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AVALIAÇÃO DA RESPONSIVIDADE DA HIPÕFISE AO HORMÔNIO HIPOTALAMICO

(TRH) EM RATOS. NO PERÍODO DAS 8,00 AS 12 HORAS

Vânia C. Borghi,' Wilian Niealau! Clara Bojarciuk'e

Rômulo R. Pieroni1

RESUMO

Avaliou»!, no período compreendido entre 8.00 e '2.00 horas, a reserva funciona! hipofitáriu de tireotrofina
em rato» pela administração de TRH sintético (hormônio libeiador da tireotrotina). O horário no qua' • hipólise 4 n w i
responsiva a esre hormônio hipotalãmico esta compreendido entre 9.50 e 10.30 horas.

INTRODUÇÃO

A partir do fim da década de 1940, vários autores evidenciaram o controle hipotalamico da
adeno-hipófise, especialmente sobre as funções adenocorticotróficas, tireotróficas e gonadotróficaj. Este
controle é mediado por substâncias neurossecretoras contidas nas terminações nervosas da eminência
mídia do hipotálamo, denominadas hormônios liberadores hipotalâmicos; entre elas o TRH (hormônio
liberador da tireotrofina).

O TRH difunde-se através do plexo capilar da eminência média e é levado pelas veias do
pedúnculo hipofisário (circulação porta-hipofisária) aos sinusóides da adeno-hipófise, onde atua na
liberação do TSH (tireotrofina!.

A liberação do TSH pelo TRH parece ser mediada pelo sistema adenil-ciclase. A resposta ao
TRH pelo tecido hipofisario exige font cáicio e traduz-se por um aumento do metabolismo oxidativo da
glicose e piruvato, mas nSo necessita nova síntese protéica.

O TRH parece estimular a liberação do TSH pre-formado e a neossfntese de TSH ( 2 1 ) . Estes
dois efeitos podem ser parcialmente dissociados, sendo a síntese um processo mais lento e secundário ao
efeito de liberação1101.

Existe ainda a possibilidade de Que o TSH circulante exerça um controls direto sobra a secreçio
hipotalâmica de TRH por meio do chamado "feed-back negativo de alça curta"110'.

Bakke e col.111 e Jobin e col.1111 em 1964, Ducommun et ai. em 1966<4>, Singh t t ai. em
1967 ( 2 6 1 , Retiene et ai. em 1968<23 ) , Leppaluoto et ai em 19741131 • Fukuda et ai. em 1 9 7 5 I M \
demonstraram • existência de um ciclo circadiano de TSH em ratos.

Segundo os trabalhos de Bakke e de Singh, verifica-se que o TSH hipofisario se apresenta
elevado às 8,00 horas, sofrendo um? diminuição contínua «té ás 13 horas, período este em que, segundo
Singh, há una relação inversa entre o TSH hipofisario e plasmético.

Nos trabalhos referentes a dosagem de TSH em ratos"2 '2 1 1 hi urra tendência dos autores em
coleta' a* amostras, è mesma hora do dia, devido ao ritmo nictemaral do TSH hipofisario • plasmático.

Ill Centro n> AphcscflM Biomedieai de RedioitStopo» e RtdiacSn (C.A B R.R I Instituto de Enenjli AtSmlc»,
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Vários autores'8-1 z - 2 ' - ? 5 1 têm utilizado o THR sintético em estudos sobre a reserva hipofisaria
de TSH em ratos.

Devido à variação circadiana do TSH hipofisátio e a fim de se determinar um horário em qua a
glândula P mais responsiwa ao TRH. estudou se, neste trabalho a liberação do TSH hipofisaria pelo TRH
em ratos, no período das 8.00 ás 17,00 horas.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se 1 '6 ratos fêmeas Wistar de 6 meses de idade, pesando em média 207 ± 32 gramas.

A fim de se evitar "stress" • " • * fator que altera o nível de TSH, os animais foram
aclimatados durante 20 dias em gaiolas individuais, sob temperatura constante de 23°C. Findo esse
período, os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo I (TRH) - 98 ratos separados em subgrupos de dois animais. Os animais de cada
subgrupo receberam, ao mesmo horário, apenas uma injeção de TRH 1 . deixando-se um intervalo de
cinco minutos na administração do hormônio entre um subgrupo e outro, desde 8,00 até 12,00 horas. A
via de administração foi a intracarottfea'3-16 '18-17 '311 sob anestesia pelo pentobarbital sódico e a dose
de 10 microgramas do hormônio em 0.5 mililitros de solução fisiológica (S.F.), de acordo com o método
da deplecão padronizado por Martini et a l . ' 3 - 1 6 ' 2 0 1 com as modificações introduzidas por Piva e
Steiner'2'1 e adaptado is condições experimentais deste trabalho.

Grupo II (Controle) - Dezoito ratos separados em subgrupos de dois animais, segundo
metodologia concordar.te com a aplicada ao Grupo I, receberam apenas 0,5 mililitros de S.F. no período
correspondente; sendo o intervalo na administração da solução fisiológica entre cada subgrupo de
aproximadamente 30 minutos.

Dez minutos após a administração das substâncias (TRH ou S.F.) os animais foram decapitados
por meio de guilhotina para a coleta do sangue e separação do soro. Com o soro dos dois animais de
cada subgrupo que receberam TRH ou S.F., no mesmo horário, constitui-se um "pool".

O procedimento para a detecção da presença de TSH nos diversos "poois" foi feito seguindo o
método de ensaio biológico com camundongo, descrito por Mackenzie1151 modificado por Furth tt
ai . '7 ' com algumas alterações introduzidas por Muramoto et a l . ' 1 9 ' .

Neste método, camundongos fêmeas Swiss que estavam em dieta hipoiodica, receberam 1 2 Í I e
em seguida tiveram a secrecab endógena de TSH suprimida com triiodotironina, Of animais foram
distribuídos em lotes de 6 a 10 exemplares para cada "pool" de soro a ser analisado.

Coletaram-se amostras sangúínias (100 microlitros) do seio retro-orbital dos camundongo* de um
mesmo lote, antes e duas horas' após a administração, por via intraperitoneal de 0,5 mililitros de soro
dos ratos submetidos í deplecão conforme descrição anterior.

A radioatividade sangüínea foi contada em período de 10 minutos para cada amostra em
espectrõmetro automático de cintilografia munido de cristal de Nal tipo poço. Oi resultados foram
expressos em aumento porcentual da radioatividade nas amostras de duas horas em releclo ao valor
inicial (100%), aplicando-se a eles o 1 ste 1 de Student.

RESULTADOS

A tabela f mostra os resultados (expressos em aumento porcentual sobra o valor inicial da
radioatividade sangüínea) referentes is respostas obtidai nos camundongos peío TSM basal dos ratos

-<U Cedido p«l» F. Hoffmann - u Rocht & Co. Ltd., Bmilén. Sulç».



tomado ao TSH hipofisario liberado pelo THH (Grupo D nos diferentes horários estudados. Foram
considerados. »statisticamente significant*», os incrementos ao nível de p < 0.05.

Os resultados obtidos com os soros dos animais pertencentes ao Grupo II (Controle) se
mostraram iguais ou inferiores ao valor inicial da radioatividade sangüínea dos camundongos. não
sendo significant», ao mvel escolhido, quando analisados estatisticamente (Tabela I).

Os valores apresentados na Tabela I, estão representados graficamente na figura 1.

A análise do gráfico sugere que nos animais submetidos ao tratamento com TRH há um
aumento progressivo na liberação ie TSH hipofisino no período das 8.00 ãs 9.05 horas, diminuindo
esta liberação até ãs 9.45 horas.

Das 9.45 às 10.05 horas observa-se um novo incremento na liberação; apresentando a seguir
uma pequena diminuição na depleção até ãs 10.30 horas, após o que ela se mostra mais acentuada
nos 15 minutos seguintes (das 10.30 ãs 10.45 horas). A partir das 10.45 horas a depleçfc aumenta até
o final do período, ocorrendo a máxima liberação ãs 11,55 horas. No período compreendido entre
9,50 e 10,30 horas observa-se um nível de liberação hormonal quase constante.

Nos animais tratados com solução fisiológica (Grupo Controle) não se verifica no período
analisado liberação detectavel de TSH hipofisario, o que demonstra que a manipulação (anestesia,
exposição e eateterizaçãb da artéria carótida) dos animais não altera o nível basal de TSH.

Por ser muito complexa a função matemática de ajustamento dos dados da figura, não foi
possível dar um tratamento estatístico.

DISCUSSÃO

Muitas observações sugerem uma relação inversa entre as secreções agudas de ACTH
(hormônio adenocorticotrófico) e TSH. Quando a hipófíse é induzida a secretar TSH pelo THR, ela
oonoomiuntememe secreta menos ACTH como resposta ao "stress"; inversamente, quando a secreção
de ACTH é inibida por um tratamento prévio com dexametasona, • hipófise secreta quantidades
maiores da TSH, em resposta ao TRH< 2 4 > .

Existem evidências d* um ritmo circadiano do nível de TSH plasmático, oposto às variações
de ACTH141 e corticoeneróidei'4'5'6-11'. Esta* observações são importante* para definir o nível basal
de TSH plasmático.

Herbuté et i l . 1 9 1 observaram que existe no rato um ritmo circadiano no PB I 1 7 I oposto ao
ritmo da corticosteronemia, reafirmando o antagonismo entre a regulação das funções lireoideana e
adrenal.

Tem sido demonstrado que doses farmacològicas de glicocorticóides suprimem a secreção
hipofisáría de TSH no rato**2 7* , presumivelmente por inibição da liberação do TRH hipotalàmico ou
por aeio direta ao nível hipofisario ou ainda ptlot dois mecanismos.

. Em recente estudo'6', rato» adrenalectomíndoi crônicos apresentaram um ritmo mcttmtral
normal de TSH plasmático, indicando que a concentração de corticosterone plasmátlca nfc> é um
determinante primário do ritmo secretório de TSH.

As observações de Bakke e Lawrence111 sugerem que a periodicidade circediene pode ser uma
propriedade girai do siitami neuro-hipofísário. 0 conteúdo hipofisario de ACTH no reto é mínimo
pela manhf, em constraste com o de TSH em ralos eutíreoideanos.

< Ratine et a l . l 2 3 ) sugerem que as flutuações do TSH não representam um ritmo circadiano
' intrínseco, mas apenas refletem indiretamente es altftraçSes no ritmo nícierrwal de síntese e liberação

do ACTH na adeno-hipófice.



Tabda I

Resultados obtidos pela administração de TRH ou S.F.
na liberação de TSH 110 período de 8.00 as 12,00*.

Horas

8.00
8,05
B.10
8.15
B.20
B.2S
8.30
B.35
B.40
8.45
8.50
8,55
9.00
9.05
9.10
9.15
9.20
9.25
9.30
9.35
9.40
9.45
9.50
9.55
10.00
10.05
10.10
10,15
10,20
10,25
10,30
10,35
10,40
10,45
10,50
10,55

11,00

11,05

11,10

11.15

11.20

11.25

11.30

11.35

11,40

11.45

11,50

11,55

12,00

Grupo 1

(TRH)

136
153
156
137
159
166
179
168
168
180
149
197
183
236
227
203
186
159
137
151
137
139
195
224
232
239
229
229
194
208
207
179
145
126
128
141
176
157
175
145
178
152
153
209
205
243
238
273
187

Grupo II
(Controlei

_

93
—
-
-
-
88
—
-
-
-
—
94
—
—
-
—
—
_
100
_
_
-
95
_
_
_
-
-
_
93
_
—
—
—
_
93
_
_
_
_

_
87

_

100

' Cada valor axpnmo na tabela rapretenta o porcentual tobre o valor inicial (100%) da radioatividade tangüí
nee dot camundongot, not quait foram adminittradot ot ton» do» raiot qua racabaram TRH ou 8.F., not
horáriot eorreipondentei
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TEMPO (horas'

f >qu» 1 - Projeção dos aumentos porcentuais da radioatividade sangüínea dos camundongos sobre o

valor inicial (100%) em função do horário da administração do TRH ou S.F. nos ratos.

CONCLUSÕES

1) Os resultados obtidos nesta pesquisa sobre a variação circadiana do TSH em ratos não
possibilitam uma compararão com os dados encontrados na literatura, porque os outros
Amores analisaram as alterações hormonais ocorridas durante o período diuturno com
grandes intervalos de tempo entre a coleta das amostras sangüíneas; neste trabalho, o
período investigado se estende por quatro horas (das 8,00 és 12,00 horas) com
intervalos de cinco minutos na obtenção das amostras.

2) Considerando a existência de um ritmo circadiano de tecreçao de TSH, utilizou-se a
propriedade depletora do TRH sobre a reserva hipofisária de TSH com o intuito de
verificar o horário no qual a resposta da hípófise é elevada e estável. Nío foram
encontrados na literatura estudos similares.

3) Este trabalho indica que o horário no qual a hipofise é mais retpontiva ao TRH,
liberando TSH, está compreendido entre 9,50 e 10,30 horas; nesse período a glândula
apresenta um nível de iecrecío c*e TSH «levado • quase constante.

ABSTRACT

Th* functional pituitary capacity for th* Mention of Ifiyrotropin In rat», in relation to tti* period of linn
it 00-12:00 A. M. W M tfudtod by mnm of th* administration of tynthnk TRH (thyrotropin ralming hormone).
Th* hlgfwn pituitary ropont* to th* hypothalamic hormon* attaint in part bttwon 9:80 and 10:30 A. M., • tim*
in which ih* «land d*not*s a high a/id practically contwnt l«v«l of TSH Mention.
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