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AVALIAGAO DA RESPONSIVIDADE DA HIPOFISE AO HORMONIO HIPOTALAMICO
{TRH) EM RATOS, NO PERIODO DAS 8,00 AS 12 HORAS

Vinia C. Borghi! Wilian Nicolau! Clara Bojarczuk'e
RAdmulo R. Pieroni'

RESUMO

Avaiiou-se, no perindo compreendwdo entre B,00 e 12,00 horas, a reserva funcional hipofiséria de tireotrofine
em ratos pela administragio de TRH sintdtico (hormdnio libesador da tireotrofinal. O hordrio no gua' & hipdtise ¢ mai
responsiva a aste hormonio hipotalamico estd compreendido entre 9,50 e 10.30 horas.

INTRODUGAO

A partir do fim da década de 1940, varios autores evidenciaram o controle hipotalémico da
adeno-hipdfise, especiaimente sobre as funcdes adenocorticotréficas, tireatréficas e gonadotréficas. Este
controle é mediado por substincias neurossecretoras contidas nas terminagdes nervosas da emindncia
média do hipotdlamo, denominadas hormdnios tiberadores hipotalimicos; entre elas o TRH (hormdnic
liberador da tireotrofina).

O TRH difunde-se através do plexo capilar da eminéncia média e é levado pelas veiss do
pedOnculo hipofisirio (circulagdo porta-hipofisria) aos sinusdides da adeno-hipéfise, onde atua na
liberagdo do TSH (tireotrofina).

A liberagdo do TSH pelo TRH parece ser mediada pelo sistema adenil-ciclase. A resposta a0
TRH pelo tecido hipofisério exige fone céicio e traduz-se por um aumento do metabolismo oxidativo ds
glicose e piruvato, mas ndo necessita nova sintese protéica.

O TRH parece estimular a liberagio do TSH pre-formado e a neossintese de TSH'2" Egses

dois efeitos podem ser pircialmente dissociados, sendo a sintese um processo mais lento e secunddrio ao
efeito de liberagdo' 12’

Existe ainde a possibilidade de que o TSH circulante exerga um controle direto sobre s secreglio
hipotaldmica de TRH por meio do chamado ‘‘feed-back negativo de alca curte”!10),

Bakke ¢ col.!? e Jobin e col.!'V em 1964, Ducommun et al. em 1986“', Singh et al, em
196728’ Retiene et al. em 1968'2%), Leppaluoto et ol em 1974'13) ¢ Fukuda et al. em 1975'5:8),
demonstraram o existéncia de um ciclo circadiano ds TSH em ratos.

Segundo os trabelhos de Bakke e de Singh, verifica-se que o TSH hipofisério se apresents
elevado s 8,00 horas, sofrendo um> diminuigdo cont/nua até s 13 horas, perfodo este em Que, segundo
Singh, hé ura relacio inversa enire o TSH hipofdrio e plasmético.

Nos trabalhos referentes & dosagem de TSH em ratos''2:21) hg uma tenddncia dos autores sm
coleter as amostras, & mesma hora do dia, devido a0 ritmo nictemersl do TSH hipofisério e plasmatico.

{1} Centro de AplicacBes Biomédicas as Redicisdtopos e Radiscdm (C.A.B.R.R.) Imstituto de Energis AtSmics,
_Cidl!c Universitiria, Coixa Postal 11049 — Pinheiros, S3o Paulo, SP.
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de TSH em ratos.

tém utilizado o THR sintético em estudos sobve a reserva hipofisiria

Devido a variagao circadiana do TSH hipotisdtio e a fim de se determinar um hordrio em que &
glanduta # mais responsiva ao TRH, estudou-se, neste trabalho a liberacdo do TSH hipofisdria pelo TRH
em ratos, no periodo das 8,00 as 12,00 horas.

MATERIAL £ METODOS
Utllizaram-se 116 ratos femeas Wistar de 6 meses de idade, pesando em média 207 + 32 gramas.

A fim de se evitar "stress"“'"'u’ fator que altera o nivel de TSH, os animais foram
aclimatados durante 20dias em gaiolas individuais, sob temperatwra constante de 23°C. Findo esse
periodo, os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo | (TRH) — 98 ratos separados em subgrupos de dois animais. Os animais de cada
subgrupo receberam, ao mesmo hordrio, apenas uma injecio de TRH', deixando-se um intervato de
cinco minutos na administracio do hormonio entre um subgrupo e outro, desde 8,00 até 12,00 horas. A
via de administragdo foi a in\racaron’dea‘:"s"a"7'2“ sob anestesia pelo pentobarbital s6dico e a dose
de 10 microgramas do horménio em 0,5 mililitros de solugdo fisioldgica (S.F.), de acordo com o método
da deple3o padronizado por Martini et al.!3-'8:20! oom ac modificagBes introduzidas por Piva e
Steiner'2! ¢ adaptado 3s condigbes experimentais deste trabalho.

Grupo 1t (Controle) — Dezoito ratos separados em subgrupos de dois animais, segundo
metodologia concordarite com a aplicada ao Grupo |, receberam apenas 0,5 mililitros de S.F. no periodo
correspondente; sendo o intervalo na administracio da solugdo fisioldgica entre cada subgrupo de
aproximadamente 30 minutos.

Dez minutos apds a administragdo das substancias {TRH ou S.F.) os animais faram decapitados
por meio de guilhotina para a coleta do sangue e separagcdo do soro. Com o soro dos dois animais de
cada subgrupo que receberam TRH ou S.F., no mesmo hordrio, constitui-se um ‘pool”’.

O procedimento para a deteccdo da presenca de TSH nos diversos ''poois’” foi feito seguindo o
método de ensaio bioldgico com camundongo, descrito por Mackenzie' '3 modificado por Furth et
al.”’ com algumas alteragdes introduzidas por Muramoto et al.“".

Neste método, camundongos fémeas Swiss que estavam em dieta hipoiddica, receberam '2%| ¢
em seguida tiveram a secrecio endbgena de TSH suprimide com triiodotironine. Os animais foram
distribuidos em lotes de 6 a3 10 exemnplares para cada “'pool” de soro a ser analisado.

Coletaram-se amostras sangiinias {100 microlitros) do seio retro-orbital dos camundongos de um
mesmo iote, antes e duas horas' '* apés a administracdo, por vis intraperitoneal de 0.5 mililitros de soro
dos ratos submetidos A deplegdo conforme descrigBo anterior.

A radioatividade sangiiines foi contada em perfodo de 10 minutos psra cads amostra sm
espectrdmetro sutomdtico de cintilografie munido de cristal de Nal tipo pogo. Os resultados forsm
expressos em sumento porcentual da radiostividade nas amostras de duss horas em relecio so valor
inicial (100%), aplicando-se a eies o t ste 1 de Student.

RESULTADOS

A tabeia | mostra os resultados {expressos em aumento porcentissl sobre o valor inicist da
radioatividade sangiifnea) referentes s respostas obtidas nos camundongos peiv TSH basal dos retos

l

- (L Cedido pela F. Hoftmann — Le Roche & Eog._i:td., Besiléia, Suice.




somado ac TSH hipofisirio hiberado pelo TRH (Grupo I} nos diferentes hordrios estudados. Foram
considerados, #statisticamente signiticantes, os incrementos ao nivel de p < 0,05.

Ot resuitados obtidos com os soros dos animais pertencentes 30 Grupo Il (Controle) se
mostraram iguais ou inferiores a0 valor inicial da radioatividade sangiinea dos camundongos, nio
sendo significantes, ao nivel escolhide, quando analisados estatisticamente (Tabela 1),

Os valores apresentados na Tabela !, estio representados graficamente na figura 1.

A andlise do grifico sugere que nos animas submetidos 20 tratamento com TRH hé um
aumento progressivo na liberacio fe¢ TSH hipotisiria no periodo das 8,00 as 8,05 horas, diminuindo
esta liberacio até as 9.45 horas. :

Das 9,45 as 10,05 horss observa-se um novo incremento na liberacio; apresentando a seguir
ums pequens diminuicdo na deplecio até as 10,30 horss, ap6s 0 que ela se mostra mais acentuads
nos 15 minutos seguintes (das 10,30 as 10,45 horas). A partir das 10,45 horas a deplecic aumenta até
o final do periodo, ocorrendo 2 mdxima Jiberacio as 11,55 horas. No periodo compreendido entre
9,50 ¢ 10,30 hovas observa-se um nivel de liberagio hormonal quase constante.

Nos animais tratados com solugio fisioldgica (Grupo Controle) ndo se verifica no periodo
snalisado liberacio detectivel de TSH hipofisirio, o que demonstra que a manipulacio {anestesia,
exposicio e cateterizacio da artéria carGtida) dos animais ndo altera o nivel basal de TSH.

Por ser muito complexa a fungio matemdtica de ajustamento dos dados da figurs, ndo foi
possivel dar um tratamento estatistico.

DISCUsSAO

Muitas observacdes sugerem uma relacio inversa entre as secrecOes agudas de ACTH
(hormdnio adenocorticotréfico) @ TSH. Quando a hipdtise & induzida a secretsr TSH pelo THR, ela
concomitantemente secreta menos ACTH como resposts a0 "stress”; inversamente, quando a secrecdo
de ACTH ¢ inibida por um tratamento prévio com dexametasona, @ hipéfise secreta quantidades
maiores de TSH, em resposta 30 TRH'?4'.

Existem evidéncies de um ritmo circadiano do nivel de TSH plasmitico, oposto s variagSes

de ACTH'® ¢ corticoesteroides' 5611 Estas observagBes sSo importantes para definir o nivel basel
de TSH plasmdtico.

Herbuté et a1.'%) observaram que existe no rato um ritmo circadiano no PB'?’1 oposto #0

ritmo da corticosteronemia, reafirmando o antagonismo entre » reguiacio das fungBes tireoideans e
adrenal.

Tem sido demonstrado que doses farmacoldgicas de glicocorticOides suprimem & secreclio
hipofiséria de TSH no ra10'®27) presumivalmente por inibico da libsraclio do TRH hipotalimico ou
por aclo direta a0 nfvel hipofisério ou ainds pelos dois mecanismos.

Em recante estudo'®), ratos sdrenslectomizados cronicos spressntaram um ritmo nictemerasl

normsl de TSH plasmiético, indicendo que a concentraglio de corticosterona plasmética nlic ¢ um
determinante primiério do ritmo secretdrio de TSH.

As observacdes de Bakke ¢ Lawrence'!) sugerem que @ periodicidede circadisna pode ser uma
propriedade gersl do sistema neuro-hipofisério. O conteGdo hipofisério de ACTH no rato é minimo
pela manhf, em constraste com o de TSH em ratos eutireoideanos.

' Retine ot a.!2% sugerem que es flutuacdes do TSH ndo representam um ritmo circadiano

i imtrinseco, mes spenas refistem indiretamente as alteracBes no ritmo nictemersl de sintese e liberagho
do ACTH na sdeno-hipbfize.



Tabela |

Resultados obtidos pela administra¢do de TRH ou S.F.
n3 liberaciio de TSH no periodo de 8,00 is 12,00°

Horas Grupo | Grupo 11
(TRH) (Controle)
8.00 136 -
8,05 153 a3
8,10 156 -
8,15 137 -
8,20 159 -
B,25 165 -
8,30 179 88
8,35 168 -
B,40 168 -
8,45 180 -
8,50 149 -
8,55 197 -
9,00 183 94
9,05 236 -
9,10 227 -
9,15 203 -
9,20 186 -
9,25 159 -
9,30 137 -
9,35 151 100
9,40 137 -
945 139 -
9,50 195 -
9,55 224 95
19,00 232 -
10,05 239 -
10,10 229 -
10,15 229 -
10,20 194 -
10,25 208 -
10,30 207 3
10,35 179 -
10,40 145 -
10,45 126 -
1050 128 -
10,55 141 -
11,00 176 a3
11,05 157 -
11,10 175 -
11,15 145 -
11,20 178 -
11,25 152 -
11,30 153 -
1135 209 87
11,40 205 -
11,45 243 -
11,50 238 -
11,55 273 -
12,00 187 100

* Cada valor expresso na tsbele represents o porcentus! sobre o valor inicisl (100%) da rediostividede senglif -
nee dos cemundongos, nos quais forem administrados os soros dos retos que recebersm TRM ou 8.F., nos
hotdrios correspondentes.
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Figura 1 - Projecio dos aumentos porcentuais da radioatividade sangufnea Jos camundongos sobre o
valor inicial (100%) em fungdo do hordrio da administragdo do TRH ou S.F. nos ratos.

CONCLUSOES

1} Os resultados obtidos nesta pesquisa sobre @ variacdo circadiana co TSH em ratos nido
possibilitam uma comparaydo com os dados encortrados na literatura, porque os outros
Autores analisaram as alteragdes hormonais ocorridas durante o periodo diuturno com
grandes intervalos de tempo entre 8 coleta das amostras sanglineas; neste trabalho, o
perfodo investigado se estende por quatro horas (das 8,00 ds 12,00 horas) com
intervalos de cinco minutos na obtengdo das amostras.

2) Considerando a existéncia de um ritmo circadiano de secrecdo de TSH, utilizouse 8
propriedade depletora do TRH sobre a reserva hipofisiria de TSH com o intuito de
verificar o horério no qual 2 resposta ds hipdfise ¢ elevada e estivel. Nio foram
encontrados na literatura estudos similares.

3) Este trabalho indica que o hordrio no quel a hipdfise & mais responsiva so TRH,
liberando TSH, esté compreendido entre 9,50 e 10,30 horas; nesse perfodo a gléndula
apresenta um nivel de secreclo ce TSH elevado e quase constante.

ABSTRACT

. The functionsl pituitery capacity for the secretion of thyrotropin in rats, in reistion to the period of time
B:00-12:00 A. M. wes riudied by means of the sdministration of synthstic TRH (thyrotropin relemsing hormone).
The highest pituitary response to the hypothalamic hormone sttasins its pesk betwesn 9:50 snd 10:30 A. M., » timw
in which the gland denctes s high ead practieslly constent level of TSH secretion.
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