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O Olho é uma espécie de globo,

€ um pequeno planeta

com pinturas do lado de fora.

Muitas pinturas:

azuis, verdes, amarelas.

E um globo brilhante:

parece cristal,

€ como um aquario com plantas
finamente desenhadas: algas, sargacos,
miniaturas marinhas, areias, rochas, naufragios e
peixes de ouro.

Mas por dentro ha outras pinturas,
gue nao se veem:

umas sao imagem do mundo,
outras sao inventadas.

O Olho é um teatro por dentro.

E as vezes, sejam atores, sejam cenas,

e as vezes, sejam imagem, sejam auséncias,
formam, no Olho, lagrimas.

Cecilia Meireles
(Mapa de Anatomia: O Olho)



RESUMO

A tireoide sintetiza a tiroxina (T4) e a 3,5,3'-triiodotironina (T3), ambos
horménios apresentam uma funcao crucial no desenvolvimento do sistema nervoso
central, incluindo o sistema visual e a retina. A diminuicdo dos niveis sanguineos do
T3 e T4 ocasionam uma sindrome denominada de hipotireoidismo, o que pode levar
a prejuizos visuais. Os déficits visuais gerados pelo hipotireoidismo estédo
diretamente relacionados ao periodo de desenvolvimento do individuo. Foi
demonstrado em modelos murinos que o hipotireoidismo congénito diminui a
espessura da retina, o numero de células, e interfere na diferenciacdo da
subpopulacdo de cones M. Desta forma buscaremos investigar possiveis alteracdes
funcionais na retina de ratos wistar jovens apoés a tireoidectomia bilateral, utilizando
respostas eletrofisiolégicas ndo invasivas. Para tanto, dividimos os ratos em trés
grupos (controle, sham e tireoidectomizado) cada um contendo = 8 animais. As
cirurgias foram realizadas 30 dias pés-natal. Os eletrorretinogramas de campo total
foram realizados 10, 15, 20, 25 e 30 dias ap0s a cirurgia, utilizando protocolos para
avaliar a resposta escotdpica maxima, resposta fotopica (com e sem o uso de filtros
de luz) e a resposta ao flicker (12, 15, 18 e 30 Hz). Os parametros analisados foram
o tempo implicito e a amplitude das ondas a e b. Além disso, realizamos o
monitoramento dos parametros clinicos dos animais, visando identificar
caracteristicas que indiguem um quadro de hipotireoidismo, bem como a dosagem
dos hormonios tireoidianos. Os resultados obtidos demonstraram que em todos dos
protocolos de estimulacdo utilizados no ERG houve diminuicdo nas amplitudes das
ondas a e b nos animais tireoidectomizados em todos os dias avaliados ap6s a
cirurgia, quando comparados com animais do grupo controle e sham. Os resultados
da avaliacdo do tempo implicito para ambas as ondas ndo demonstraram diferenca
estatistica quando comparamos 0s diversos grupos ao controle. Também podemos
constatar uma reducdo do ganho de peso e tamanho nos animais que sofreram
tireoidectomia, associados a reducdo dos niveis de hormoénio tireoidiano (T3).
Concluimos dessa forma que os hormonios tireoidianos estdo diretamente ligados a
alteracdes funcionais na retina dos animais que sofreram tireoidectomia, bem com,
na reducéo da aquisicdo de peso e aumento de tamanho.



ABSTRACT

The thyroid synthesizes thyroxine (T4) and 3,5,3 ‘-triiodothyronine (T3), both
hormones have a crucial role in the development of the central nervous system,
including the retina and visual system. The decrease in blood levels of T3 and T4
causes a syndrome called hypothyroidism, which may lead to visual impairment. The
visual deficits generated by hypothyroidism are directly related to the development
period of the individual. It has been demonstrated in murine models that congenital
hypothyroidism decreases the retinal thickness, the number of cells and interferes
with the differentiation of M cones. Here, we investigated the possible functional
changes in juvenile rat’'s retina after bilateral thyroidectomy using noninvasive
electrophysiological responses. Therefore, we divided the rats into three groups
(control, sham and thyreoidectomized) each containing n=8 animals. The surgeries
were performed 30 days post-natal and the full-field electroretinogram (ERG) were
performed 10, 15, 20, 25 and 30 days after surgery, using standard protocols for
assessing the scotopic response maximum, photopic response (with and without the
use of light filters) and response to flicker (12, 15, 18 and 30 Hz). The parameters
analyzed were implicit time and amplitude of a- and b-waves of ERG. We also
perform monitoring of clinical parameters of animals in order to identify
characteristics that indicate a hypothyroidism, as well as the dosage of thyroid
hormones. The results showed that there was a decrease in the a- and b-waves
amplitudes in thyroidectomy animals (10, 15, 20, 25 and 30 days after surgery),
compared to control and sham animals at all the stimulation protocols used in ERG.
The results of the evaluation of the implicit time for both waves showed none
statistical difference when comparing to control and sham groups. Also we observed
a reduction in size and weight of thyroidectomy animals, associated with reduced
levels of thyroid hormone (T3). Thus we concluded that the thyroid hormones are
directly related to functional changes in the retina of thyroidectomy animals, together
with the reduction of weight and size.
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1 INTRODUCAO

A tireoide foi a primeira glandula descoberta apresentando atividade
endocrina (MOHEBATI & SHAHA, 2012). E constituida pelos foliculos tireoidianos,
gue apresentam em seu interior a tireoglobulona. Essa proteina pela acdo da enzima
deiodinase reage com o iodo presente no foliculo para formacdo de monoiodotirosil
(MIT) e diiodotirosil (DIT). A etapa final de formacdo dos horménios tireoidianos
consiste no acoplamento de dois residuos de DIT, para formar a tiroxina (T4) e de
um residuo de MIT e um de DIT, para formar a 3,5,3’-triiodotironina (T3) (DUNN &

DUNN, 2001; BERNAL et al., 2003)..

Os hormoénios tireoidianos formados continuam ligados a molécula de
tireoglobulina, até que sejam requeridos pelo organismo, se desprendendo da
mesma e sendo liberados na circulacdo (DUNN & DUNN, 2001). A sintese e
secrec¢ao dos hormdnios tireoidianos sao controladas pelo eixo hipotalamo-hipofise-
tireoide. A tireotrofina (TSH) controla o crescimento da glandula tireoide, bem com a
sintese e secrecdo de T3 e T4. O TSH aumenta sua secrecdo quando estimulado
pelo hormdnio liberador de tireotrofina (TRH) e diminui sua secre¢éo quando inibido
pala somatostatina (SS). Todavia, seu principal regulador sdo os hormonios

tireoidianos (retroalimentacao negativa) (NUNES, 2005; MELMED, 2011).

Varios fatores estao relacionados a diminuicdo dos niveis de T3 e T4. Dentre
eles destacam-se as alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, ou mesmo na
propria glandula (NUNES, 2005; MELMED, 2011). A caréncia dos hormonios
tireoidianos gera uma sindrome denominada hipotireoidismo. Ja foi estabelecido que

essa doenca afeta o sistema nervoso central, bem como a retina (LOOSEN et al.,
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1985; BAUER et al., 2003; BERNAL, 2003; AMBROGINI et al., 2005; DEVDHAR et

al., 2007).

Foi demonstrado em modelos de hipotireoidismo congénito que a alteracéo do
gene Thrb, responsével por codificar o receptor TRB2, alterou o desenvolvimento
dos fotorreceptores, promovendo diminuicdo da subpopulacdo de cones M e
aumento de cones S (LILYNG et al., 2001). Em um estudo que avaliou
hipotireoidismo em animais adultos e jovens, verificaram-se mudancas morfolégicas
nas camadas que compde a retina e nos varios tipos celulares, incluindo os
fotorreceptores e as células bipolares (ABOU-ELGHAIT et al., 2011). Desta forma,
para verificarmos se tais alterac6es morfologicas sdo acompanhadas por alteracfes
funcionais, buscamos identificar se a indu¢cdo do hipotireoidismo em ratos jovens,
pela ablacdo da glandula tireoide, provocaria alteracbes em registros

eletrorretinograficos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS E ASPECTOS HISTORICOS

A primeira glandula reconhecida apresentando atividade endodcrina foi a
tireoide, localizada no pescoco abaixo da laringe, em ambos os lados da traqueia em
sua regido anterior, situada entre a 52 e a 72 vértebra cervical, apresentando a forma
da letra H, sendo constituida por dois lobos unidos por um istmo (Figura 1)

(HARINGTON, 1936; MACIEL, 2007; MOHEBATI & SHAHA, 2012).

Apresenta uma capsula interna fibrosa aderente e uma bainha externa frouxa
derivada da camada média da fascia (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Sua lateral
€ coberta pelo musculo infra-hioide; a regido medial estd em contato com a faringe,
laringe, traqueia e esb6fago; e a superficie posterior comunica-se com a bainha
carotidea e as glandulas paratireoides. O istmo localiza-se na regido anterior ao 2°,
3° e 4° anéis traqueais (WANG et al., 1998; MOORE & PERSAUD, 2000; GORMUS

et al., 2004).

A glandula tem origem do espessamento endodérmico mediano, a partir do
soalho da faringe primitiva, sendo a primeira glandula endécrina a se desenvolver. O
diverticulo tireoidiano inicialmente € oco, posteriormente torna-se macico e se divide
em dois lobos, esquerdo e direito, unidos pelo istmo. Aproximadamente na sétima
semana de gestacéao, a tireoide ja apresenta sua forma definida e localiza-se em seu
sitio final (MOORE & PERSAUD, 2000). Em humanos seu desenvolvimento comeca

aproximadamente na terceira semana de gestacdo, por volta do 16°-17° dia



21

(FISHER, 1997) e a sintese de hormonios se verifica entre 102-122 semana de

gestacdo (ROCHA et al., 2010; MOHEBATI & SHAHA, 2012).

Artéria e veia superior
datireoide Cartilagem da tireoide
Glandulatireoide
Istmo
Traqueia

Veiainferior da tireoide

Figura 1. Imagem esquemética demonstrando a forma e a localizacdo da glandula tireoide
humana. Apresentando dois I6bulos unidos por um istmo, esta localizada na parte
anterolateral da traqueia. E irrigada pela artéria tireoidea superior e inferior, a drenagem
venosa é realizada palas veias superiores, média e inferiores da tireoide (VT). Fonte: adaptado
de SALADIN, 2004.

A tireoide é composta por um epitélio cuboide, disposto em uma sé camada,
limitando espacos esféricos, preenchidos por uma substancia gelatinosa, formando

os foliculos tireoidianos (Figura 2). Ela apresenta-se envolta por uma capsula de
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tecido conjuntivo frouxo que envia septos para o interior do parénquima glandular.
Esses septos separam os foliculos uns dos outros, através de uma membrana de
tecido conjuntivo, constituida de fibras reticulares (JUNQUEIRA & CARNEIRO,

2008).

O aspecto dos foliculos varia de acordo com a sua atividade funcional e
regido na glandula. Os foliculos tireoidianos apresentam em seu interior, a
tireoglobulina, uma glicoproteina que armazena o0s hormoénios tireoidianos

(KIRSTEN, 2000).

A glandula tireoide é muito vascularizada, possuindo uma extensa rede
sanguinea e linfatica. Seus capilares sdo fenestrados, facilitando dessa forma a
passagem do horménio para o interior dos vasos. O suprimento sanguineo é
realizado pela artéria tireoidea superior (ramo da carotida externa), que entra no polo
superior da glandula e pela artéria tireoidea inferior (ramo do tronco tireocervical),
recebendo inervacdo vasomotora, dos sistemas simpatico e parassimpatico
(FIGURA 1) (BORGES et al., 2000; GORMUS et al., 2004; MOHEBATI & SHAHA,

2012).
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células
parafoliculares

Figura 2. Imagem demonstrando a aparéncia microscépica de um foliculo tireoidiano normal,
composto por epitélio cuboide que formam espacos esféricos, preenchidos pelo coloide que
armazena a tiroglobulina. Fonte: obtido de http://www.teliga.net/2010/11/tecido-glandular-ou-

secretor-sistema.html, capturado 22.10.12.

A importancia da tireoide so foi reconhecida apos a publicacdo dos trabalhos
de Caleb Parry em 1825, que associou alteracdes cardiacas e oculares com o
hipertireoidismo (FERNANDES et al., 2007); seguido pelos relatos de Graves e
Basedow, em 1835 e 1840, sendo seus nomes associados aos disturbios

apresentados nas alteracdes da tireoide (LINDHOLM & LAURBERG, 2011).

William Withey Gull (1874) reconheceu a atrofia da glandula em determinados
pacientes que apresentavam sintomas como, aumento de peso e cansago
excessivo. Condi¢des associadas hoje, com hipotireoidismo ou doenca de Gull em

adultos (LINDHOLM & LAURBERG, 2011).


http://www.teliga.net/2010/11/tecido-glandular-ou-secretor-sistema.html
http://www.teliga.net/2010/11/tecido-glandular-ou-secretor-sistema.html
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Os primeiros experimentos realizados de ablacdo da glandula tireoide para
elucidar suas possiveis func¢des, foram interpretados de forma errbnea, pois neles
também foram removidas as glandulas paratireoides (CASPER & HEGNER, 1932;
FARWELL & BRAVERMAN, 2006). Posteriormente, os trabalhos desenvolvidos pelo
fisiologista francés Eugene Gley, no final do século XIX, demonstraram as diferencas
funcionas entre as duas glandulas (CASPER & HEGNER, 1932; FARWELL &

BRAVERMAN, 1996).

Uma série de pesquisas foram realizadas para elucidar as func¢des dos
hormonios tireoidianos. Sabe-se hoje que eles desempenham papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos, exibindo acdo durante o
periodo embrionario e no periodo pos-natal, pois alguns 6rgdos e tecidos
apresentam-se imaturos apds o nascimento (FARWELL & BRAVERMAN, 1996;

MOURA et al., 1996; KOK et al., 2001).

2. 2 SINTESE DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS

A glandula tireoide sintetiza dois tipos de horménios derivados do aminoacido
tirosina, a tiroxina (T4) produzida em maior quantidade, cerca de 90% e a 3,5,3’-
triiodotironina (T3) produzida em menor quantidade, por volta de 10% (Figura 3).
Todavia, quase toda T4 é convertida em T3 nos tecidos, pois a forma T3 do

hormonio apresenta maior magnitude de acdo (KOHRLE, 2000).
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Figura 3. Representagdo esquemética da férmula estrutural do aminoécido tirosina, do
horménio tiroxina-T4 e do hormonio triiodotironina-T3. Em destaque estdo as moléculas de
monoiodotirosil e diiodotirosil acopladas ao aminoacido para formacdo dos horménios
tireoidianos. Fonte: adaptado de FOX, 2003.

Edward Calvin Kendall em 1915 isolou a tiroxina a partir de um hidrolisado da
tireoide, ele constatou que os cristais formados exerciam efeito fisiologico
equivalente ao do extrato do qual o mesmo foi obtido (KENDALL, 1925). Em 1926,
Harington descreveu a formula estrutural desse horménio (HARINGTON &

GEORGE, 1926).

Inicialmente toda a atividade hormonal da tireoide foi atribuida ao T4, no
entanto, Gross e Pitt-Rivers em 1953 isolaram o T3 de extratos da tireoide,

comprovando sua maior atividade biolégica (GROSS & PITT-RIVERS, 1953).
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A atividade dos hormonios tireoidianos esta diretamente relacionada a sua
natureza estereoquimica (GROSS & PITT-RIVERS, 1953). Foram desenvolvidas
diversas pesquisas para tentar elucidar a relacdo entre estrutura e atividade dos
horménios. Leeson e colaboradores (1989) conseguiram obter um analogo da
triiodotironina que apresentava acdo de reducdo do colesterol, no entanto, sem
efeitos calorigénicos e/ou cardiacos. Foram também sintetizados inUmeros analogos
estruturais da tiroxina, que apresentavam atividade similar ao T4 (LEESON et al.,

1989; LIANG et al., 1997).

Embora a natureza estereoquimica seja importante, outros fatores interferem
na intensidade da acdo do hormdnio, incluindo: afinidade pelas proteinas
plasmaticas; afinidade pelo receptor; expressdo do receptor; e a taxa de entrada no

nucleo da célula (LIANG et al., 1997).

Para a producdo dos hormdnios tireoidianos € indispensavel a presenca do
iodo, que é consumido na dieta na forma de iodeto, sendo necesséria a ingestéo de

75 pug do mesmo diariamente, para uma producao normal (DUNN, 2001).

A capitacdo do iodo pela glandula se faz através de um intenso mecanismo
de transporte ativo, por uma proteina transmembrana denominada simportador de
sédio-iodo (NIS) (DAI et al.,1996; ESKANDARI et al., 1997; DOHAN et al., 2003),
localizada na regido basal das células foliculares (DOHAN et al., 2003). Véarios
tecidos como, mucosa gastrica, intestino delgado, pele, placenta e glandulas
mamarias, apresentam uma concentracdo do iodeto superior a do sangue,

associada com a presenca da NIS nos mesmos (GRIFFIN, 2004).
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A capitacdo do iodo pode ser inibida por diversos competidores, tais como, o
perclorato e o tiocianato. Bem como, pode ser estimulada pela acdo da tireotrofina

(TSH), que aumenta a expressao da NIS (ENG et al., 1999).

O passo seguinte a captacdo de iodeto € a sua conversao em iodo elementar,
através da oxidacdo do mesmo pela enzima peroxidase tireoidea (TPO)
(CORVILAIN et al.,, 1988). Simultaneamente, a tireoglobulina (660 kDa), uma
proteina com 140 residuos de tirosina, € produzida e secretada pelo reticulo
endoplasmatico e aparelho de Golgi das células foliculares para o interior do foliculo.
Sob a agéo da enzima iodinase, o iodo reage com a tireoglobulina para a formagao
de monoiodotirosil (MIT) e diiodotirosil (DIT) (CARVALHO et al. 1987; MEDEIROS et

al., 1996).

A etapa final consiste no acoplamento de dois residuos de DIT, para formar o
T4, ocorrendo preferencialmente na extremidade amino-terminal da proteina (Figura
3). Enquanto que na formacdo do T3 acontece a juncédo de um residuo de MIT e de
um DIT, na extremidade carboxi-terminal (Figura 3) (DUNN & DUNN, 2001; BERNAL
et al., 2003). Concluida a sintese dos horménios tireoidianos, eles seréo
armazenados nos foliculos, como parte da molécula de tireoglobulina, em
guantidades suficientes para atender a demanda do organismo (DUNN & DUNN,

2001) (Figura 4).
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Figura 4. Representacéo esquemaética da sintese dos horménios tireoidianos. O primeiro passo
na biossintese € a capitacdo do iodeto do plasma para dentro da glandula, o qual sera
rapidamente oxidado para forma de iodo elementar, podendo gerar formas intermediarias. O
iodo elementar passara por um processo de organificagcdo quando se acoplar a residuos de
tirosina presentes na molécula de tiroglobulina, com formagdo de monoiodotirosil (MIT) e
diiodotirosil (DIT), duas moléculas de DIT podem se acoplar para formar a tiroxina (T4) e do
acoplamento de uma molécula de MIT e uma de DIT resulta a triiodotirosina (T3). Quando
existe necessidade metabdélica os horménios produzidos no foliculo e armazenados no coloide
sdo liberados no citoplasma ainda aderidos a molécula de tiroglobulina, a qual sofre protedlise
liberando T3 e T4, posteriormente secretados no sangue. Algumas moléculas de tiroglobulina
com T3 e T4 acoplados também sé&o liberadas. MIT e DIT liberados do coloide serdo
degradados formando iodeto que sera convertido em iodo elementar entrando novamente no

ciclo de formagédo dos hormdnios. Fonte: Retirado de LOPES, 2002.
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2. 3 LIBERACAO E TRANSPORTE DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS

O processo de secrecdo dos hormdnios tireoidianos se inicia com a pinocitose
do coloide pelas células foliculares, formando uma vesicula que ira se fundir com
lisossomos, 0s quais depositardo nas vesiculas proteinases que irdo degradar a
molécula de tireoglobulina, havendo a liberacdo da T3 e da T4. Por sua vez, estes
horménios se difundirdo da base da célula para os capilares circunvizinhos, sendo

desta forma liberados na corrente sanguinea (KOPP et al., 2005).

A TSH intensifica o processo de degradacédo da tireoglobulina, pois aumenta a
producdo de endopeptidases nos lisossomos. Essas enzimas clivam seletivamente a
tireoglobulina, produzindo compostos intermediarios que serdo degradados

posteriormente por exopepitidases (KOPP et al., 2005).

Quando a tireoglobulina é degradada, além de secretar os horménios
tireoidianos, também libera MIT e DIT, que serdo metabolizados, desprendendo o
iodeto, que serd disponibilizado para producdo de quantidades adicionais de

hormonio (Figura 4) (KOPP et al., 2005).

Ao adentrarem na corrente sanguinea T3 e T4 rapidamente se ligam a
diversas proteinas plasmaticas de forma néo-covalente. Dentre elas destaca-se a
globulina de ligacdo da tiroxina (TBG), uma glicoproteina acida com peso molecular
de 63 kDa, que se liga com menor afinidade a T3 (FELING et al., 1995). Outra
proteina encontrada em concentragfes mais elevadas no plasma, a pré-albumina
(transtirretina) também se liga preferencialmente a T4. Essa proteina apresenta
quatro subunidades idénticas, mas apenas um sitio de ligacdo com alta afinidade. Ja

a albumina participa também do transporte dos horménios tireoidianos, porém
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apenas quando as outras proteinas carreadoras encontram-se com seus sitios de

ligacdo saturados (INGENBLEEK & YOUNG, 1994).

Quando comparada ao T3, a maior afinidade das proteinas plasméticas ao T4
reflete-se nas diferencas de concentracdo desta Ultima e na sua meia-vida, pois a
ligacdo dos hormdnios tireoidianos as proteinas, os protege da degradacdo e
excrecdo (MENDEL et al., 1987). Ao serem liberadas lentamente na corrente
sanguinea, T3 e T4 se fixam as proteinas intracelulares plasmaticas, sendo

armazenadas para serem utilizadas no decorrer do tempo (MORI et al., 2002).

2. 4 RECEPTORES E ACAO HORMONAL

O efeito geral dos hormonios tireoidianos € promover a transcricdo génica, por
meio dos seus receptores nucleares, espalhados por todo organismo. Estes
receptores pertencem a uma subclasse da superfamilia de receptores nucleares. Os
receptores tireoidianos sao classificados como TRa e TR, para os quais diferentes
isoformas foram descritas: a1, a2, B1, B2 e B3 (LAZAR, 1993; FLAMANT &

SAMARUT, 2003).

Apoés a ativacao destes receptores, verifica-se um aumento no numero de
enzimas, proteinas estruturais e de transporte, apresentando como resultado um
aumento generalizado da atividade funcional (MORI et al., 2002). Quase todo T4 que
atravessa a membrana plasmatica, antes de se ligar ao gene através de receptores
especificos, é convertida em T3 pela remocdo de um ion iodeto (BRENT, 1994). A

T3 apresenta elevada afinidade de ligacdo aos receptores dos hormonios
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tireoidianos, sendo os mesmos fixados aos filamentos de DNA (MANGELSDORF et

al., 1995).

Muitos papéis foram associados aos hormoénios tireoidianos, dentre eles
destacam-se o aumento do tamanho e numero de mitocondrias, alterando dessa
forma a fungdo dessa organela, elevando a velocidade de formagéo do ATP
(trifosfato de adenosina), resultando no aumento da atividade da célula (TATA et al.,
1963; MORI et al., 2002). Participa também do crescimento, principalmente durante
a infancia. Criangas com hipotireoidismo tém seu crescimento retardado, enquanto
que as que apresentam hipertireoidismo frequentemente apresentam aumento
excessivo do esqueleto, com o amadurecimento 6sseo precoce (UHRMANN et al.,

1978).

Sao essenciais no desenvolvimento do sistema nervoso central, participando
do crescimento e diferenciacdo neuronal, durante o periodo embrionario, pos-natal e
nos primeiros anos de vida. Por este motivo, quantidades reduzidas de hormonios
tireoidianos retardam a maturagéo e o desenvolvimento cerebral (MOURA et al.,

1996).

2.5 REGULACAO NEUROENDOCRINA DA FUNCAO TIREOIDIANA

A funcéo tireoidiana é controlada por um complexo sistema neuroenddcrino,
gue envolve o eixo hipotalamo-hipofise-tireoide (Figura 5). O hipotalamo e a hipofise
encontram-se interconectados, através de um sistema circulatorio especializado

(porta-hipotalamo-hipofisaria) composto por duas redes de capilares situados na
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eminéncia mediana do hipotadlamo, por meio do qual os horménios hipotalamicos

séo direcionados para a hipoéfise anterior (NUSSEY & WHITEHEAD, 2001).

Apresentam-se também integrados por terminagdes nervosas, localizadas nos
ndcleos paraventriculares e periventriculares, estabelecendo sinapses entre si.
Estdo associados com outras &reas do sistema nervoso central, bem como
recebendo influéncia de informacdes periféricas, que desencadeiam respostas de

ativacdo ou inibicdo de sua atividade (NUNES, 2005; MELMED, 2011).

A hipdfise anterior apresenta uma populacdo de células denominadas
tireotrofos, que sintetizam e secretam o hormdnio tireotrofico ou tireotrofina (TSH), o
qual apresenta duas subunidades, alfa e beta, ligadas ndo covalentemente. Este
horménio é responsavel pelo crescimento e funcdo da glandula tireoide

(WEINTRAUB & GESUNDHEIT, 1987).

No processo de secrec¢do de TSH pela hipdéfise anterior, o hormdnio liberador
de tireotrofina (TRH) estimula sua liberagdo enquanto que a somatostatina (SS) a
inibe. No entanto, seu principal regulador € o horménio tireoidiano T3, que eleva a
expressao de receptores que participam da inibicdo da secrecdo, e diminui a de

receptores que aumentam a liberacdo (NUNES, 2005; MELMED, 2011).

Os efeitos biolégicos do TSH ocorrem apés sua interacdo com receptores
metabotropicos (THS-R) na membrana das células foliculares da glandula tireoide,
gue reconhecem sua subunidade beta e desencadeiam o aumento dos niveis de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e ativacdo de fosfolipase C (NUNES,

2005; MELMED, 2011).
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O TSH patrticipa da sintese e secrec¢do dos hormdnios tireoidianos, sendo seu
primeiro efeito bioldgico nas células foliculares, aumentando a captacao de iodeto,

através da inducao da expressdo génica da NIS (HARUN-OR-RASHID et al., 2010).

O hormonio liberador de tireotrofina (TRH) apresenta efeito estimulante na
liberagdo de TSH (NUNES, 2005). E sintetizado por um gene localizado no
cromossomo trés, na forma de um pré-pr6-horménio, sofrendo processamento no
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (NUSSEY & WHITEHEAD, 2001;

NUNES, 2005).

Como um mecanismo de retroalimentacdo negativa, os proprios horménios
tireoidianos atuam sobre a regido promotora do gene que regula a expressao do pré-

pré-hormonio-TRH (FEKETE et al., 2001).

O TRH atua na membrana dos tireétrofos, em receptores especificos (TRH-R)
acoplados a proteina G, os quais ativam fosfolipase C, levando a formacao de
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (NUNES, 2005; MELMED, 2011). O
IP3 induz a liberagdo de calcio (Ca™) no citossol pelo reticulo endoplasmatico,
desencadeando uma série de eventos como a exocitose de vesiculas que contém
TSH. Em paralelo, o Ca*™" juntamente com o DAG promove a ativagdo da proteina
cinase C (PKC) que é rapidamente translocada para a membrana, fosforilando
outras proteinas e aumentando o influxo de Ca™", que sustenta a sintese e secregéo

de TSH (NUNES, 2005; MELMED, 2011).

Os ndcleos periventriculares do hipotalamo apresentam neurbnios que
expressam somatostatina, um peptideo sintetizado na forma de um precursor pré-
pro-SS (NUNES, 2005; MELMED, 2011). Destes nucleos partem feixes de fibras

nervosas, que se encaminham a eminéncia mediana. Uma parte dessas celulas faz
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sinapses com neurdnios TRHérgicos, inibindo a liberacdo do horménio TRH. Outra
parte secreta a SS nos capilares do sistema porta-hipotalamo-hipofisario, que atua
nos tireotrofos e somatotrofos, na hipoéfise anterior, reduzindo a producao e liberacéao

de TSH (NUNES, 2005; MELMED, 2011; PATEL et al., 2011).

O mecanismo de agédo da SS ocorre por meio da interacdo com receptores
metabotropicos, com pelo menos cinco isoformas (SSTR-1 a 5), que exibem
diferentes vias de transducéo de sinais (KOLAKOWSKI et al., 1996; BRONSTEIN-

SITTON, 2006; PATEL et al., 2011).

A interacdo da SS com a isoforma SSTR-2, receptor predominante na
hipdfise, resulta na inibicdo da atividade da enzima adenililato ciclase, levando a
diminuicdo dos niveis de AMPc intracelulares, e da atividade da proteina cinase A
(PKA), resultando na diminuicdo do influxo de Ca'", reduzindo dessa forma a
liberacdo de TRH e por conseguinte de TSH. A SS também altera a sintese de TSH,
pois diminui a atividade da PKA no tireotrofo, interferindo na fosforilagdo de PIT 1,
um fator de transcricdo que esta relacionado a expressao do gene do TSH (NUNES,

2005; MELMED, 2011).
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Figura 5. Organizacdo geral do sistema hipotadlamo-hipd6fise-tireoide e sua integracdo com os
tecidos estdo representadas. Regifes hipotalamicas cujos neurdnios expressam SS (NPeV -
nucleo periventricular) e TRH (NPV — nlcleo paraventricular). As setas continuas representam
estimulacdo dos respectivos hormdnios e as pontilhadas representam inibicdo sobre seus
respectivos alvos. Fonte: modificado de ANTUNES-RODRIGUES, 2005.
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2.6 HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo € a doenca mais comum, dentro das deficiéncias
hormonais, caracteriza-se pela diminuicdo dos niveis plasmaticos dos horménios T3
e T4, ocasionando uma série de alteracdes no individuo, devido as diversas funcdes

relacionadas a esses hormonios (DEVDHAR et al., 2007).

O conjunto de sinais e sintomas mais frequentes apresentados por individuos
com hipotireoidismo séo: intolerancia ao frio; ganho de peso; constipacao; pele seca;
bradicardia; rouquidao; retardamento do processamento mental e prejuizo visual.
Também podem manifestar sintomas menos frequentes; dentre eles: hipotermia;
insuficiéncia cardiaca congestiva; derrame pleural; coagulopatia; manifestacfes
neurolégicas como; depressdo; psicose; ataxia; convulsdes; coma; déficit de
memoria e deméncia (GOLD et al.,, 1981; SHAFER et al., 1984; KLEIN, 1990;

HEYMANN et al., 1992; BURMEISTER et al., 2001).

Essa doenca pode ser classificada de acordo com: o periodo de aquisi¢cao
(congénito ou adquirido); o nivel da disfuncdo enddcrina (primario ou secundario); e
sua gravidade (evidente, quando apresentar sinais e sintomas clinicos, e leve,

guando for subclinico) (ROBERTS & LADENSON, 2004).

Em 1874, Wiliam Gull descreveu mudancas de caracteristicas clinicas em
pacientes do sexo feminino, as quais se assemelhavam as descritas em criangas
gue apresentavam cretinismo. Ord em 1878 denominou de mixedema, uma
sindrome gue afetava mulheres, modificando seu aspecto facial, com caracteristicas
grosseiras ao passar do tempo, bem como, embotamento mental, hipotermia, pele

seca e edema (SETIAN, 2007). No mesmo periodo, dois cirurgides suicos, Kocher e
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Reverdin, em pesquisas distintas, descreveram o desenvolvimento de um estado
cretino ap6s a remocao da glandula tireoide de pacientes, o qual denominaram,
caquexia estrumipriva, conhecida atualmente como caquexia tiropriva (ROBERTS &

LADENSON, 2004).

A Sociedade Clinica de Londres formou uma comissdo, em 1883, para
investigar a relagao entre as trés condi¢des descritas, determinando anos mais tarde
a real ligacdo entre as mesmas. O diagndéstico do hipotireoidismo s6 ocorreu no
século seguinte com a identificacdo dos horménios que participavam da liberacédo
dos horménios tireoidianos, e o desenvolvimento de técnicas de imunoensaios para

dosar TRH, TSH, T3 e T4 (ROBERTS & LADENSON, 2004).

O tratamento contra o hipotireoidismo realiza-se com levotiroxina sodica
(tiroxina), que apresenta um alto grau de eficacia e poucas reagfes adversas (TOFT,
1994). Nos casos das desordens hormonais devido a presenca de tumores, é feita a

remocao do tumor (MAIA et al., 2007).

2.7 SISTEMA VISUAL E HIPOTIREOIDISMO

Os hormbnios tireoidianos desempenham um papel crucial no
desenvolvimento do sistema nervoso central, incluindo o sistema visual cortical e a
retina. Regulam genes envolvidos principalmente com a mielinizacdo de neurénios,
diferenciacdo de células gliais e neuronais, migracdo, sinaptogénese e ramificacao
dendritica (LOOSEN et al., 1985; BAUER et al., 2003; BERNAL, 2003; AMBROGINI

et al., 2005). Para tanto, faz-se necessario que a expressdo dos receptores
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tireoidianos em diferentes momentos nas células alvo, bem como a sintese e

liberagéo destes hormonios sejam altamente reguladas.

Todas as isoformas dos receptores tireoidianos estdo presentes durante o
desenvolvimento e na vida adulta na retina de roedores (AZADI et al., 2002). A
presenca de TRB2 é essencial no desenvolvimento da visdo de cores. Estudos in
vitro e in vivo de células progenitoras retinianas de camundongos, demonstraram
que a ativacdo deste receptor promove a diferenciacdo dos fotorreceptores, bem
como, a definicdo de seu sitio definitivo na retina e o tipo de cone (ROBERTS et al.,

2006).

Lilyng et al., (2001) realizaram eletrorretinograma (ERG) em camundongos
transgénicos para o gene Thrb, responsavel em codificar o receptor TRB2, o qual
estd envolvido no desenvolvimento de cones M, e verificaram diminuicdo na
amplitude da onda-b, quando comparadas com camundongos tipo selvagem. Nesse
mesmo estudo os autores identificaram a mudanca fenotipica no desenvolvimento
dos fotorreceptores, apresentando diminuicdo da subpopulacdo de cones M, com
um aumento significativo de cones S. Resultados semelhantes foram obtidos por
Pessoa et al. (2008), demonstrando que a expressdo de cones S e M séo
dependentes dos niveis normais do horménio tireoidiano durante o desenvolvimento
da retina de camundongos. Neste estudo, registros eletrorretinograficos mostraram
que em animais “knockout” para o gene Thrb, ndo havia resposta eletrofisiolégica

foram utilizados estimulos de comprimentos de onda na faixa de 540 nm.

Holdew & Condon, (1989) realizaram ERG e potencial evocado (VEP) em

individuos que apresentavam hipotireoidismo idiopético, verificaram aumento no
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tempo implicito das respostas, o qual foi revertido em individuos tratados com

tiroxina.

Foi demonstrado em modelos murinos que o hipotireoidismo congénito
diminui a espessura da retina e o numero de células (PESSOA et al. 2008). O
prejuizo visual relacionado com o hipotireoidismo € muito variado, apresentando
forte ligagdo entre o periodo de desenvolvimento do individuo e a aquisicdo da
doenca. Em criangcas com hipotireoidismo congénito, por exemplo, as alteracdes séo
bem mais graves e normalmente irreversiveis apos seu estabelecimento, quando
comparadas a individuos adultos (EL-SHEIKH et al., 1994; RASTOGI &

LAFRANCHI, 2010).

2.8 ESTRUTURA MORFO-FUNCIONAL DO TECIDO RETINIANO

Durante o processo evolutivo os animais desenvolveram conjuntos de células
gue apresentavam sensibilidade a luz. Muitos destes também adquiriram percepc¢ao
cromatica, que lhes permitiu identificar variacées espectrais e temporais de luz. Em
vertebrados, a primeira etapa no processo de captacao e transformacéo do estimulo
luminoso ocorre na retina, composta por dez camadas dispostas de forma laminar,
sendo bem conservada ao longo do processo evolutivo dos vertebrados (AHNELT &

KOLB, 2000; JACOBS, 2001; KOLB, 2004).

A compreensao sobre o mosaico e os diferentes tipos celulares que compde a
retina, nos permite entender melhor as diferentes vias que um sinal gerado pode

tomar. Bem como, o grau de percepcéo visual de cada espécie. As camadas que
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copbem a retina, tomando com base a regido mais externa do globo ocular sdo

(WASSLE & BOYCOTT, 1991; KOLB, 2004):

1. O epitélio pigmentar - formado pelas células produtoras de melanina,
responsaveis pela dissipacdo dos fétons de luz que atravessam a retina. Realiza
também a captacdo de todo o trans-retinal, o convertendo novamente a 11-cis-

retinal, que é entdo liberado para o meio.
2. Segmento externo dos fotorreceptores - responsavel pela fototransducao.

3. Membrana Ilimitante externa - separa 0 segmento externo dos

fotorreceptores de seus nucleos.

4. Camada nuclear externa - formada pelos nucleos e corpos celulares dos

fotorreceptores, cones e bastonetes.

5. Camada plexiforme externa - onde ocorre a interacdo entre 0os axénios dos

fotorreceptores e os dendritos dos interneurénios (células bipolares e horizontais).

6. Camada nuclear interna - apresenta os corpos e nucleos dos neurdnios de
segunda ordem ou interneurbnios, que sao as células bipolares, horizontais e
amacrinas.

7. Camada plexiforme interna - que contém as sinapses formadas pelos
axonios dos interneurénios e os dendritos das células ganglionares.

8. Camada de células ganglionares - abriga os corpos celulares dessas
células.

9. Camada de fibras nervosas - é formada pelos axbnios das células

ganglionares que dardo origem ao nervo optico. Este conduz as informagdes visuais
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captadas pela retina até o quiasma oOptico, e dai até os centros superiores do
processamento visual.

10. Membrana limitante interna - formada por células de Miiller, que tém como
principal funcdo a manutencédo da forma da retina e o fornecimento dos substratos

essenciais a manutencao dos neurénios.

Si
MLE-

CNE

CPE

Célula M OFF Célula P OFF Miller Bipolar de cone SWS Amécrina Al Bipolar de bastonete
CélulaM ON  CélulaP ON Amacrina de campo largo Amacrina de campo estreito

Figura 6. Diagrama esquematico da retina de vertebrados, mostrando a estrutura laminar da
retina e seus elementos celulares. (CC) Camada coroidal; (EP) epitélio pigmentar; (SE) Camada
de segmentos externos; (SE) Camada de segmentos internos; (MLE) Membrana limitante
externa; (CNE) Camada nuclear externa; (CPE) Camada plexiforme externa; (CNI) Camada
nuclear interna; (CPI) Camada plexiforme interna; (CCG) Camada de células ganglionares; (CF)
Camada de fibras do nervo éptico; (MLI) Membrana limitante interna (Modificado de Rodieck,
1998).

O conjunto de células responsavel pela fototransdugédo da energia luminosa

em energia eletroquimica sédo os fotorreceptores, esses tipos celulares podem ser
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divididos em duas classes, 0s bastonetes e os cones (Figura 7). Sendo
diferenciados pela sua morfologia, distribuicdo espacial, caracteristicas bioquimicas

e pela diferenca na absorcdo do espectro de luz (WASSLE & BOYCOTT, 1991).
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Figura 7. Diferencas morfologicas entre os fotorreceptores. (A) Estrutura do bastonete e (B)
estrutura do cone. Modificado de PURVES et al., 2004.

A morfologia dos fotorreceptores € bem caracteristica apresentando quatro
regides principais: 1) o segmento externo — que € formado por discos membranosos,
empilhados uns sobre o0s outros e empacotados, apresentando proteinas
responsaveis pela fototransducéo, que convertem a energia luminosa (fétons) em

energia eletroquimica; 2) o segmento interno — que apresenta uma grande
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guantidade de organelas em seu interior, sendo responsavel pela sintese e
metabolismo de proteinas e pela producao de energia que sera utilizada pela célula;
3) o pericario — que aloja o0 nacleo do fotorreceptor, situado na camada nuclear
externa; 4) a terminacdo sinaptica — situada logo abaixo do pericario na camada
plexiforme externa, comunica-se com as ceélulas bipolares e horizontais da camada
nuclear interna. E especifica para cada tipo de fotorreceptor, no cone recebe a
denominacdo de pediculo e nos bastonetes recebe a denominacdo de esférula

(COHEN, 1992).

Os bastonetes receberam essa denominagéo pela sua morfologia, tendo um
formato de bastédo ou cilindro no segmento externo, apresentando alta sensibilidade
a estimulos luminosos, funcionando preferencialmente sob condicbes de baixa
luminosidade o que caracteriza a visdo escotdpica (BROWMAKER & HUNT, 2006).
Na retina de vertebrados somente um tipo de bastonete é encontrado,
apresentando-se em maior quantidade, quando comparado ao cone, principalmente
nas regides periféricas da retina, sendo responsavel pela visdo periférica, exibindo

como fotopigmento a rodopsina (BROWMAKER & HUNT, 2006).

Os cones tém forma coOnica e alongada em seu segmento externo, e uma
menor sensibilidade a luz, funcionando dessa forma, em ambiente com um maior
indice de luminosidade (visdo fotopica). Estdo relacionados ao detalhamento da
imagem (alta acuidade visual) e a visdo de cores, pois tém sensibilidade a diferentes

faixas espectrais, tendo como fotopigmento a opsina (BOWMAKER & HUNT, 2006).

Na viséo fotopica de vertebrados a absorcdo da luz ocorre pelo fotopigmento
dos cones. Os genes responsaveis pela formacao das opsinas dos cones pertencem

a trés familias de genes (SWS1, SWS2, MWS/LWS), os quais codificam todos os
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pigmentos de cone de vertebrados. Contudo, apenas duas destas familias de genes
sdo expressas em mamiferos (SWS1 e MWS/LWS). Em mamiferos, podemos
encontrar animais com até trés tipos de cones (tricromatas) com fotopigmentos
diferentes, os quais podem ser classificados em um dos dois grupos de acordo com
pico de sensibilidade espectral. Assim, temos 0s cones ultravioleta (UV) e os cones
S (“short wavelength-sensitive”) classificados na familia SWS1, e os cones M
(“middle wavelength-sensitive”) e os cones L (“long wavelength-sensitive”)

classificados na familia MWS/LWS (AHNELT & KOLB, 2000; JACOBS, 2001).

Os Mamiferos apresentam a capacidade de colonizar uma grade variedade
de habitats, no qual o sistema visual apresenta-se como uma fonte importante de
informagbes ambientais. A forma como as informacdes visuais sado captadas e
processadas sdao de extrema importancia para a sobrevivéncia e obtencdo de
alimentos. Nesse contexto, a visdo de cores tem papel crucial no reconhecimento de
variacbes espectrais no ambiente propiciado inicialmente pela sensibilidade dos
diferentes fotopigmentos e um sofisticado processamento pés-receptor (AHNELT &

KOLB, 2000; JACOBS, 2001).

Como exposto anteriormente, na retina de mamiferos podemos encontrar até
trés tipos distintos de cones, que possuem sensibilidade a diferentes comprimentos
de onda. Em primatas a presenca dos seguintes cones: Cones S, sensiveis a
comprimento de ondas curto, que apresentam absorcdo de luz em comprimentos de
onda situados na faixa de 420 nm; cones M, que demonstram sensibilidade a
comprimento de ondas médio, na faixa de 534 nm (cones M); e 0s cones L
maximamente sensiveis aos comprimentos de onda longos, na faixa de 564 nm

(Figura 8) (WASSLE & BOYCOTT, 1991; KOLB, 2004).
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Figura 8. Curva de sensibilidade espectral de cones e bastonetes de humanos. Bastonetes (R)
e cones (S, M e L). Fonte: Adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro: Cone-esponse.png,
acesso em 20/10/2012.

A despeito de primatas e alguns marsupiais, a regra geral em mamiferos é a
presenca de apenas dois subtipos de cones. Na retina de varios roedores, dentre
eles o rato, encontramos dois subtipos de cones: cones UV com pico de
sensibilidade espectral em 358 nm; e os cones M, apresentando pico de
sensibilidade em 510 nm (Figura 9). A presenca de apenas dois cones nesses
animais é o requisito basico para o estabelecimento da visdo dicromata (JACOBS,

2001).
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Figura 9. Curva de sensibilidade espectral dos cones (UV e M) de ratos. (Fonte: modificado de

JACOBS et al., 2001).

Os terminais sinapticos dos fotorreceptores sdo estruturas morfologicamente
distintas, como ja foi descrito, podendo classicamente fazer sinapses com células
bipolares e horizontais, denominadas desta forma, de sinapses em fita ou ribbon-
synapse. Os fotorreceptores também realizam comunicacdo sinaptica entre si,
através de juncdes comunicantes ou do tipo gap (EULLER & WASSLE, 1995; MILLS

& MASSEY, 2000).

O sinal eletroquimico gerado a partir da fototransducdo deve ser passado
adiante na circuitaria retiniana. Na resposta fotépica, o fotorreceptor do tipo cone,

lanca esse sinal (input) para a célula bipolar, existindo dois tipos de células bipolares
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gue respondem, as centro-ON (despolarizam em resposta a um estimulo luminoso) e
centro-OFF (hiperpolarizam frente a um estimulo luminoso), que transmitem,
respectivamente, a informacdo a células ganglionares centro-ON e centro-OFF

(TSUKAMOTO et al., 2001).

As respostas distintas das células bipolares frente a um estimulo luminoso
podem ser explicadas, pela expresséo diferencial de receptores de glutamato em
sua membrana sinaptica. Dessa forma, as células bipolares centro-ON expressam
receptores acoplados a proteina G (metabotrdpicos), que sinalizam para diminuicdo
dos niveis intracelulares de GMPc. Em contrapartida, as centro-OFF expressam
receptores ionotropicos do tipo alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
(AMPA) ou kainato. Dessa forma, a diminuicdo da liberacdo de glutamato pelo cone,
reduz o numero de canais abertos na célula bipolar, e consequentemente o influxo

de ions, levando a hiperpolarizacado (PUGH & LAMB, 2000).

Na maior parte dos neurbnios tém um potencial de repouso nhegativo
(hiperpolarizado), com consequente inibicdo da liberacdo de neurotransmissores.
Contudo, o fotorreceptor em repouso encontra-se com um potencial de membrana
mais positivo, convencionalmente denominado “despolarizado”, devido a um fluxo
continuo de ions positivos para o interior do seguimento externo, através da bomba
Na‘/K*/Ca®*, gerando dessa forma uma corrente positiva, assim denominada,

corrente do escuro, com liberacédo de glutamato (PUGH & LAMB, 2000).

Na presenca do estimulo luminoso, ocorre o fechamento dos canais de sodio
(Na"), interrompendo dessa forma a corrente, com alteracdo do potencial de
membrana, o tornando mais negativo, gerando a inibicdo da liberacdo do glutamato

pelo fotorreceptor (PUGH & LAMB, 2000).
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Ao penetrar no olho a luz atravessa todas as camadas celulares até atingir o
segmento externo, nessa regido encontram-se 0s pigmentos fotossensiveis que iréo
converter a energia luminosa em energia eletroquimica. Quando um féton atinge o
pigmento (cis-rodopsina) altera sua conformacdo molecular, apos a
fotoisomerizagéo, ocorre a formacédo de uma molécula intermediaria (metarrodopsina

II) que desencadeia a cascata de transducdo (PUGH & LAMB, 2000).

A metarrodopsina Il vai se ligar ao complexo transducina (proteina G) e GDP,
promovendo a troca de GDP por GTP, seguida pela dissociagdo das subunidades e
liberacdo da metarrodopsina ll, resultando no complexo ativo transducina/GTP, com
ativacdo da fosfodiesterase (PDE), a qual ir4 atuar sobre o GMPc, determinando o
fechamento dos canais de Na*, com declinio da corrente. O retorno a condicdo de

repouso envolve a recuperacéo da concentracdo de GMPc (PUGH & LAMB, 2000).

Na retina dos vertebrados as informacfes luminosas sédo codificadas pelos
fotorreceptores, sendo projetadas para as células bipolares, horizontais e amacrinas,
gue por sua vez as transmitem para as células ganglionares, os axdnios dessas
dltimas formam o nervo Optico, que ira formar o quiasma e o trato O6ptico,
encaminhando as informacfes visuais para as respectivas areas corticais (PUGH &

LAMB, 2000).

2.9 ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL

O Eletrorretinograma de campo total € uma ferramenta muito utilizada para
avaliar a funcdo retiniana e no diagnostico de possiveis alteracdes visuais. Consiste

no registro da atividade elétrica que se origina do conjunto de células que formam a
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retina, obtido a partir de um estimulo luminoso difuso (flashes) que é projetado no

olho, sendo esta atividade captada na superficie da cérnea (MARMOR et al., 2009).

A resposta elétrica resultante de um estimulo gerado por uma corrente
alternada de curta duragdo é constituida por uma onda bifasica, apresentando a
forma senoidal, com um componente negativo (onda-a) e um positivo (onda-b). A
origem dessas ondas ocorre a partir de tipos especificos de células que compdem a

retina (MARMOR et al., 2009).

A onda-a resulta da hiperpolarizacdo dos fotorreceptores, originando uma
onda com amplitude negativa, mensurada a partir da linha de base até o pico da
mesma, apresenta dois componentes, um rapido e um lento (Figura 10). O primeiro
resulta da reacdo do fotopigmento a presenca de luz, o segundo constitui a
transmissao do sinal gerado pelo fotorreceptor, a inclinacdo da onda que resulta da
diminuicdo dos niveis de k' dos fotorreceptores, pela acdo da célula de Miiller

(SANTIESTEBAN et al., 2005).

A onda-b apresenta amplitude positiva (Figura 10). Resulta da resposta das
células bipolares apds serem estimuladas pelos fotorreceptores, especificamente as
bipolares centro-ON, pois, como ja descrito anteriormente, essas células apresentam
receptores metabotrdpicos especificos para o glutamato (MGIuR6). Seu
envolvimento neste fenbmeno foi demonstrado apds estudos farmacol6gicos com 2-
amino-4-fosfonobutirato (APB), um agonista glutamatérgico especifico que compete
pelo sitio de ligagédo nas células pos-sinapticas, abolindo dessa forma a resposta das
células bipolares centro-ON e consequentemente a onda-b (SCHILLER et al., 1986;

SANTIESTEBAN et al., 2005).



50

A

Resposta Fotopica Resposta Escotopica
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Resposta Fotopica Resposta Escotopica Estimulo de Flicker

Figura 10. Esquema representativo da mensurac¢do dos componentes do ERG de campo total
em duas situacBes de estimulacdo. (A) Tempo implicito (setas) das ondas-a e b — tempo
medido do momento do flash (linha tracejada) até o pico negativo do registro (onda-a) ou até o
pico positivo do registro (onda-b). (B) Amplitude das ondas-a e b — A amplitude da onda-a é a
distancia medida da linha de base do registro (linha horizontal tracejada) até o pico negativo
do registro. A amplitude da onda-b é a distancia medida entre o pico negativo e o pico positivo
de registro. Fonte: Laboratério de Neurobiologia Oswaldo Cruz, Instituto de Ciéncias

Bioldgicas, Universidade Federal do Para.
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O registro do ERG pode ser feito sob diferentes condi¢cbes de adaptacdo
(fotépica ou escotopica), sendo possivel isolar a resposta dos subsistemas de
fotorreceptores (cones e bastonetes), manipulando os niveis de iluminacéo,
intensidade do estimulo e do espectro de luz apresentado (utilizando filtros que

permitem a passagem de apenas uma faixa do espectro) (HOLDER et al., 2010).

Na adaptacao escotopica, isola-se a resposta de bastonetes, ou entdo, pode-
se obter uma resposta mista, de cones e bastonetes. Na adaptacao fotopica isola-se
a resposta de cones. A resposta fotopica € bem mais complexa, devido seus
multiplos componentes celulares, células bipolares-ON/OF, bem como pela
heterogeneidade dos cones, que se apresentam subdivididos em dois ou trés tipos.
O modo pelo qual os centros superiores do processamento visual discriminam
informacdes a respeito da composicdo espectral esta relacionado a interacdo de

cada tipo de cone com os neurénios de segunda ordem (HOLDER et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar possiveis alteracdes funcionais na retina de ratos wistar jovens

apos a tireoidectomia bilateral, utilizando respostas eletrofisioldgicas nao invasivas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar alteracdo de peso, tamanho e os niveis do hormdnio tireoidiano T3
nos animais como parametros clinicos para diagnéstico de hipotireoidismo.

e Verificar possiveis alteracdes no tempo implicito da onda-a e onda-b, na
resposta escotopica e fotopica.

e Investigar variagcdes na amplitude da onda-a, onda-b e a razdo entre onda-b e
onda-a, na resposta escotdpica maxima.

e Analisar variacbes na amplitude da onda-a, onda-b e a razdo entre onda-b e
onda-a, na resposta fotopica.

e Investigar alteracdes na amplitude da onda-b, na resposta fotopica de flicker,

com estimulag&o intermitente, com variacao na frequéncia de apresentacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Foram utilizados nesse estudo experimental 27 ratos Wistar machos, com
aproximadamente um més de vida, pesando em média 50 g e medindo cerca de 25
cm, fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Para, anexo ao Instituto de
Ciéncias Biologicas. Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de quatro
dias para habituacdo no novo ambiente. Foram mantidos em gaiolas plasticas,
medindo 41x34x16 cm, sendo distribuidos cinco animais por gaiola, sob condicbes
de controle de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a
agua e racdo. A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Experimentacéo

Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés grupos distintos de forma randdémica,
sendo o primeiro grupo constituido de nove animais controle, o segundo formado por
nove animais sham e o terceiro composto por nove animais tireoidectomizados e

avaliados nos dias 10, 15, 20, 25 e 30 dias pds-cirurgico.

O grupo controle é formado pelos animais que ndo sofreram nenhuma
intervencdo cirargica, apresentando a tireoide intacta, com todas suas funcdes

correspondentes. O grupo Sham corresponde aos animais que passaram pela
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cirurgia, porém sua tireoide ndo foi removida, sendo um controle positivo do terceiro

grupo, representado pelos animais que tém a tireoide removida bilateralmente.

4.3 CIRURGIA EXPERIMENTAL

A cirurgia de ablac&o bilateral da glandula tireoide ocorreu no trigésimo dia
pos-natal (PN30). Para tanto, o animal foi previamente anestesiado através de
injecdo intraperitoneal, utilizando-se a associacdo de Cloridrato de Quetamina 10%
(50 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina 2% (5 mg/kg). Em seguida, o rato foi posicionado
em um aparato em decubito dorsal com o pescoco em extensdo, objetivando a
elevacdo da traqueia e consequentemente da tireoide, mantendo seus membros

fixados no aparato (Figura 11).

Verificada a auséncia de reflexos foi realizada entdo a tricotomia da regiao
(face ventral da regido cervical) e assepsia do local com iodopovidona degermante
10% (contém 1% de iodo ativado) e injecdo subcutanea de cloridrato de lidocaina
2%. Posteriormente, se fez uma incisdo de 1 cm sobre a linha média da face ventral
da regido cervical e o descolamento dos retalhos, com abertura da rafe mediana e o
deslocamento dos musculos pré-tireoidianos (esternocleidomastoideo, omoioideo,
esternohioideo e esternotireoide), com a visualizacdo da glandula tireoide e sua
remocgéo bilateral. Por fim, ocorreu o fechamento da incisdo através da sutura
continua do tipo chuleio simples para os planos profundos e sutura com ponto
simples para a derme e a epiderme seguida de curativo. Os animais Sham

passaram pelo mesmo processo, porém nao tiveram a glandula tireoide removida.


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&ei=pKcFUP4b6rTrAZjyyfwI&ved=0CEIQvwUoAQ&q=iodopovidona&spell=1
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Durante o poés-operatorio, os animais foram mantidos em analgesia e
antibioticoterapia profilatica utilizando flunixin meglumine (Banamine® 10 mg/ml) na
dose de 2 mg/Kg e enrofloxacina (Flotril® 2,5%) na dose de 10 mg/Kg. Foi realizada

assepsia da incisdo cirdrgica trés vezes por semana.

Foram avaliados alguns parametros clinicos que serviram como base para
identificacdo do hipotireoidismo, tais como: peso e tamanho. Além disso, foram

avaliados os niveis séricos de T3 no sangue.

Figura 11. Imagem mostrando regido onde se realiza incisdo cirargica (A), exposicdo da
glandula tireoide (B). Fotografias obtidas de arquivo pessoal, tirada no Laboratdrio de
farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da

Universidade Federal do Para.
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4.4 PARAMETROS CLINICOS

4.4.1 Monitoramento do peso e tamanho

No dia do procedimento cirargico os ratos foram individualmente identificados,
pesados e medidos. O monitoramento do peso e do tamanho ocorreu nos dias em
qgue foram realizados os registros eletrofisiologicos (10, 15, 20, 25 e 30 dias pos-

cirargico), pois o processo de anestesia dos animais facilita sua medida e pesagem.

A mensuragdo do tamanho foi realizada com uma trena (MEASURING TAPE
2 m/6ft), sendo o animal colocado em decubito lateral e medido, da ponta do focinho

até a extremidade da cauda.

4.4.2 Niveis séricos de T3

Para avaliar os niveis de T3 nos grupos experimentais, apos 15 e 30 dias pos-
cirurgia, os animais foram decapitados segundo as recomendacdes descritas em
AVMA Guidelines on euthanasia, 2007. Amostras de sangue foram coletadas em
tubos de ensaio, mantidos em 4°C. Esperou-se por um periodo de 15 min para que 0
sangue obtido coagulasse, foram feitas entdo trés centrifugacbes a 5000 rpm,
retirando-se o sobrenadante e descartando o restante. O soro obtido foi embalado e
mantido sob refrigeracéo sendo encaminhado para o laboratério de analises clinicas.

O niveis séricos de T3 foram dosados pelo método de quimiluminescéncia.
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4.5 ELETRORRETINOGRAMA

4.5.1 Registro do eletrorretinograma de campo total (ERG)

Os animais pertencentes aos trés grupos foram submetidos ao ERG ap0s
dez dias do procedimento cirdrgico. Foram registrados nove animais de cada grupo,

0s registros foram realizados a cada cinco dias até o segundo més pdés-cirurgia.

O primeiro passo foi a anestesia geral dos animais, através de uma injecao
intraperitoneal, utilizando a associacdo de cloridrato de ketamina 10% (50 mg/kg) e
cloridrato de Xilazina 2% (5 mg/kg). Em seguida, o anestésico local lidocaina 2% foi

administrado intraocularmente.

Posteriormente o rato foi posicionado dentro de uma gaiola de Faraday, sua
pupila dilatada com uma gota de Tropicamida (Mydriacyl 1%), sendo posicionados

trés eletrodos no animal (Figura 12):

e O eletrodo terra (com o formato de disco): instalado na regido interna do
I6bulo da orelha, apds escarificacdo do local com para remocao dos pelos,
com o objetivo de melhorar o contato do eletrodo com a pele, diminuindo
dessa forma interferéncias. Para a fixacdo do mesmo utilizou-se um gel que
também ajuda na condutancia.

e O eletrodo de referéncia (com um formato de agulha): instalado na regido

subpalpebral, ficando sua extremidade adjacente a cornea.
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e O eletrodo de registro: sendo feito artesanalmente com DTL (Dawson, Trick e
Litzkow), consiste em um fino fio de prata, o qual foi posicionado sobre a

cOrnea para obter os registros advindos da retina.

Apos a instalacéo dos eletrodos, foi administrada no olho de registro uma gota
de metilcelulose 2%, para Ilubrificacdo da cérnea, evitando-se possiveis

ressecamentos.

Figura 12. Animal posicionado em decubito lateral com os respectivos eletrodos posicionados:

o vermelho é o terra, o azul é o de referéncia e o amarelo € o registro.

4.5.2 CondicOes de registro

O registro do ERG pode ser feito em diferentes condicfes de adaptacéo,
sendo possivel isolar o tipo de sistema que se deseja avaliar (cones ou bastonetes),

por meio da manipulacdo da intensidade de luz e o nivel de adaptacdo do animal
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(adaptado ao escuro ou adaptado ao claro), obtendo-se registros escotépicos ou

fotopicos.

As medicOes foram feitas nas condi¢des escotdpicas, adaptando-se o animal
de interesse 30 minutos em um ambiente livre de iluminacdo. Apds esse periodo
realizou-se o registro, com estimulos luminosos (flashes) na intensidade de 30 cd/m?
para se obter a resposta escotopica maxima. Na condi¢cao fotépica o animal foi
adaptado 10 minutos em um ambiente com iluminacéo e apds esse periodo foi feito
o registro, utilizando-se flashes com intensidade de 30 cd/m?, sendo mantida uma

luz de fundo.

4.5.3 Protocolo para realizacdo do exame

O protocolo que foi utilizado é uma ampliagcdo do protocolo padrdo proposto
pela International Society for Clinical Eletrophysiology of vision (ISCEV), baseado em
pesquisas anteriores realizadas com animais que também fizeram uso desse mesmo
protocolo (SAFATLE et al.,, 2010). Foram realizados os seguintes passos apoés a

adaptacao do animal por 30 minutos:

e Estimulo com flash Unico com duracao de 10 ps cada, por um periodo de um

minuto.

Em seguida foi avaliada a resposta fotdpica, realizando-se a adaptacdo do

animal por 10 minutos, seguindo-se os testes abaixo:

e Estimulo com flash Unico com duracdo de 10 ps cada, por um periodo de um

minuto.
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e Estimulo com flash Unico com duracdo de 10 ps cada, por um periodo de um
minuto, utilizando filtros de luz (vermelho, verde e azul).
e Estimulos luminosos intermitentes de 12, 15, 18 e 30 Hz, com flash com

duracao de 10 us cada, por um periodo de 15 s.

4.5.4 Equipamento utilizado nos registros eletrofisioldgicos

A aquisicdo do registro foi realizada através de um amplificador diferencial
com alta impedancia de entrada AC (Grass Technolgies, modelo P511), ajustado
com filtragem de 0,3 Hz (passa alta) e 300 Hz (passa baixa). Os registros foram
monitorados com um osciloscépio (Protek, modelo 6510) e continuamente
digitalizados em uma faixa de 1 KHz por um computador equipado com uma placa
de aquisicdo de dados A/D (National Instruments, Austin, TX). O software que foi
utilizado para registro das respostas ERG foi Labview 3.0 (National Instruments,

Austin, TX).

4.5.5 Mensuracdo dos componentes do ERG

Os parametros do ERG medidos foram: tempo implicito da resposta da onda-

a e da onda-b, também foram avaliados a amplitude da onda-a e da onda-b:

e Tempo implicito da onda-a: medida que avalia o tempo implicito entre o inicio
do estimulo e o platd da resposta da onda-a, expressa em milissegundos

(ms).
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e Tempo implicito da onda-b: medida que avalia o tempo implicito entre o inicio
do estimulo e o platd da resposta da onda-b, expressa em milissegundos
(ms).

¢ Amplitude da onda-a: é mensurada a partir da linha de base até o primeiro
pico (componente negativo), expressa em microvolts (uV).

e Amplitude da onda-b: é medida pico-a pico, corresponde a distancia entre o
pico da onda-a (negativa) e o pico da onda-b (positiva), expressa em
microvolts (uV).

Foram avaliadas no ERG as respostas ao flicker, também se medindo o

tempo implicito e a amplitude da onda:

e Tempo implicito da onda-b: medida que avalia o tempo implicito entre o inicio
do estimulo e o platd da resposta da onda-b, expressa em milissegundos
(ms).

¢ Amplitude da onda-b: é mensurada a partir da linha de base até o primeiro

pico (componente positivo), expressa em microvolts (1V).

4.6 ANALISE DOS REGISTROS

Para o processamento dos dados obtidos a partir dos registros
eletrofisioldgicos foi utilizado o programa Signal 3.0 (Cambridge Electronic Dsigne)
qgue possibilitou mensurar e avaliar as ondas-a e b produzidas pela resposta das
células retinianas ao estimulo luminoso e também mensurar a resposta das células
cardiacas. Em seguida os dados obtidos foram calculados no programa Microsoft

Office Excel 2007.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados foram estabelecidos através da média + desvio-
padrdo, sendo cada grupo experimental formado por n= 5 animais. O programa
estatistico usado para analise dos experimentos foi o BioEstat 5.0, onde foram
comparados os resultados entre os diferentes grupos por Andlise de Variancia
(ANOVA) um critério, seguida do pés-teste Tukey. Os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS CLINICOS

Buscamos comparar parametros clinicos como o ganho de peso entre 0s
grupos experimentais (Figura 13a), para que pudéssemos estabelecer alteracdes
compativeis com o desenvolvimento de hipotireoidismo. Verificamos que o0 grupo
contole apresentava no inicio do experimento valores em torno de 52,6 + 3,2 g, ndo
apresentando diferenca estatistica para o grupo sham que exibia média de 53 + 1,5
g, bem como, para o grupo tireoidectomizado que apresentava valores em torno de
52,8 + 2,8 g. Todavia, constatamos uma diminuicdo do ganho ponderal de peso nos
animais tireoidectomizados apés 20 dias da cirurgia de remocdo da glandula, com
valores em torno de 107,8 = 7,9 g, quando comparados ao grupo controle, com
média de 144,4 + 6,8 g, apresentando diferenca estatistica nos demais dias

investigados (25 e 30 dias pds-cirirgico).

Outro parametro pesquisado foi o aumento no tamanho do animal (Figura
13b). Constatamos que no inicio do experimento 0S grupos experimentais nao
apresentavam diferenca estatistica significativa, o grupo controle apresentava
valores de 20 £ 0,7 cm, enquanto que o grupo sham tinha médiade 21 +1,0cm e o
grupo tireoidectomizado valores em torno de 21,6 + 1,6 cm. Contudo, a partir de 15
dias pos-cirargico, os animais tireoidectomizados apresentaram uma diminui¢cdo do
aumento no tamanho, com média de 28,4 + 0,5 cm, quando comparados ao grupo
controle, com valores em torno de 30,2 £ 0,8 cm. Essa tendéncia de diminuigdo

permaneceu nos demais dias avaliados.
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O dltimo parametro avaliado foi os niveis de T3 entre 0s grupos experimentais
(Figura 13c). Constatamos que houve uma reducéo no grupo tireoidectomizado nos
dois periodos avaliados. No primeiro periodo verificamos uma reducédo de 27% nos
niveis de T3 no grupo tireoidectomizado, quando comparados com o grupo controle.
Essa reducdo aumentou ainda mais apdés trinta dias de cirurgia, pois o grupo
tireoidectomizado apresentou reducdo de 34,7% nos niveis de T3, quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 13. Parametros clinicos. Peso (A) e tamanho (B), os valores foram expressos como
média + desvio padrdo (ANOVA-Tukey *p < 0.05 em relagdo ao controle, n = 5). Niveis de T3 (C)
expressos como valores absolutos, representativos de um animal para 15 e 30 dias pds-

operatorio.
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5.2 AVALIACAO DO TEMPO IMPLICITO PARA RESPOSTAS ESCOTOPICAS
MAXIMAS E FOTOPICAS

Com o objetivo de avaliar o tempo implicito para as respostas escotdpica
maxima e fotdpica dos fotorreceptores e das células bipolares dos grupos de estudo,
realizamos o ERG em diferentes condicbes de iluminacdo. Para tanto, fizemos a
adaptacdo ao escuro visando avaliar como ocorreria a captagcdo do estimulo
luminoso por ambos os tipos de fotorreceptores (cones e bastonetes) e a adaptacéo

ao claro, para avaliar especificamente a resposta de cones.

O ERG escotépico avaliou a resposta da retina iniciada pelos dois tipos de
fotorreceptores, predominando a resposta dos bastonetes, bem como, a resposta
das células bipolares (Figura 14a). O registro apresentou dois componentes: um
primeiro com magnitude negativa (onda-a) e um segundo com magnitude positiva

(onda-b).

O ERG fotépico mediu a resposta da retina iniciada especificamente pelos
cones, seguida pela resposta das células bipolares (Figura 14a), a qual apresentou
também os mesmos componentes. Observamos que tanto na resposta escotdpica
maxima quanto na fotdpica o tempo implicito ndo sofreu alteracdo nos grupos
testados, bem como, ndo houve diferenca estatistica entre as respostas escotopica

e fotopica.

Utilizamos filtros de luz para identificar o comportamento dos fotorreceptores
(cones) quanto a sensibilidade a diferentes faixas espectrais, pois essas células

possuem sensibilidade a diversos comprimentos de onda.
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No ERG fotépico foram utilizados trés filtros (azul, verde e vermelho),
correspondente aos trés tipos distintos de cones (S, M e L), sensiveis a diferentes
comprimentos de onda (curto, médio e longo), respectivamente. As respostas para
os filtros azul e verde geraram também dois componentes, negativo (onda-a) e
positivo (onda-b) (Figura 14b). Nessa condigéo verificamos que n&o havia diferenca
do tempo implicito da onda-a, bem como, da onda-b entre os diferentes grupos

testados.

N&o obtivemos resposta quando utilizamos o filtro vermelho, o qual permite a
passagem de espectros de luz correspondente ao comprimento de onda longo e
bloqueia o restante. Constatamos dessa forma que o animal n&o apresenta
sensibilidade a esse espectro de luz em nenhum dos grupos testados (dados nao

mostrados).
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Figura 14. Histograma com os valores temporais dos registros monocular do ERG de campo

total. (A) Tempo implicito da onda-a e onda-b em ms, da resposta escotépica méaxima e

fotopica, apos adaptacdo ao escuro por 30 minutos e adaptacdo ao claro por um periodo de 10

minutos respectivamente. (B) Tempo implicito da onda-a e onda-b em ms na resposta

escotdpica, com a utilizacéo de filtros de luz, empregando o mesmo protocolo de adaptagado ao

claro. (Os valores sé@o expressos em média + desvio padrdo, como teste estatistico aplicou-se
ANOVA um critério n = 8).
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5.3 AVALIACAO DA AMPLITUDE DAS ONDAS NO ERG DOS DIFERENTES
GRUPOS E CONDICOES DE REGISTRO

Escotopica Fotopica
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Figura 15. Eletrorretinografia de campo total monocular realizado em ratos Wistar. Resposta
escotdpica maxima (painel a esquerda) a estimulo de méaxima intensidade sem luz branca de
fundo, apés adaptacdo de 30 minutos em ambiente livre de iluminagdo. Resposta fotdpica
(painel a direita) a estimulo de maxima intensidade com luz branca de fundo, ap6és adaptacéao

de 10 minutos em ambiente com iluminacgao. (10, 15, 20, 25 e 30 dias po6s-cirlrgico).
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Na resposta escotopica maxima verificamos a formacao de duas ondas: uma
onda com amplitude negativa (onda-a) e outra positiva com maior amplitude (onda-
b). Constatamos que houve diminuicdo de ambas, onda-a e onda-b, nos animais que
sofreram ablacdo da glandula tireoide com o passar dos dias pés-cirdrgico, quando

comparados ao grupo controle (Figura 15).

Na resposta fotopica observamos a presenca também de duas ondas,
apresentando as mesmas caracteristicas das descritas acima. Ocorrendo também
reducdo de ambas, onda-a e onda-b, nos animais tireoidectomizados com o passar

dos dias pos-cirurgico, quando comparados ao grupo controle (Figura 15).

5.4 AVALIACAO DA AMPLITUDE DA onda-a E DA onda-b NA RESPOSTA
ESCOTOPICA MAXIMA

Como ja descrito, na resposta escotdpica maxima existe a formacéo de duas
ondas: uma onda com amplitude negativa (onda-a) e outra positiva com maior
amplitude (onda-b). Buscamos avaliar dessa forma, se ocorreria alteragdo na
magnitude da resposta, ou seja, na amplitude das ondas, nos grupos experimentais

com o passar do tempo.

O ERG escotopico maximo resulta da média de oito registros feitos em cada
grupo (Figura 16a). No controle a amplitude da resposta da onda-a esta em torno de
6,8 = 1,5 pV, nédo apresentando diferenca estatistica com o grupo sham que mede
6,2 £ 2,2 uV, porém quando comparado com 0S grupos que sofreram a remocao da
glandula tireoide, percebemos que existe diferenca estatistica, ocorrendo uma

diminuicdo na amplitude da onda-a a partir do décimo dia com valores em torno de
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2,9 + 1,0 yuV. Essa tendéncia de diminuicdo segue nos demais dias, sendo seu valor

em torno de 1,9 £ 1,2 pV no grupo de trinta dias apds a cirurgia.

Quando avaliamos a onda-b percebemos também uma reducdo de sua
amplitude, pois o controle apresenta valores em torno de 67,4 + 16, 6 puV, enquanto
que nos grupos tireoidectomizados, a partir do décimo dia, observamos um
decréscimo com diferenca estatistica significativa, com valores por volta de 31,2 *

9,6 nV, tendo o ultimo grupo valores de 11,1 £ 3,0 pV.

Na avaliacdo da razdo da onda-b pela onda-a (Figura 16b) verificamos
diferenca estatistica significativa quando comparamos 0 grupo controle que
apresentou média de 10,4 + 0,7 uV com o0s grupos tireoidectomizados, com
decréscimo significativo na razéo, a partir do décimo dia, com média de 6,2 + 2,4 pV,

até o trigésimo dia com valores em torno de 5,4 £ 1,2 V.
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Figura 16. Histograma com os valores de amplitude dos registros monocular do ERG de
campo total. Amplitudes da onda-a, onda-b em puV (A) e a razédo entre onda-b e onda-a (B), na
resposta escotépica méxima, utilizando-se o protocolo de adaptacdo ao escuro por um
periodo de 30 minutos. Os valores sdo expressos em média + desvio padrdo (ANOVA-Tukey *p

< 0.01 em relagcéo ao controle onda-a, onda-b e razdo entre onda-b e onda-a; n = 8).

5.5 AVALIACAO DA AMPLITUDE DA onda-a E DA onda-b NA RESPOSTA
FOTOPICA

Nos resultados do ERG fotopico, também observamos a presenca de dois
componentes, o primeiro denominado onda-a, de menor amplitude, e um segundo,

onda-b, com maior amplitude (Figura 17a).

Na avaliacdo da amplitude da onda-a, o grupo controle apresenta valores em
torno de 6,3 + 1,7 uV, enquanto que o0s animais que sofreram tireoidectomia

apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa em sua amplitude, o
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grupo de dez dias pos-cirargico apresentou valores por volta de 2,7 + 1,0 uV e o

grupo de trinta dias apresentou valores entorno de 0,8 + 0,4 pV.

Ao analisarmos a amplitude da onda-b podemos observar a mesma tendéncia
de decréscimo, pois o0 grupo controle apresenta média de 75,1 + 14,4 uV e o0 grupo
de dez dias pés-cirargico apresenta média de 34,4 + 6,6 pV, enquanto que o Ultimo

grupo apresentou valores mais baixos ainda com média de 11,2 + 1,9 pV.

Quando avaliamos a razdo da onda-b pela onda-a (figura 17b) néo

verificamos diferenca estatistica significativa entre os grupos de estudo.

Apés a identificacdo da alteracdo na amplitude das ondas-a e b, buscamos
investigar como a falta dos hormdnios tireoidianos afetariam as subpopula¢cées de
cones. Dessa forma, utilizamos o filtro de luz que permite a passagem de apenas
uma faixa do espectro de luz, blogueando as demais. Com isso poderiamos inferir

que tipo de cone estaria sendo mais afetado (Figura 17c).

Ao analisarmos a amplitude da onda-a utilizando o filtro verde, o controle
exibiu média de 5,7 + 0,5 pV, enquanto que o grupo com dez dias ap0s a cirurgia
apresentou uma diminui¢ao significativa, com média de 1,5 + 0,3 4V e o ultimo grupo

expressou uma reducao ainda maior, com média de 0,8 + 0,2 pV.

Ao avaliarmos a amplitude da onda-a utilizando o filtro azul, o controle
apresentou média de 6,3 £ 0,8 pV, ocorrendo uma reducdo na amplitude em
comparagao aos grupos que sofreram tireoidectomia, uma vez que o grupo com dez
dias p6s-cirargico exibiu média de 2,1 + 0,8 pV e o com trinta dias apresentou média

de 1,1+ 0,7 pV.
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Na avaliacdo da onda-b, a amplitude da mesma sofreu diminuicdo em sua
magnitude nos grupos tireoidectomizados, pois os valores do controle com o filtro
verde ficaram em torno de 55,3 = 12,9 pV, ja nos animais tireoidectomizados, o
grupo com dez dias pos-cirargico tinha valores de 15 = 4,9 uV e no grupo de trinta
dias os valores eram de 6,7 £ 1,9 pV. O grupo controle com o filtro azul exibiu média
de 57,2 + 13,1 pV, enquanto que, o grupo com dez dias pds-cirdrgico apresentou

média de 16,6 + 1,9 uV e o de trinta dias apresentou média de 8,9 £ 3,0 pV.

Quando avaliamos a razdo da onda-b pela onda-a (figura 16d) utilizando-se o
filtro verde, verificamos uma reducdo significativa da amplitude nos grupos
tireoidectomizados a partir do vigésimo dia pés-cirdrgico (Controle 10,4 + 1,7 pV VS
grupo 20 dias pos-cirurgico 6,5 + 0,7 uV), com uma reducdo ainda maior no grupo
com trinta dias pos-cirdrgico (5,4 + 0,9 V) (Figura 17e). Por outro lado, ao
utilizarmos o filtro azul, ndo verificamos diferenca estatistica significativa entre os

grupos (Figura 17e).
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Figura 17. Valores do registro monocular do ERG de campo total dos animais de estudo. (A)
Amplitude da onda-a, onda-b em uV. (B) Razéo entre onda-b e onda-a na resposta fotdpica,
utilizando o protocolo de adaptacao ao claro por um periodo de 10 minutos. (C) Amplitude da
onda-a e onda-b em pV na resposta fotépica, com a utilizacao de filtros de luz, empregando o
mesmo protocolo de adaptacdo ao claro. (D) Raz&do entre onda-b e onda-a. Os valores séo
expressos em média e desvio padrdo (ANOVA-Tukey *p < 0.05 em relagdo ao controle onda-a,

onda-b e raz&o entre onda-b e onda-a; n = 8).
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5.6 AVALIACOES DA AMPLITUDE DA onda-b NA RESPOSTA FOTOPICA, COM
ESTIMULOS INTERMITENTES E DIFERENTES FREQUENCIAS TEMPORAIS

A estimulacdo do cone e a transmissdo do sinal a célula bipolar geram uma
resposta como um potencial graduado, que possui um limiar de resposta. Dessa
forma, buscamos identificar até que frequéncia as células seriam capazes de
responder ao estimulo. Na avaliagdo da amplitude da onda-b gerada com estimulos
intermitentes (flicker), a partir de diferentes frequéncias temporais, visualizamos uma
diminuicdo da amplitude da onda-b com o aumento da frequéncia de apresentacdes

do flash de luz (Figura 18), o que ja era esperado.

Na comparacgéo entre 0s grupos experimentais identificamos uma diminuicéo
na magnitude da resposta nos grupos que passaram pela remocao da glandula
tireoide. No grupo controle a amplitude da onda-b para o flicker de 12 Hz apresentou
média de 50,8 + 8,1 uV, contudo nos grupos tireoidectomizados ocorreu um
decréscimo da amplitude da onda, dez dias apO6s a cirurgia 0s animais ja
apresentavam diferenca estatisticamente significativa (22,2 = 7,4 pV) e no trigésimo
dia a diminuicdo era ainda mais evidente (12,6 + 2,6 uV). Para o flicker de 15 Hz, o
controle apresentou média de 31,6 + 5,0 uV, enquanto que o grupo de dez dias pés-
cirdrgico apresentou média de 13 + 4,3 puV e no grupo com trinta dias 7,8 £ 2,4 uV.
No flicker de 18 Hz a média da amplitude da onda-b no grupo controle foi de 22,7 +
4,9 uV, enquanto que dez e trinta dias apos a remocdo da glandula, observamos
uma diminuicao significativa na amplitude da mesma, com valores médios de 8,2 +
2,4 VvV e 4,5+ 1,9 Vv, respectivamente. Fizemos também frequéncias temporais de
30 Hz, todavia a amplitude da onda-b gerada em todos os grupos experimentais

aproximou-se da linha de base n&do sendo possivel realizar sua mensuracao.
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Figura 15. Valores do registro monocular do ERG de campo total dos animais de estudo.

Amplitude da onda-b em pV naresposta fotépica de flicker, com estimulagao intermitente com

variacdo na frequéncia de apresentacédo. Utilizando o protocolo de adaptagédo ao claro por um

periodo de 10 minutos. Os valores s@o expressos em média e desvio padrdo (ANOVA-Tukey *p

< 0.01 em relacdo ao controle; n = 8).
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6. DISCUSSAO

6.1 VALIDACAO DO MODELO DE HIPOTIREOIDISMO

Para tentar caracterizar o modelo de hipotireoidismo varios trabalhos foram
desenvolvidos com base no uso de drogas que levam a reducdo dos niveis dos
horménios tireoidianos. Um dos primeiros estudos foi desenvolvido por Barrnett
(1950) que avaliou a prole de ratas tratadas com tiouracil, tanto no periodo de
gestacdo como no de lactacdo, verificando que sua prole apresentou reducdo nas
curvas de ganho de peso e tamanho. Resultados similares foram obtidos com o0 uso
de metil-mercapto-imidazol em ratas, em que o ganho ponderal de peso e tamanho
diferiram apés seis e dose meses de tratamento quando comparadas com animais
eutireoideos (SOUKUP et al., 2001). Em ratos tratados com metimazol, a reducao
dos niveis dos hormoénios tireoidianos esta relacionada a diminuicdo do peso total,
bem como do peso da gordura retroperitoneal e total comparados com animais

eutireoideos (SYED et al., 1999)

O método usado em nossa pesquisa difere dos utilizados nas pesquisas
anteriores, pois nelas os animais sdo tratados com drogas, que muitas vezes
ocasionam efeito toxico (BARRNETT, 1950), podendo ocasionar uma perda
consideravel no numero de animais. Ademais, essas drogas podem gerar resultados
dubios, uma vez que, existe certa dificuldade em se definir se as alteracdes
apresentadas se relacionam com o farmaco ou com a propria doenca. Desta forma,
realizando-se a ablacdo da glandula (animais tireoidectomizados) e também

havendo um grupo que passa por todos os procedimentos cirirgicos, porém sem a
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remocao da glandula (grupo sham), podemos inferir com maior exatiddo que as

alteracdes observadas estao correlacionadas a ablacdo da glandula.

Os resultados obtidos pelo modelo de hipotireoidismo adotado no presente
trabalho estdo de acordo com dados previamente descritos (BARRNETT, 1950;
SYED et al., 1999; SOUKUP et al., 2001), observando-se reducédo no ganho de peso
e do tamanho de animais tireoidectomizados. Duas hipdteses podem explicar a
reducdo no ganho de peso e tamanho. A primeira descreve que, a reducdo dos
niveis dos horménios tireoidianos ocasiona diminuicdo dos niveis dos horménios do
crescimento (GH), gerando estagna¢do no tamanho (ABOU-ELGHAIT et al., 2011).
A segunda propde que os hormonios tireoidianos estdo envolvidos na homeostase
da gordura corporal, reduzindo ou aumentando seu contetdo no organismo (BURGI
et al., 1990; SYED et al., 1999). Por este motivo, também é possivel se observar um
resultado contrario, com aumento de peso corporal, como observado em humanos
com hipotireoidismo (ESCRIVAO et al., 2000; KROTKIEWSKI, 2002; LORDELO et

al., 2007).

A eficacia de nosso protocolo para induzir o hipotireoidismo fica ainda mais
evidente quando dosados os niveis de T3, pois seus niveis apresentaram-se mais
baixos nos animais que foram submetidos a tireoidectomia, quando comparados aos
grupos controle e sham. Resultados semelhantes foram obtidos realizando-se a
extirpacdo da glandula tireoide de ratos adultos (TAKEDA et al., 1994), bem como
no tratamento com drogas (SCHUUR et al., 1997; SYED et al., 1999; CHANDRA et

al., 2012).



81

6.2 TEMPO IMPLICITO DAS RESPOSTAS ESCOTOPICA E FOTOPICA

Na analise dos resultados dos registros eletrofisioldégicos obtidos a partir das
respostas escotopicas, observamos que o tempo implicito de ambas as ondas-a e b,
mantiveram-se inalteradas em todos os grupos. Contudo, Takeda et al,. (1994)
demonstrou um aumento no tempo implicito da onda-b nas respostas fotopicas de
ratos adultos com hipotireoidismo. Resultados similares no tempo implicito das
ondas-a e b foram obsevadas em cachorros com hipotireoidismo (DURIEUX et al.,
2008). Da mesma forma pacientes com hipotireoidismo idiopatico apresentaram

aumento no tempo implicito das ondas-a e b (HOLDEW & CONDON, 1998).

Uma das hipbteses para o tempo implicito ndo apresentar alteracbes em
nosso modelo, pode estar relacionada ao curto tempo de supressao dos hormonios
tireoidianos (30 dias), bem como, a fase de desenvolvimento de nosso modelo (ratos
jovens). Talvez esse periodo ndo tenha sido suficiente para que possamos observar
alteracdes no padrao de resposta para o tempo implicito. O tratamento com
metimazol, droga que deprime os niveis dos HT, mostrou mudanca no padrdo de
distribuicdo de cones S e M de roedores adultos apds o tratamento por um periodo
de quatro meses (GLASCHKE et al., 2011). Um tratamento feito por um periodo de
seis a dose meses com o uso de metimazol foi utilizado para induzir hipotireoidismo

em ratas adultas (SOUKUP et al., 2001).
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6.3 ALTERACOES NA AMPLITUDE DAS RESPOSTAS ESCOTOPICAS

Os resultados obtidos a partir das respostas escotopicas para amplitude das
ondas-a e b demonstraram uma reducdo na amplitude das ondas nos animais que
sofreram ablacdo da glandula. Achados semelhantes foram obtidos em pacientes
com hipotireoidismo idiopatico, verificando reducdo da amplitude principalmente do
componente positivo (HOLDEW & CONDON, 1998). Resultados similares para a
amplitude das ondas-a e b foram obsevados em cachorros com hipotireoidismo
(DURIEUX et al., 2008). Abou-elghait et al., (2011) demonstrou reducdo no numero
de fotorreceptores e de células bipolares em ratos jovens com hipotireoidismo.
Dessa forma, a reducdo desses tipos celulares pode explicar a diminuicdo na

amplitude das ondas-a e b, observadas em nossa pesquisa.

6.4. ALTERACOES NA AMPLITUDE DAS RESPOSTAS FOTOPICAS

Nossos resultados mostraram uma reducédo na amplitude das ondas-a e b na
resposta fotopica nos animais tireoidectomizados. Bem como, observamos declinio
da amplitude das ondas-a e b com o uso dos filtros nos animais que tiveram a
glandula tireoide extirpada.

Identificamos um declinio mais acentuado na resposta fotopica dos animais
tireoidectomizados quando utilizamos o filtro que permitia a passagem de
comprimentos de onda que sensibilizavam os cones M. Lilyng et al., (2001) observou

que ocorreu uma reducdo nas ondas-a e b e também uma diminuicdo da
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subpopulacdo de cones M em camundongos que apresentavam alteracdo no
receptor para o horménio tireoidiano TRB2, envolvido no desenvolvimento de cones
do tipo M. Resultados semelhantes foram obtidos por Pessoa et al. (2008),
demonstrando que a expressdo de cones S e M sdo dependentes dos niveis
normais do hormoénio tireoidiano durante o desenvolvimento da retina de
camundongos. Glaschke et al., (2011) demonstrou que a supressdo dos hormonios
tireoidianos em roedores gera uma alteracdo na quantidade de cones S e M,
promovendo reducdo da subpopulacdo de cones M nas regides dorsal e ventral da
retina. Diante do exposto, € possivel que uma reducao nas subpopulacdes de cone
M esteja relacionada a diminuicdo significativa nas respostas associadas a

subpopulacao de cones verdes observadas no presente estudo.
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7. CONCLUSAO

v" O presente modelo de hipotireoidismo, com a extirpa¢éo da glandula tireoide,
é eficaz levando a diminuicdo no ganho de peso, no tamanho dos animais e

reducado nos niveis de T3.

v" O modelo de hipotireoidismo em ratos jovens nao altera o tempo implicito da

onda-a e onda-b, na resposta escotdpica maxima e fotopica e no flicker.

v" O modelo de hipotireoidismo em ratos jovens reduz a amplitude da onda-a,

onda-b e a razdo entre onda-b e onda-a, na resposta escotdpica maxima.

v A tireoidectomia em ratos jovens diminui a amplitude da onda-a, onda-b, na

resposta fotdpica, porém néo altera a razao entre onda-b e onda-a.

v A extirpagdo da glandula tireoide em ratos jovens reduz a amplitude da razao
entre a onda-b e onda-a na resposta fotépica, com o uso do filtro de luz verde,

mas nao do azul.

v' O quadro de hipotireoidismo leva a diminuicdo na amplitude da onda-b, na

resposta fotdpica de flicker quando variada a frequéncia de apresentacéao.
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