. Considerando que, nesta situacdo, a interpretacdo dos eritrocitos
pode estar relacionada aos indices de queda em valores absolutos do
horménio e n&o a valores relativos. Contudo, se durante a fase de eritroblasto
estas células permaneceram por um periodo de tempo em déficit hormonal,
entrando em hipotireoidismo transitério, ndo foi detectado em nossos
experimentos.

O efluxo de *I-T, em hemécias de pacientes hipertireoideos apés o
tratamento ndo foi alterado. Entretanto, a maior evidéncia € que tanto na
entrada como na saida de *I-T, o comportamento celular no transporte é
semelhante a pacientes hipotireoideos. Como observado anteriormente, em
pacientes hipotireoideos a razdo entre efluxo de '#I-T, e *I-T; foi de
aproximadamente duas vezes, sendo que **°I-T4 saiu mais e o tratamento de
hipertireoideos ndo mudou esta relacdo. Assim, apdés o tratamento estes
pacientes liberam ambos os horménios na mesma proporgao, bastante
semelhante a sua condicdo antes do tratamento. Isto pode explicar porque
pacientes hipertireoideos, bioquimicamente estaveis apdés o tratamento,
aparentemente ndo mostram que estejam clinicamente recuperados. A
diferenca observada nestes pacientes pode ser a implicacédo de alteracdes no
mecanismo de transporte do horménio nos tecidos.

Durante analise de nossos dados foi notado que pacientes
apresentavam comportamentos diferentes no transporte de HT. Quando
homens e mulheres foram avaliados separadamente, 0 grupo controle

evidenciou pouca diferenca, mas estatisticamente significante, no influxo de

84



125175, evidenciando um aumento no influxo deste horménio em hemacias do
grupo feminino, estes resultados sugerem que homens e mulheres saudaveis
possuam diferencas no influxo de HT em hemacias.

Semelhante padrao de transporte foi observado em homens e mulheres
hipertireoideos antes do tratamento. Contudo, a diferenca neste caso foi mais
destacada, no grupo feminino a entrada de T3 foi maior que no grupo
masculino. Estas evidéncias podem estar associadas a maior susceptibilidade
da enfermidade em mulheres. O tratamento, contudo, eliminou a diferenga no
transporte entre os géneros. Outra possibilidade esta relacionada as diferencas
entre hormoénios masculinos e femininos e suas relagdes com o organismo,
conforme ja descrito anteriormente que atividades de desiodases,
especialmente D1, paracem comportarem-se diferentemente em machos e
fémeas. Ratos machos apresentam aumento de atividade de D1 quando
comparados as fémeas e a gonadectomia eliminou esta diferenca®.

O efluxo também foi maior em mulheres do grupo controle quando
comparadas aos homens. Evento diferente foi observado em hemécias de
pacientes hipertireoideas antes do tratamento que continuaram a permitir maior
entrada do horménio que homens, contudo a saida foi semelhante a dos
homens. Aparentemente, a velocidade de extrusdo em hemacias de pacientes
hipertireoideas antes do tratamento pode ter sido maior, igualando-se aos
homens.

A correcdo ocorrida no influxo apos o tratamento ndo foi notada no
efluxo. O efluxo foi maior em hemacias de pacientes hipertireoideos apos o
tratamento em relacdo as mulheres. Apés o tratamento, as hemacias dos
homens hipertireoideos retiveram menos horménio e as hemacias das
mulheres retiveram mais.

Hemacias de pacientes hipertireoideas antes do tratamento mostraram
maior influxo de *?°I-T, que homens. Surpreendentemente, as hemacias de
homens praticamente nao variaram em funcdo do tempo de exposicdo ao
horménio. A razdo ou diferenca entre o influxo de **°I-T3 e **°I-T,, em hemacias
de homens, esta em torno de trés a quatro vezes, enquanto que em mulheres é
de aproximadamente 2,2 vezes indicando que, proporcionalmente, o influxo de

1251_T; foi maior em homens quando comparado ao **°I-T,. Pode-se inferir que
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exista diferencas na expressdo de proteinas transportadoras em homens e
mulheres para Tz e Tg.

Assim como no influxo de *?°I-T3, em pacientes hipertireoideos homens e
mulheres apo6s o tratamento, foi abolida a diferenca entre os géneros também
na entrada de '#I-T,. Curiosamente, o tratamento reduziu drasticamente o
influxo de T4 em hemacias de paciente hipertireoideas com pouco efeito sobre
as hemécias dos pacientes hipertireoideos. Portanto, o tratamento pode ter
alterado a expressdo de proteinas de transporte de forma acentuada em
mulheres ou ainda, pode ter alterado a presenca de inibidores ou facilitadores
no transporte, entre homens e mulheres.

A diferenca observada no efluxo de '#I-T; em hemacias do grupo
controle masculino e feminino ndo foi demonstrada no efluxo de '#I-T,.
Entretanto, o oposto foi observado em pacientes hipertireoideos antes do
tratamento. Enquanto o efluxo de *I-T; em hemaécias foi igual em homens e
mulheres o efluxo de ?°I-T, em mulheres, inicialmente, foi maior do que em
homens e, finalmente, as mulheres retiveram menos hormonio que 0s homens.
O tratamento igualou estes parametros, a saida dos dois horménios foi
semelhante. Enquanto que no influxo, em nossos resultados, ha uma chance
maior da participacdo de mais de uma proteina transportadora para Tz € Ty, O
efluxo de homens e mulheres apds o tratamento pode ser realizado pela
mesma proteina transportadora com diferente afinidade.

Assim, mulheres possuem uma conduta prototipo como descrito na
literatura em hemacias e em outras células para *?°I-Ts e **I-T4 e, conforme ja
discutido por Holm (1989), o influxo observado estava aumentado em estado
hipertireoideo e diminuido ap6s o tratamento e ainda mulheres tinham, algumas
vezes, baixo Ky, mas Vmax semelhante quando comparadas aos homens'#°.

Originalmente as diferencas entre o masculino e o feminino, de forma
bastante abrangente, € hormonal. Assim, a informacdo que se tem € que o
estrogénio compete em ligacdo pela TBG, entdo, em uma fase do ciclo
hormonal feminino, poderia haver menos HT ligado a TBG e sabe-se que as
proteinas de ligacdo plasmaticas auxiliam no transporte do horménio,
impedindo a entrada na célula®?. Entretanto, em se tratando de individuos
saudaveis, independente destas variaveis, 0 controle homeostatico do

hormdnio permanece.
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E importante ressaltar que embora as hemacias possam fornecer um
aspecto geral do funcionamento do transporte em condi¢cfes de hipotireoidismo
e hipertireoidismo, ela pode nao refletir necessariamente o que acontece em
todos os tecidos. Exemplo disso é o trabalho de Hennemann et al. (1993) que
em estudos de pacientes com concentracdo plasmatica de Tz baixa e T4
normal, o transporte de T, dentro do figado estava diminuido, mas mostrava-se
normal em outros tecidos ndo hepaticos. O transporte de T3 ndo estava
alterado e a atividade de desiodases hepaticas estava dentro dos padrbes
normais. Assim, concluiram que a baixa producdo de T3z foi causada pela
inibicdo no transporte de T, no figado, mas ndo em outros tecidos'®®. Enfim,
hemacias poderdo ser vistas como um indicador do transito de HT no
organismo, mas nao definir uma situacao geral na dinamica dos tecidos in vivo.

O paradigma moderno da acdo do HT também reconhece que a
sinalizacdo do HT em tecidos individualmente pode ser alterado quando as
concentragcdes hormonais no soro permanecerem normais, estabelecendo
assim os conceitos de ativagao ou inativacéo local do HT. S&o as iodotironinas
desiodases tipos 1, 2 e 3 que exercem o papel regulatorio sobre a atividade do
HT de maneira tecido-especifica. Prova disso € que doses habituais de T3
diminuem TSH para niveis normais em pacientes com hipotireoidismo em cerca
de uma semana, mas a resposta a doses de T, é mais lenta o que pode
também estar implicado, como visto anteriormente, com as caracteristicas de
transporte individualmente nos tecidos®. E quando administrado cronicamente,
a poténcia de T3 como um inibidor da secrecdo de TSH € de cerca de trés
vezes maior do que a de T,. Estes resultados indicam que a producéo de T3 em
diferentes tecidos é regulada de maneira diferente, e que as mudangas no
status tireoideano periférico ou a producdo do HT, representada pelos niveis
circulantes, ndo sao os unicos determinantes na disponibilidade intracelular de
T5%.

Contudo, sabe-se que as desiodases ndo sao expressas igualmente em
todos os tecidos, inclusive ndo ha mencao sobre a possibildade de que possa
estar presente em hemacias. Ainda assim, uma extrapolacédo de sua acao pode
ser ponderada. O que se poderia esperar diante do discutido acima é que Tz e
T4, sendo transportados ou metabolizados pelos eritrécitos, em pacientes

hipertireoideos necessariamente deveriam ser metabolizados evitando, desta
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forma, sua alta concentracdo no plasma. Nesta condicdo o trabalho
desenvolvido com co-expressdo de desiodase e proteinas transportadoras com
consequente aumento no metabolismo de HT pode representar uma relagao
cooperativa direta entre as atividades enzimaticas e de transporte também
nestas alteracées de tiredide™®. A demonstracdo que D1 é maior em homens
gue em mulheres e que a gonadectomia elimina este efeito podem representar
alguma informacgéo importante para estas diferencas entre os géneros, caso
haja, realmente, esta correlacdo entre hormoénio feminino e masculino,
desiodases e proteinas transportadoras em hemécias®.

D1 de pacientes hipertireoideos é um importante fator na geracao
extratireoidal de T3 ou rT3, dado que o gene diol é regulado positivamente por
T3 e dio2 negativamente. O mRNA de D2 encontra-se elevado no cérebro de
hipotireoideos e mMRNA de D3 no cérebro de hipertireoideos, possivelmente
como mecanismo de defesa para preservar a integridade fisiologica do 6rgéo,
produzindo T3 ou inativando HT, respectivamente?’. Em todas as regides onde
MRNA D3 encontrava-se presente, seus niveis estavam aumentados de 4 a 50
vezes da passagem do eutireoideo para o hipertireoideo, contudo nao foi
detectado em cérebros de ratos hipotireoideos®®. A atividade de D3 n&o
aumenta na placenta de ratos hipertireodeos, diferente do que foi observado no
cérebro, indicando que o gene é diferencialmente responsivo a HT em
diferentes tecidos®. Enfim, o que pode ser aferido diante das condicdes deste
estudo em pacientes hipertireoideos e hipotireoideos € que, geralmente, em
hipotireoidismo D1 e D3 estdo diminuidas e D2 estd aumentada e, em

hipertireoidismo D1 e D3 estdo aumentadas e D2, diminuida®®

, contudo os
mecanismos de regulacdo, de desiodases e HT, podem variar nos diferentes

tecidos.
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Conclusao

Ha diferencas na regulagéo do transporte em hemécias de individuos do
grupo controle e pacientes hipotireoideos e hipertireoideos;

O influxo de *?I-T; e *?°I-T, em hemAcias de pacientes hipotireoideos foi
menor, em 1 e 5 minutos, quando comparado a individuos do grupo
controle;

O influxo de *?°I-T; e **°I-T, em hemAcias de pacientes hipertireoideos foi
estatisticamente igual a individuos do grupo controle;

O efluxo de **°I-T3 em hemécias foi menor em pacientes hipotireoideos e
maior em hipertireoideos quando comparado a individuos do grupo
controle em todos os tempos de extruséao avaliados;

O efluxo de **I-T, em hemécias de pacientes hipotireoideos foi menor,
em 5 minutos, e, estatisticamente igual em pacientes hipertireoideos
guando comparado a individuos do grupo controle;

O influxo de *?°I-T; em hemécias de pacientes hipertireoideos apds o
tratamento foi menor, em 1, 5 e 10 minutos de ensaio, e o influxo de *?°|-
T4 foi menor em todos os tempos avaliados quando comparado a
condi¢cdo anterior ao tratamento;

O efluxo de '*I-T; em hemécias de pacientes hipertireoideos apés o
tratamento foi igual no remanescente, e de **°I-T, foi menor quando
comparado a condi¢do anterior ao tratamento;

Mulheres e homens, do grupo controle e pacientes hipertireoideos antes
do tratamento, apresentam diferencas no transporte, influxo e efluxo, de
125|_T3 e 125I-T4;

O influxo de **°I-T; e *I-T4, em hemécias de mulheres hipertireoideas
antes do tratamento foi maior, entre 5 e 120 minutos de experimento,
guando comparado aos homens do mesmo grupo;

O efluxo de *I-Ts em hemécias de mulheres hipertirecideas antes do
tratamento nao foi estatisticamente diferente, e o de *#I-T, foi menor, em
5 e 10 minutos, e maior no remanescente do experimento, quando
comparado aos homens do mesmo grupo nos tempos considerados

para o ensaio;

89



e O influxo de **I-T5 e *I-T, em hemécias de mulheres hipertireoideas
ap6s o tratamento foi estatisticamente igual, em todos os tempos
considerados para o experimento, quando comparado aos homens do
mesmo grupo;

e O efluxo de **°-T; e '®I-T, em hemacias de mulheres hipertireoideas
apos o tratamento foi menor, quando comparado aos homens do mesmo

grupo.
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