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LISTA DE ABREVIATURAS

ALT
apolP
AST
CE
CEt
CETP

CL

d
EDTA
FALC
FPLC
HDL

- alanina-aminotransferase

- apolipoproteina

~ aspartato-aminotransferase

- colesteril éster

- colesteril éter

- proteina de transferéncia de colesteril éster, “cholesteryl ester
transfer protein”

- colesterol livre (ndo esterificado)

- densidade

- acido etilenodiaminotetracético

- fosfatase alcalina

- cromatografia liquida de alta resolucéo, “fast protein liquid chromatography”

- lipoproteina de alta densidade, “high density lipoprotein”

HMGCoA red - 3-hidroxi-3-metiglutaril coenzima A redutase

IDL
Kb
LCAT
LDL
LPL
LH
LP
LSR
PL
PTU
QM
TG
T3
T4
TRE

VLDL

- lipoproteina de densidade intermediaria, ‘intermediate density lipoprotein”
- Kilobases

- lecitina: colesterol aciltransferase, “lecitin: cholesterol-acyltransferase”
- lipoproteina de baixa densidade, “low density lipoprotein®

- lipoproteina lipase, “lipoprotein lipase”

- lipoproteina lipase hepética

- lipoproteinas

- receptor estimulado pela lipdlise, “lipolysis stimulated receptor”

- fosfolipides

- propiltiouracil

- quilomicrons

- triglicerideos

- triiodotironina

- tiroxina

- elementos responsivos aos horménios da tireéide, “thyroid

responsive elements”

- LP de densidade muito baixa, "very low density lipoprotein”



RESUMO

Disfungbes da tireGide resuitam em multiplas alteragées do metabolismo das
lipoproteinas plasmaticas. A proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP) e a
lipase hepatica (LH) s&o importantes determinantes da concentracéo plasmatica das
HDL, as quais sdo inversamente correlacionadas ao risco de doenca aterosclerética.
Neste trabalho investigamos os efeitos dos hormonios da tiredide sobre o metabolismo
das HDL e sobre as atividades da CETP e LH em camundongos fransgénicos com hipo e
hipertireoidismo experimental. O perfil das lipoproteinas plasmaticas obtido por
cromatografia liquida de alta resolugdo (FPLC) revelou aumento significativo da fracio de
VLDL e diminuicdo da fragdo da HDL nos animais hipertireoideos. Os animais
hipotireoideos apresentaram aumento da fragdo de LDL. Estudo cinético da remogéo
plasmatica da HDL mostrou que a taxa fracional catabdlica da HDL & aproximadamente 2
vezes maior nos camundongos hipertirecideos (p<0,001) mas ndo esta alterada nos
animais hipotireoideos. A atividade da CETP foi determinada por ensaio isotdpico e
expressa como porcentagem de transferéncia de colesteril éster de HDL para LDL.
Verificamos que os animais com hipertirecidismo tem a atividade da CETP 1,9 vezes
maior que seus controles, enquanto que essa ndo variou significativamente nos animais
hipotirecideos. Em animais hipertirecideos também avaliou-se a atividade da lipase
hepatica (LH}. Houve uma pequena, porém significativa (p=0,05) redugdo da LH nestes
animais. O estudo da captacdo tecidual do colesteril éter da HDL mostrou gue, entre os
11 tecidos avaliados, houve uma maior captacio de colesteril éter de HDL pelo musculo
esquelético dos animais hipertirecideos (p<0,02) e menor captacéo pelo intestino delgado
e bago (p<0,05). Nos animais hipotirecideos a captacéo de colesteril éter de HDL foi
significativamente menor no intestino delgado (p<0,04).

Concluindo, a diminuigéo dos niveis plasmaticos de HDL encontrada nos animais
com hipertirecidismo pode ser explicada pela maior velocidade de remog&o plasmatica
das HDL, maior captacdo muscular da HDL e maior atividade da CETP. O metabolismo
das HDL e a atividade da CETP n&oc foram alterados significativamente no

hipotireoidismo experimental.
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INTRODUGCAO

Segundo a posicao da American Heart Association (1997) apud KRIEGER
(1998), os disturbios cardiovasculares s30 as principais causas de morte nos
paises desenvolvidos, sendo a aterosclerose a principal responsavel por esse mal.
Sabe-se ha cerca de 50 anos que altas taxas de colesterol no plasma e aiteractes
do metabolismo das lipoproteinas estéo envolvidas no aumento da incidéncia da
aterosclerose (DOYLE et al.,, 1959; .KANNEL, et al., 1961). Fatores como dieta rica
em colesterol e gordura, sedentarismo, hipertens@o, fumo e fatores genéticos
alteram o metabolismo das [ipoprote:’nés, 08 quais contribuem para o
desenvolvimento das lesbes aterosclerdticas, comprometendo o sistema
cardiovascular (BEISIEGEL, 1998).

As lipoproteinas plasmaticas (LP) sdo particulas micelares, compostas por
lipides e proteinas. Seu interior € constituido de moléculas com caracteristicas
apolares (triglicerideos e colesterol esterificado) e sua superficie &€ constituida por
uma monoccamada de lipides com um certo grau de polaridade (colesteroi livie e
fosfolipideos) e proteinas (GARCIA & OLIVEIRA, 1992).

As proteinas componentes das LP sdo denominadas apolipoproteinas
(apoLP). Elas variam em estrutura e fungéo e sdo designadas por letras: A (apo-
Al; apo-All; apo-AlV), B (apo-B48 e apo-B100), C (apo-Cl; apo-Cll e apo-Clii),
apo-D e apo-E. Além de tornarem os lipides soluveis no meio aquoso, as apolP
sd0 importantes rgguladoras do metabolismo das lipoproteinas. Atuam como co-
fatores de enzimas-chave e mediam a interagéo das lipoproteinas com receptores

responsaveis pela remogio das particulas do plasma (QUINTAQO ef af/. 1989,



BEISIEGEL, et al. 1998).

A funcdo das lipoproteinas € basicamente transportar substancias
lipossolaveis no compartimento plasmatico provenientes da dieta ou sintetizadas
pelo préprio organismo. Assim, podem por exempio, suprir os tecidos com éacidos
graxos e promover a redistribuigao tecidual de colesterol (BEISIEGEL, 1998).

As diferentes LP encontradas no plasma possuem diferentes proporgbes e
tipos de apoLP e lipides. Tais diferengas resultam em diversidade de tamanho,
carga eléfrica e densidade permitindo uma classiﬁcagéo' por critérios
eletroforéticos e de ultracentrifugagdo. Desse modo, foram identificadas 5 classes
principais de LP e varias sub-fragbes de acordo com suas densidades (HAVEL, et
al, 1955: GOTTO, et al., 1986). Sdo elas, em ordem crescente de densidade:
quilomicrons (QM) com densidade (d) < 0,95g/mlL; VLDL - (“very low density
lipoprotein” = lipoproteina de densidade muito baixa) com d< 1,006; IDL -
(“intermediate density lipoprotein” = lipoproteina de densidade intermediaria) com
1,006 < d <1,019g/mL; LDL (“low density lipoprotein” = lipoproteina de baixa
densidade) com 1,019 < d < 1,063g/mL e HDL (*high density lipoprotein™=
lipoproteina de alta densidade) com 1,063 < d < 1,210. Os QM s&o de origem
intestinal enquanto todos as outras s&o de origem endogena. Os QM, VLDL e 1DL
sdo chamados também de LP ricas em triglicerideos (TG).

Do ponto de vista quantitativo, o colesterol e os triglicerideos s&o os lipides
mais importantes transportados nas LP. Esses sado também componentes
implicados no complexo processo de desenvolvimento da aterosclerose. A seguir
descreveremos sucintamente o transporte de colesterol nas lipoproteinas,

classificando-o de acordo com sua origem e destino metabdlico.



Transporte exégeno de colesterol

O transporte exégeno de colesterol inicia-se com a absor¢go dos lipides
provenientes da dieta nos enterdcitos. Os &cidos graxos re-esterificados a
triglicerideos (TG) juntamente com o colesterol livre (CL), colesterol esterificado
(CE) e fosfolipideos (PL) sao associados & apolipoproteina B48 (apoB48) recém
sintetizada formando os quilomicrons (QM). Estes s8o liberados por exocitose
para linfa mesenterica. Quando na circulacdo sistémica, os TG contidos nos QM
sofrem hidrolise pela agio da lipoproteinaipase (LPL), enzima que encontra-se
ancorada na membrana basal das células endoteliais dos vasos sanguineos dos
varios rgéos (BISGAIER, et al., 1983). Nesse processo, além de perder TG, os
QM perdem também CL, PL e apoC para as HDL circulante e ganham apoE,
resultando em uma particula denominada remanescente de quilomicron (QM-rem),
rica em CE e apoE, pobre em TG e contendo a apoB48 original.

Em uma segunda etapa, as apoE dos QM-rem s&o reconhecidas por
receptores hepaticos com alta afinidade, os quais promovem uma répida captacio
destes pelos hepatdcitos (TALL, ef al, 1979, HAVEL, ef al. 1986). Esses
receptores existem em outros érgdos mas a maior parte dos QM-rem é captado
pelo figado. A apoE possui regides ricas em aminoacidos basicos que constituem
0 dominio de reconhecimento pelo receptor de alta afinidade localizado na
membrana celular (MAHLEY, ef al 1988) e denominado receptor de
remanescentes de QM ou receptor E ou ainda LRP ( LDL recepfor-related protein)
(HERZ, ef al. 1988). Esse sistema € de alta eficiéncia resultando em uma meia-
vida da particula na circulagdo de aproximadamente 10 minutos (REDGRAVE ef

al., 1983, COOPER ef al., 1997).



Transporte endégeno de colesterol

O transporte enddgeno de colesterol inicia-se com a secregéo hepatica de
VLDL, a qual contém apoB100 como principal apoLP estrutural. As VLDL passam
pelas mesmas etapas iniciais do catabolismo vascular dos QM, porem com menor
velocidade. Durante a agdo da LPL sobre os TG das VLDL, essas também perdem
PL, CL e apolP para as HDL, diminuindo de tamanho e gerando o0s
remanescentes de VLDL ou IDL, os quais praticamente sé contém apoB-100 e
apo-E como componentes protéicos. Grande parte das IDL (~75%) € rapidamente
captada via receptores hepéticos especificos (LRP e receptores de LDL) e o
restante continua circulando, perdendo mais TG e PL e praticamente toda apok,
transformando-se entdo em LDL (BROWN & GOLDSTEIN, 1981, 1986; FIELDING
& FIELDING, 1991).

As LDL contém basicamente apoB100 e colesterol esterificado. Seu
“turnover’ € mais lento (cerca de 2 dias) e assim como as IDL, também sé&o
removidas da circulag&o por receptores hepaticos que reconhecem sitios idénticos
na cadeia da apoE e da apoB100. Esses receptores foram inicialmente chamados
de receptores B-E ou receptores de LDL (BROWN & GOLSDSTEIN, 1986).

A sintese dos receptores de LDL é controlada pela concentragao
intracelular de colesterol livre. Quando essa concentragéo se eleva, uma das
principais respostas regulatérias da célula é a inibigdo da sintese desses
receptores {(GOLDSTEIN & BROWN, 1990; BROW & GOLDSTEIN, 1997). Essa
resposta protege a célula do efeito lesivo do excesso de colesterol. Acima de uma
determinada concentragéo critica de colesterol intracelular este pode precipitar-se

sob a forma de cristais e lisar a célula (SMALL & SHIPLEY, 1974; BEISIEGEL, ef



al.,1998). Conforme a sintese de receptores de LDL diminui com o aumento do
colesterol intracelular, ocorre elevacéo da concentragéo de LDL circulante. Isso
pode fazer com que ocorra uma maior infiliragéo dessa lipoproteina para o espaco
sub-endotelial, onde elas podem sofrer modifica¢des, principalmente oxidativas.
Macréfagos residentes reconhecem as LDL modificadas atraves de seus
receptores “scavenger’, 0s quais nao séo regulados pelo contelido intracefular de
colesterol. Assim, a captagdo das lipoproteinas modificadas pelos macréfagos é
continua em fungéo da sua concentragéo no espago subendotelial, 0 que causara
uma transformagéo dos macrofages em “foam cells” - células espumosas,
precursoras da placa do ateroma (STEINBERG, ef al, 1989, MARCUS, ef af,
1993).

Recentemente foram identificados vérios novos receptores estruturalmente
relacionados aos receptores da LDL sa@o eles. megalina/gp330, LR-11, LR-7/8,
apoEr; (SHNEIDER, et af., 1997) e receptor de VLDL (NIEMEIER, et al., 1896). in
vifro, todos reconhecem a apoE. No entanto, a expressio tecido-especifica desses
receptores é distinta. Enquanto o gp330 tem expressdo preferencial nos rins e
adrenais, os LR-7/8 e LR-11 sdo encontrados em grande quantidade no tecido
nervoso (KIM, et al. 1996).

O papel fisiologico do receptor da VLDL ainda n&o estd bem conhecido,
mas sua distribuicio tecidual sugere uma participacéo relevante no fornecimento
de triglicerideos aos tecidos periféricos (JOKINEM, ef al, 1994). Em tecidos que
necessitam grandes quantidades de energia (musculo, coragéo e tecido adiposo)
encontrou-se grande expressdo de receptores para VLDL. Estes também

reconhecem a LPL além da apokE nas lipoproteinas (NIEMEIER, ef al., 1996).



Um novo receptor denominado receptor estimulado pela lipdlise (LSR), foi
encontrado na superficie das células hepaticas e € expresso na presenca de
gcidos graxos livres (AGL). Este também reconhece principalmente a apoE e
possui um papel importante no “clearance” das lipoproteinas ricas em TG, porém &
um receptor ndo relacionade & familia dos receptores de LDL (BIHAIN & YEN,

1998).

Transporte reverso do colesterol

O transporte reverso do colesterol € assim chamado porque refere-se ao
fluxo do colesterol dos tecidos periféricos (extra-hepéticos) para o figado, onde
este € re-utilizado ou excretado na bile. A principal lipoproteina mediadora deste
fluxo de colesterol é a HDL (BARTER & RYE, 1996).

As HDL podem originar-se no figado, intestino ou como resultado do
catabolismo intravascular das LP ricas em TG, ou ainda, podem ser geradas no
intersticio por secrecéo de apolP e fosfolipides (EISENBERG, 1984: FIELDING &
FIELDING, 1995). As HDL nascentes, também chamadas de pré-p HDL, sdo
pequenas e discoides. Ao interagir com estruturas que contenham excesso de
colesterol livre na interface com o meio aquoso (lipoproteinas ou membranas
celulares) sdo capazes de receber esse colesterol. A enzima lecitina: colesterol
acilransferase (LCAT) esterifica esse colesterol (GLOMSET, 1968) que passa
para o interior da particula, tornando a HDL maior, mais esférica e menos densa,
agora denominada de HDLs. A ag@o continua da LCAT aumenta a quantidade de

colesteril éster (CE) da HDLs transformando-a em HDL, (BARTER & RYE, 19986;



EINSENBERG, 1984).

O colesterol recém esterificado na HDL; é subsequentemente transferido
para lipoproteinas que contém apoB (QM e QM-rem, VLDL, IDL e LDL), as quais
s80 removidas da circulagao rapidamente pelo figado via receptor de LDL e LRP,
Esse € o chamado fransporte reverso do colesterol por uma via indireta
(FIELDING & FIELDING, 1995). A transferéncia de CE das HDL para as
lipoproteinas que contém apoB €& mediada por uma proteina especifica
denominada CETP (cholesteryl ester transfer profein = proteina de transferéncia
de colesteril éster). A CETP transfere CE em troca de TG, de maneira néo
equimolar, enriguecendo a HDL, com TG e as apoBLP com CE.

Os TG e PL da HDL: sé&o hidrolizados pela lipoproteina lipase hepatica (LH)
situada nos capilares sinuséides do figado. Durante esse processo ocorre entrada
de CE da HDL; no hepatécito (BAMBERGER, et al., 1985), o que € chamado de
captacéo seletiva de CE da HDL e também transporte reverso do colesterol direto.
Com isso, a HDL> é reconvertida em HDLs, a qual é mais eficiente em promover
efluxo de CL dos tecidos periféricos (BARTER & RYE, 1996), re-iniciando o ciclo
do transporte reverso de colesterol.

Ratos e camundongos tém perfil lipoprotéico bastante distinto do perfil dos
seres humanos. Parte dessa diferenga pode ser explicada porque esses animais
ndo expressam CETP (HA & BARTER, 1982) e possuem elevados niveis de
lipases (tanto LPL como LH) circulantes (GILLET, ef a/. 1980; PETERSON, ef a/.
1986).

In vivo, a maior parte da captag&o seletiva de CE da HDL ocorre no figado e

orghos esteroidogénicos (KRIEGER, et al, 1998). Em 1996, ACTON e



colaboradores verificaram que os receptores “scavenger’ do tipo SR-Bl
reconheciam a HDL de maneira especifica, promovendo a captagdio seletiva de
CE principalmente em figado e tecidos esteroidogénicos. Ainda n&o se conhece
bem os mecanismos que regutam esse receptor, porém sua expressdo nas células
esteroidogénicas € regulada por condigbes que alteram os requerimentos
celulares de colesterol (RIGOTTI, et al,, 1996; LANDSCHULZ, ef af, 1996; WANG,

et al., 1998).

Proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP)

A CETP é uma glicoproteina constituida de 476 aminoacidos, dos quais
cerca de 40% s&o residuos hidrofébicos. Seu peso molecular aparente € de 66 a
74 KDa em gel de poliacrilamida com SDS. Seu gene situa-se no brago longo do
cromossomo 16 e consiste de 16 exons e 15 introns, perfazendo um total de 25 Kb
de DNA gendmico (TALL, 1995).

A atividade da CETP ja foi documentada em mais de 16 espécies de
vertebrados, incluindo peixes, répteis, aves e mamiferos (HA & BARTER, 1982). O
RNA mensageiro da CETP € encontrado em varios tecidos do corpo, incluindo
figado, bago, adiposo, adrenal e outros. No entanto, o principal sitio de expresséo
e secregdo da CETP na maior parte dos mamiferos € o figado. A maior parte da
CETP do plasma € encontrada associada a fragéo de HDL (TALL, 1993).

A CETP media toda a atividade de troca de lipideos neutros no plasma e &
responsavel por cerca de metade das trocas de PL entre as lipoproteinas. O
mecanismo de ag¢do provavel dessa proteina descrito por TALL (1995) consiste na

dissociacdo da CETP da HDL (doadora) e ligagédo e transferéncia do colesteril



éster para lipoproteinas que contém apoB (receptoras) VLDL, LDL e QM. A
disponibilidade de lipideos neutros na superficie das LP receptoras facilita a
interacdo com a CETP. Os grupos fosfato dos fosfolipideos s&o os sitios primarios
da interag&o da LP com a CETP, e a estabilidade do complexo esta relacionada
com o aumento da eletronegatividade da LP receptora.

A CETP tem uma fungdo importante no transporte reverso de colesterol
aumentando o movimento do colesterol do plasma para o figado via transporte
reverso de colesterol indireto. Essa proteina também pode estimular a
transferéncia do colesterol de tecidos periféricos para as HDL (primeira etapa do
transporte reverso de colesterol) de duas maneiras: 1- atuando em conjunto com a
lipase hepética na reconstituicdo de particulas pequenas de HDL (HDL; e pré-B
HDL)}, as quais sdo mediadores 6timos do efluxo celular de colesterol (KUNITAKE,
et al, 1992) e 2- estimulando a agéo da LCAT (OLIVEIRA, et al., 1996). Por outro
lado, a CETP pode promover o enriquecimento das lipoproteinas que contém
apoB com colesterol, agdo essa que pode ser aterogénica, particularmente
quando a captag@o hepatica dessas particulas esta comprometida.

Existe uma correlagéo positiva entre niveis plasméticos de colesterol total e
CETP, ténto em individuos normolipidémicos como em diversas formas de
hiperiipidemias (TATO, ef al, 1995; TALL, &f al, 1987). Por outro lado, na
deficiéncia genética de CETP, mutagdo identificada em varias familias no Japao
(INAZU, et al, 1990), ocorre auséncia completa de CETP no plasma e
hipéra[falipoproteinemia. O aumento da concentracdo de HDL-colesterol em

consequéncia da redugdo da atividade da CETP foi reproduzido



experimentalmente em coelhos tratados com anticorpos monocionais contra CETP
(WHITLOCK, ef al., 1989) e, ao contrario, a diminui¢cdo de HDL foi observada em
camundongos transgénicos que expressam o gene da CETP (AGELLON, ef al,
1991). Em conjunto, estes estudos indicam uma correlacdo direta entre niveis
plasmaticos de CETP e colesterol total, e uma correlagéo inversa entre CETP e
HDL-colesterol. No entanto, a relagéo causa-efeito ndo esta ainda esclarecida. A
interpretacao destes achados quanto ao potencial de desenvolvimento de
aterosclerose € ambigua e controversa. Por um lado, o aumento da CETP pode
representar um mecanismo homeostatico para aumentar a eficiéncia do transporte
reverso de colesterol. Por outro lado, o aumento de CETFP favorece a
redistribuicdo do CE para as apoBLP, caracterizando um perfil lipoprotéico

potencialmente mais aterogénico.

O modelo dos camundongos transgénicos

No final dos anos 80 e inicio dessa década, o desenvolvimento de animais
transgénicos e "knock out” {(com 1 ou mais genes inativados) tem resolvido
algumas das complexidades do funcionamento de genes envolvidos no transporte
das lipoproteinas e apontado novos alvos para intervencdes farmacologicas para
normalizar o perfil lipoprotéico e reduzir o risco de aterosclerose.

Camundongos normalmente ndo expressam a CETP e por isso s&o modelos
muito Uteis para o estudo da expressdo dessa proteina. Em estudos prévios
verificou-se que a expresséo da CETP resulta em diminuicdo do colesterol da
fragdo HDL (AGELLON, et al, 1891). Quando expressa em niveis supra-

fisiolégicos, a CETP pode induzir um aumento de lesdes aterosclerdticas em
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camundongos transgénicos {MAROT! et. al.,, 1993). Em contrapartida, se expressa
em condigbes de hipertrigliceridemia basal (transgénicos para apoClll), a CETP
promove uma reducao das lesdes aterosclerdticas (HAYEK, ef al.,, 1995).

Outro achado importante de estudos prévios com animais transgénicos para
CETP foi a demonstragéo de que sua expressdo (tanto RNAmM como proteina) é
estimulada pelo colesterol da dieta (JIANG, ef af., 1992). Além disso, elementos
regulatérios responsivos ao colesterol da dieta foram mapeados no promotor do

gene da CETP (OLIVEIRA, ef al., 1996).

Horménios da tiredide e metabolismo das LP

Os hormonios da tiredide alteram a sintese de proteinas e o metabolismo
de um modo geral. Eles podem fer uma agdo celular ndo-gendmica (efeitos na
membrana plasmatica e nas mitocondrias) ou gendmica (nuclear). T3 e T4
circulantes penetram no citoplasma e em alguns tecidos o T4 é convertido na
forma ativa, T3, através da acéo da S'deiodinase. O T3 passa para o nicleo onde
liga-se a receptores nucleares especificos de alta afinidade para atuarem na
transcrig@o génica. O complexo T3-receptor reconhece sequéncias especificas de
nucleotideos do DNA de genes regulados pelos hormdnios da tiredide. Essas
sequéncias sdo denominadas elementos responsives aos hormonios da tiredide
ou TRE. Varios TRE foram descritos recentemente (BRENT, ef. a/, 1994). Os
receptores nucleares de T3 podem formar dimeros entre si (homodimeros) ou com
outros receptores nucleares (heterodimeros), tais como o receptor do acido 9-
cisretindico (RXR), e entéo ligam-se aos TRE. O complexo hormdnio-receptor-

DNA pode ainda interagir com outros fatores de transcricio (co-ativadores ou co-
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repressores) que induzem a regulagdo ftranscricional positiva ou negativa
(MOTOMURA & BRENT 1998).

O excesso de hormdnios da firedide circulante pode levar ao
hipertirecidismo ou tireotoxicose. O principal efeito metabdlico € uma elevagéo
significativa da taxa metabdlica basal que leva a disfungéo de varios sistemas, tais
como o cardiovascular, muscular e nervoso. Diminuicdo da massa adiposa € uma
caracteristica tipica desse estado (MOTOMURA & BRENT, 1998). Muitos destes
efeitos s&o0 desencadeados por estimulacido do namero de receptores f-
adrenérgicos em varios orgédos (ROS ef.al, 1988; MOTOMURA & BRENT, 1998).
Por outro iado, a diminuigdo das concentragbes de T3 e T4 no plasma
(hipotireoidismo} leva a diminuicdo da taxa metabdlica basal com consequente
aumento de peso corporal €, entre outros sintomas, mixedema e bocio.

Os hormonios da tiredide causam mudltiplas alteractes no metabolismo das
lipoproteinas plasmaticas. Em seres humanos e animais experimeniais com
hipotirecidismo €& frequente a ocorréncia de hipercolesterolemia (HEIMBERG ef
al., 1985), podendo ocorrer aumento (NIKKILA ef al, 1972) ou diminuic&do
(SALTER, ef al, 1991) da trigliceridemia. C aumento da concentracéo de
colesterol plasmatico encontrado no hipotireoidismo deve-se principalmente a um
aumento da fracdo LDL (CHAIT, ef al., 1979; THOMPSON, et al., 1981; STAELS,
ef a/., 1990; SALTER, et al, 1991). Quando ao hipotirecidismo associa-se uma
dieta rica em colesterol e acidos graxos saturados, ocorre também aumento de
VLDL juntamente com o aumente da LDL (SALTER, et al, 1991). Em

contrapartida, no hipertirecidismo ocorre redugdo dos niveis de VLDL e LDL
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(MULS, ef al., 1982; FRIIS, et al., 1987).

O principal evento responsavel pela variagéo da concentragdo de LDL na
disfungdo tireoidiana é provavelmente a alteracdo do nimero de receptlores
hepaticos para essa LP. No hipotireoidismo verificou-se diminuicdo e no
hipertireoidismo, aumento do RNAmM deste receptor (SCARABOTTOLO, ef a/,
1086, CHAIT, ef al, 1979, THOMPSON, ef al, 1981, STAELS, et al, 1990;
SALTER, et al., 1891).

Assim como ocorre com os receptores de LDL, no hipotireocidismo
experimental em ratos também ocorre redugio da expressédo de LRP. No entanto,
0 tratamento com tiroxina eleva os receptores de LDL mas nao altera a expresséo
de LRP (SZANTO, et al., 1992).

Embora n&o se conhega qual a infludncia do ndimero de receptores de
VLDL sobre o clearance dessas lipoproteinas, foi observado um efeito bastante
potente dos hormdnios da tiredide sobre o nimero de receptores e a abundancia
de seu RNAmM no musculo esquelético de ratos. Os receptores de VLDL estavam
80% reduzidos em animais hipotirecideos e 300% aumentados nos
hipertirecideos. Essas manobras experimentais nac afetaram os recepiores de
VLDL do tecido adiposo e do coracg@o (JOKINEN, et a/., 1994).

A resposta dos niveis plasmaticos de HDL em seres humanos com
disfuncéo tirecidiana € bastante variavel. Enquanto a maior parte dos trabalhos em
pacientes hiperiirecideos descrevem um decréscimo da concentragdo da HDL
(MULS, ef al., 1982; FRIIS, ef al., 1987; TAN, ef a/., 1998a), no hipotirecidismo ela
pode estar aumentada (MULS, ef a/., 1984; FRIIS, ef al,, 1987; TAN, et a/., 1998 a

e b), normal (VERDUGO, ef a/., 1987} ou diminuida (AGDPA, ef a/., 1979).
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O comportamento da concentragdo sérica de HDL e apoAl parece ser
espécie- especifica. Enquanto em pacientes a concentragéo plasmatica de apoAl
encontra-se diminuida no hipertireoidismo e aumentada no hipotirecidismo
(O'BRIEN, ef al., 1997; MULS, ef al, 1985), em ratos ocotre © contrario. Em
animais hipertireoideos observa-se aumento da concentracdo sérica de HDL e
apoAl e nenhuma variagdo significativa na concentragéo de apoAl nos animais
hipotirecideos (MOORADIAM, ef al., 1996, WILCOX, et al., 1991, HEIMBERG, ef
al., 1985).

Verificou-se em animais gue a friiodotironina (T3) é um mediador potente da
expresséo do gene da apoAl (ROMMEY, et al., 1992), onde os elementos cis-
atuantes responsivos aos hormonios da tireéide foram mapeados na extremidade
5' do gene. A estabilidade e maturagdo do RNAm da apoAl estdo estimuladas
pelos hormdnios da tiredide (VANDENBROUCK, ef al, 1995 SOYAL, et al,
1995). Embora a abundancia do RNAm hepético da apoAl seja estimulada pelos
hormdnios da tiredide (STAELS, ef al,1990; STROBL, ef al, 1992,
VANDENBROUCK, ef al., 1995: MOORADIAN, ef al.,1996), a secregéo de apoAl
por hepatécitos pode no estar alterada (VANDENBROUCK, ef al., 1995). Ja a
secrecdo intestinal da apoAl esta estimulada no hipertireoidismo (WILCOX, et al,
1988).

Vérias outras proteinas e enzimas do metabolismo do colesterol s&o
reguladas por horménios da tiredide, tais como LPL, LH, ACAT, HMGCo-A
redutase, LCAT e CETP.

Em pacientes com hipotireoidismo ocorre uma diminuicdo da atividade da

LH e LPL, enquanto em hipertireoideos observou-se aumento da atividade da LH
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mas nenhuma alteragdo da LPL (VALDEMARSSON, et al, 1983 e 1984,
HANSSON, ef al., 1983, TAN, ef al, 1998b). Também em ratos hipotireoideos
verificou-se diminuicdo da LH enquanto a LPL permaneceu inalterada (MURASE,
et al., 1980). Hepatocitos estimulados por horménios da tiredide apresentam
aumento da liberagéo de LH (HANSON, ef a/., 1986). No entanto, o RNAm da LPL
aumentou em animais hipotirecideos e diminuiu nos hipertirecideos em musculo
esquelético, coragdo e adiposo (JOKINEN, et al, 1994). ZERBINATTI e
colaboradores (1991) observaram que a lipdlise intravascular de particulas ricas
em TG variava com a fun¢o tireocideana de ratos devido a alteragbes da remogéo
plasmatica dessas particulas e nao da velocidade de hidrolise de TG. Enquanto no
hipotirecidismo houve um retardo, no hipertireoidismo houve aceleracdo da
remogcao plasmatica de particulas ricas em TG, mas a hidrélise in vivo dos TG nédo
estava alterada. STAELS, ef al, 1990, mostraram que a expressao da LH nao é
modificada pelos hormonios da tiredide em ratos.

A esterificagdo infracelular de colesterol medida em hepatocitos de ratos
hipotireoideos encontra-se diminuida, apesar da atividade da ACAT (acil Co-A:
colesterol aciltransferase), medida com substrato exégeno, néo ter se modificado
(SALTER, et al., 1991). FIELD et al. (1986) verificaram diminuigéo da atividade da
ACAT no figado e aumento no intestino de ratos hipotirecideos. O fratamento com
tiroxina reverteu esses efeitos.

Quanto & atividade da LCAT, VALDEMARSSON et al. (1984) observaram
que a habilidade de esterificacéo de colesterol estava aumentada em plasma de
pacientes hipertirecideos, diminuindo apds o tratamento. No entanto, a velocidade

de esterificacdo com substrato exdgeno estava normal.
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A sintese de colesterol medida como atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase (HMG-Coa red) encontra-se diminuida no figado de
hipotireoideos e aumentada no figado e intestino de hipertireoideos (FIELD, et al.,
1986). Embora a sintese corporea de colesterol esteja aumentada no
hipertireoidismo, a hipocolesterolemia frequente nestes casos resulta de uma
excrecdo biliar de colesterol também muito aumentada (MOTOMURA & BRENT,
1998). Além disso, a enzima colesterol 7 alfa hidroxilase € sensivel e rapidamente

estimulada por hormonios da tiredide (NESS, ef al., 1991).

Regulagédo hormonal da CETP

A expressao da CETP pode ser regulada por estimulos nutricionais,
inflamatérios e hormonais.

Os estados de jsjum e alimentado também modificam a expresséo do gene
da CETP. O RNAm da CETP no tecido adiposc e musculo cardiaco esta
aumentado apds 12 horas de jejum quando comparado a alimentagao com dieta
rica em carboidratos (JIANG, et al.,1991). Esses dados sugerem que a diminuigao
do RNAm da CETP no tecido adiposo e muscular no estado alimentado pode estar
relacionada a agao da insulina.

Hormonios sexuais sdo potentes moduladores do metabolismo das
lipoproteinas. Em geral, esteroides estrogénicos aumentam os niveis de HDL,
enquanto os androgénicos tém efeito oposto (CROOK, et al, 1990). Esterdides
gonadais afetam os niveis de HDL por alteracéo da sintese de apoAl e da
atividade da lipase hepatica. A CETP plasméatica também e alterada por

hormdnios esterdides. A atividade plasmética da CETP diminui durante a gestacao
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em coelhos, no entanto, estd aumentada no terceiro trimestre de gravidez em
seres humanos, sugerindo um efeito dos hormdnios sexuais sobre a expressao da
CETP {TALL, 1993).

Terapia com corticoesterbides resulta em reducdo da CETP no plasma de
individuos normais e com sindrome nefrética (MOULIN, ef a/.,1992). Além disso,
dose Unica de cortisona leva a uma drastica redugdo de RNAm de CETP em
animais transgénicos para CETP (MASUCCI-MAGOULAS, &f a/.,1935).

Hormbnios da tiredide sao reguladores metabdlicos e de expressao génica
(SAMUELS, ef a/,1988) envolvidos em quase todos 0s aspectos das atividades
fisiologicas normais. Recentemente o efeito dos hormdnios da tiredide sobre a
CETP foi investigado. RITTER ef al,1996, ndo observaram diferengca na
concentracdo plasmatica de CETP de individuos hipotirecideos, porém verificaram
uma diminuicdo na atividade de iransferéncia de CE, sugerindo que essa
diminuicdo de fransferéncia seja secunddria a modificacdes das lipoproteinas
receptoras (VLDL e LDL) de CE. TAN ef al (1998a) verificaram aumento na
atividade da CETP em individuos hipertireoideos e diminui¢Zo nos hipotireoideos,

quadro que foi revertido com o tratamento para restabelecer a funcéo tirecideana.
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OBJETIVOS

Disfungtes da tiredide resultam em multiplas alteragbes do metabolismo
das LP. Elevacao da concentragéo de LDL no hipotireoidismo e redugao desses
no hipertirecidismo sfio as alteragdes mais consistentes e frequentes e
provavelmente refletem a regulagéo do numero de receptores de LDL pelos
hormdnios da tiredide. O efeito dos horménios da tirdide sobre o metabolismo de
HDL é menos compreendido. Assim o objetivo desse trabalho foi investigar o
efeito dos hormdnios da tiredide sobre:

- o perfil de lipoproteinas plasmaticas;

- a velocidade de catabolismo intravascular da HDL,

- a captacgao tecidual do colesteril éster de HDL,

- a atividade das duas principais proteinas que modulam o metabolismo de HDL: a
CETP e a lipase hepatica.

Para tanto, utilizamos o modelo experimental do camundongo transgénico
que expressa niveis fisiologicos de CETP humana, o que torna seu sistema de

transporte de colesterol mais semethante ao do ser humano.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados para esse estudo, camundongos C57BL/6J e transgénicos
para CETP humana, derivados da linhagem 5203 (JIANG, ef al. 1982} de ambos
os sexos, com 8 a 11 meses de idade. Esses animais foram subdivididos em 4
grupos: hiper e hipotirecideos e seus respectivos controles. Os animais
hipertireoideos foram tratados com triiodotironina (T3} (SIGMA), 25ug/100g de
peso, via intraperitoneal (IP) durante 7 dias seguidos (DE LUISE, ef a/., 1989). Nos
controles foi injetado 0 mesmo volume de solugdo salina. Os hipotirecideos foram
tratados com Propiltiouracil (PTU) (SIGMA) na agua de beber, durante 3 semanas
(MURASE, et al.,1980; ZERBINATTI, ef a/,1991). A primeira semana com uma
concentracdo de 0,1%, a segunda semana com 0,05% e na terceira 0,08%. Seus

controles receberam agua de beber comum (torneira).

Isolamento e marcagio da HDL com colesterol radioativo

Utilizou-se o método descrito anteriormente por OLIVEIRA & QUINTAO
1996, para a marcagdo da HDL com colesteril eter friciado. Para tanto, obteve-se
misturas de plasmas de doadores normolipidémicos que nao estavam em jejum.
Aproximadamente 20mL da mistura plasmatica foi ajustada a densidade 1,125
g/mL com KBr (0,202 g/mL) e ultracentrifugado no rotor 50 ti, a 4°C, 40.000 rpm,
por 40 horas. Descartou-se os 2 mL sobrenadantes de cada tubo e dializou-se o
infranadante (d<1.125) que contém HDL3 e proteinas plasmaticas. 50 uCi de [1,2

*H(N)] - colesteril oleoil éter dissolvido em 100pL de etanoi absoluto foi adicionado,
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gota-a-gota, aos 10mL da fracéo de d>1.125, sob agitagdo. A mistura foi entéo
transferida para os tubos do rotor 50 ti e incubada a 37 °C por 20 horas em rotor
de tubos (Tube rotator, Scientific Equipament Products, EUA) a 20 rpm. Nesse
tempo de incubacéo o *H colesteril éter é incorporado as HDL por agéo da CETP
que encontra-se na frag&o de d > 1,21. Em seguida, ajustou-se a densidade para
1.21 g/imL e uitracentrifugou-se a 40.000 rpm, 4 °C, por 40 horas para obtengao de
HDLs (1.125 < d < 1.21) marcada com “H colesteril éter (*HCet-HDL). Essa foi
exaustivamente dializada contra salina 0,15M e esterilizada em filtro Millipore

0,22um. A eficiéncia da marcagéo variou entre 25-30%.

Estudo cinético da HDL marcada com colesteril éter radioativo

No ultimo dia de tratamento injetou-se (IP) 0,1 mL de uma solug&o de HDL
marcada com colesteril éter triciado (*HCet- HDL) contendo 1.000.000 dpm. 50uL
de sangue da ponta da cauda foram coletados em capilares heparinizados nos
tempos 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 24 horas, apbs a injegéo da “HCet- HDL. Logo
ap6s a coleta, os capilares foram centrifugados em uma centrifuga de hematécrito
(CELM) por 5 min a 12000 rpm. Transferiu-se 20uL de plasma para frascos de
contagem contendo 3 mL de liquido de cintilagdo (SARDI) e determinou-se a
radioatividade em um cintilador beta Beckman LS6000TA. Na ultima coleta de 24
horas apos a injegao de *HCet-HDL, os animais foram anestesiados com injecéo
IP de Rompum® (Bayer), 16mg/kg de peso corporal, e Vetanarcol® (Kénig),
50mg/Kg, para exsanguinago total via plexo retroorbital.

A taxa fracional de remoc¢ao plasmatica do SHCet- HDL foi calculada como a
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inclinaééo da curva de desaparecimento da radioatividade no plasma (do pico
maximo até 8 horas apds a injecéo) pelo ajuste de curva exponencial utilizando-se
o programa Microcal™ Origin ™ 4.1, O tempo de residéncia da HDL na circulagéo
foi calculado como a drea sob a curva da radioatividade normalizada (pico maximo

= 1) (TA!, 1994).

Estudo da captagdo tecidual de colesteril éter da HDL

Para a extragéo de lipides teciduais apds a exsanguinagfo, perfundiu-se o
animal com 10 mL de solugéo fisiologica via ventriculo direito, com secgao da
aorta abdominal distal. Coletou-se uma parte do figado, intestino delgado, baco,
coracdo, tecido adiposo, musculo (abdominal), pulmbes, adrenais, rim e gbnadas
{ovario e testiculo). Foram feitos “pools™ das adrenais e ovarios de animais do
mesmo grupo. Os o6rgdos removidos para extragdo lipidica foram estocados a -
20°C. Os tecidos (0,1 - 0,5g) foram descongelados e macerados em tubos de
vidro de 15mL, aos quais foram adicionados 3,5mL de metanol (Merck®) e 7mL de
Cloroférmio (Merck®). Os tubos foram deixados em repouso & temperatura
ambiente_ por uma noite, tempo suficiente para decanta¢do dos residuos do tecido
delipidado. No dia seguinte, o extrato foi filtrado em um papel fiitro tipo 50, e a
esse adicionou-se 2,3mL de agua destilada. Apés um noite em repouso, a fase
aquosa superior foi substituida por uma solugdo de cloroformio/ metanol/agua
(3:48:47, viv) e seguiu-se outro periodo de repouso de 24 horas. A fase superior
foi entdo descartada e o extrato transferido para frascos de contagem e evaporado

com ajuda de ar comprimido em uma capela de exaustdo. Apds a secagem,
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adicionou-se 10 mL de liquido de cintilagdo (Sardi) e determinou-se a

radioatividade em um cintilador g (Beckman LS 6000 TA).

Dosagens Bioquimicas

Para o diagndstico de hiper e hipotirecidismo dosou-se Tiroxina (T4) total
no plasma dos camundongos utilizando-se o Acess® Immunoassay System -
33800. Essas dosagens foram feitas no laboratério Previab - Laboratério Clinico -
Campinas-SP.

Os perfis hepatico renal e lipidico foram feitos no Laboratério de Patologia
Clinica - Faculdade de Ciéncias Médicas - Universidade de Campinas - SP. Foram
dosados: uréia, creatinina, aspartato-aminotransferase (AST), alanina-
aminotransferase (ALT), fosfatase-alcalina (FALC), HDL-colesterol, colesterol total,
triglicerideos (TG) no analisador automatico MEGA utilizando-se 0s reagentes da

Merck Diagnostic®.

Fracionamento das Lipoproteinas

Foram feitos “pools” de plasma fresco dos 4 grupos de animais tratados e
controles. Esses foram submetidos & cromatografia liquida de alta resolugdo
(FPLC) utilizando-se coluna de superose 6 para 0 fracionamento das lipoproteinas
(VLDL, LDL e HDL) (JIAQ, et al. 1990; MASUCCI-MAGOULAS, et al., 1996). Nas
40 fracdes eluidas da coluna foi determinado a quantidade de colesterol total em
analizador automético COBAS utilizando “kit" enzimatico da Boehringer

Mannheim.
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Atividade da CETP no plasma:

Uma mistura de VLDL+LDL foi obtida por ultracentrifugacdo de plasma de
doadores normolipidémicos e utilizada como lipoproteinas receptoras. HDL
também obtida por uliracentrifugagéo de plasma de doadores normolipidémicos e
marcada radioativamente com 'C-colesteril-éster ('*CCE), como descrito acima
para o colesteril éter friciado. O ensaio isotdpico consiste em uma reacédo
contende 50ug de proteina de VLDL+LDL, 10000dpm de "CCE-HDL e 10uL do
plasma fonte de CETP em um volume final de 100uL. A mistura € incubada a 40°C
por 2 horas. Em seguida, adiciona-se a mistura 400uL de tampao
tris(10mM)/salina(150mM)/EDTA(1mM) e 50uL de coquetel de precipitacio das
lipoproteinas que contém apoB (partes iguais de sulfato de dextrana 1,6% e MgCl,
1,0M) e espera-se 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras sdo entéo
centrifugadas a4 12000rpm por 30 minutos. 450uL do sobrenadante séo
recuperados e misturados a 2 mL de solug&o cintiladora para determinagio da
radicatividade remanescente nas HDL. No ensaio s&o utilizados sempre 2 blanks
(tubos com salina) e 2 controles-negativos (tubos com plasma de camundongo
nao-transgénico). Os resultados s&o expressos como % de '“CCE transferido da
HDL para as V+LDL:

%CE transferido = (dpm blank - dpm amostra) x 100/dpm biank
Atividade da lipase hepatica (L.H})

A atividade da enzima LH foi determinada de acordo com Ehnholm & Kuusi

(1986) através de incubacdo do plasma pré e péds heparina (100UW/Kg,
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intraperitoneal} com um substrato de goma arabica e trioleina marcada com °H (o
radioisotopo esta ligado ao &cido graxo) pH=8,5, 37 °C por 1 hora. A enzima
hidrolisa a ligagdo glicerol-acidos graxos. Os acidos graxos livres liberados foram
extraidos com metanol/cloroférmio/heptana (1,4:1,25:1) em pH=10,5 para medida
da radioatividade. A atividade da enzima lipoproteina lipase periférica (LPL) foi

inibida pela presenga de 2,0M de NaCl no meio de incubagao.
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RESULTADOS

Indugéo de hipo e hipertireoidismo em camundongos CETP transgénicos

Camundongos machos e fémeas CETP transgénicos, pesando entre 25 e
35g, com 10 a 11 meses de idade foram usados para indugdo do hiper e
hipotirecidismo experimental. O hipertireoidismo foi obtido através de injecbes
intraperitoneais de 5 pg/animal de triiodotironina (T3) em solugéo salina
alcalinizada, diariamente durante 7 dias. Os animais controles receberam as
injecdes intraperitoneais diarias apenas com a salina. Para indugdo do estado
hipotireoideo, os animais foram fratados com uma solucdo aquosa de
propiltiouracil (PTU) por 3 semanas como unica fonte de agua de beber. Como os
animais diminuiram muito a ingestéo da solucdo de PTU 0,1% na primeira semana
do tratamento, diminuimos a dosagem para 0,05% na segunda semana e
aumentamos para 0,08% na terceira semana do tratamento. Os controles
receberam agua comum ad fibitum.

As concentrages plasmaticas dos hormdnios nos 4 grupos de animais ao
final dos tratamentos sdo apresentadas na Tabela I. Como era esperado, esses
resultados mostram a eficiéncia dos 2 tratamentos, i. e., as altas concentragbes
plasmaticas de T3 provocadas pelas injecbes diarias induziram o bloqueio da
secrecéo tireoideana de tiroxina nesses animais. Também a ingestéo oral de PTU
inibiu a secreco tirecideana de tiroxina.

Como podemos observar na Tabela ll, ndo houve variagéo significativa do
peso corporal dos animais hipertirecideos apds o tratamento hormonal. No

entanto, o consumo de ragéo aumentou significativamente sugerindo que 0 gasto
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energético desses animais também esta aumentado, como esperado.

Nos animais tratados com PTU houve um menor consumo de ragéo e de
dgua, tanto nos machos quanto nas fémeas (Tab.Mll). Isto repercutiu na diminuigcao
significativa do peso final apenas nos machos. Através da observagdo mais
detalhada do padréo alimentar desses animais durante o tratamento (Fig.1),
verificamos que na primeira semana, com PTU a 0,1%, ocorreram variagbes mais
intensas. Apds esse periodo, pudemos observar uma recuperagio no consumo de

ragao e agua e do peso, tendendo a normalizagio.

Efeito dos hormdnios da tireéide sobre parametros bioquimicos do sangue
de camundongos CETP transgénicos:

A tabela IV mostra uma avaliag&o bioguimica dos niveis de lipides, enzimas
hepaticas e uréia e creatinina no plasma dos animais com hipo ¢ hipertirecidismo
e seus respectivos controles. Encontramos uma diminuicdo significativa da
concentracéo de colesterol total e do colesterol da fraggo HDL e aumento de TG
no plasma dos animais hipertireoideos. Esses resultados foram confirmados por
uma metodologia mais adequada, a cromatografia liquida de alta resolucéo
(FPLC), descrita a seguir. Também foi observado um aumento significativo da
fosfatase alcalina, achado ja descritc na literatura para o hipertireoidismo
(MOTOMURA & BRENT, et a/., 1998), e decréscimo dos niveis de creatinina. Com
relacdo aos animais hipotireoideos, a Unica variagdo encontrada entre 0s animais
tratados e controles foi uma diminuicdo dos niveis de colesterol da fragdo HDL.
Esse achado ndo foi confirmado por FPLC. Isso provavelmente aconteceu porque

o método de precipitagao de lipoproteinas para obtencdo da frago de HDL e
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altamente suscetivel a interferentes. Esse é bastante grosseiro se comparado aos

métodos-referéncia como a ultracentrifugacéo e FPLC.

Efeito dos horménios da tiredide sobre o perfil de lipoproteinas de
camundongos CETP transgénicos:

O perfil de lipoproteinas plasmaticas obtido por cromatografia liquida de alta
resolugéo (FPLC, “fast protein liquid chromatography™) dos animais hipertirecideos
& apresentado em valores absolutos (concentracdo de colesterol em cada fracdo)
na Fig.2 e em valores relativos (distribuicdo percentual de colesterol em cada
fragéo) na Tab.V. Observamos um aumento significativo do colesterol da fracéo
VLDL e redugdo paralela da HDL. O principal efeito do hipertireoidismo descrito
(MULS, ef al. 1982; FRIIS, ef al. 1987) é a redugdo dos niveis de VLDL e LDL.
Esse efeito e atribuido a um aumento do nimero de receptores para LDL,
inclusive ao nivel de RNAm do receptor (CHAIT, 1979; THOMPSON, 1981:
STAELS, et al., 1990; SALTER, ef al., 1991). Por outro lado, ZERBINATTI, ef al,,
1991 mostraram uma diminuigdo significativa da lipdlise intravascular de
lipoproteinas ricas em triglicérides em ratos hipertireoideos. Isso poderia explicar o
aumento da fragdo das VLDL encontrado por nés. A redugéoc de HDL nos
hipertireoideos encontrada por nés esta de acordo com outros trabalhos (MULS, ef
al., 1982; FRIIS, et al,, 1987; TAN, et af., 1998).

O perfil de lipoproteinas plasmaticas dos animais com hipotireoidismo é
apresentado na Fig. 3 (valores absolutos) e Tab. VI (distribuicio percentual).
Encontramos um aumento significativo do colesterol da fragio LDL. Entre as

muitas alteragbes conhecidas no transporte das lipoproteinas no estado
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hipotireoideo, a elevagéio das concentragdes de LDL é a variagdo mais consistente
observada em seres humanos (CHAIT, ef af, 1979; THOMPSON, ef al., 1981;
QUINTAOQ, et al,, 1992). A HDL encontra-se aumentada, normal ou diminuida no
hipotirecidismo (VERDUGO, ef al., 1987). O aumento da lipdlise intravascular das
lipoproteinas ricas em triglicérides descrito em ratos hipotirecidecs (ZERBINATTI,
ef al, 1991) poderia ser a causa do aumento das LDL. No entanto, ndo
verificamos uma concomitante redugéo das VLDL nesses animais, o que sugere
que uma redugé@o do numero de receptores de LDL é provavelmente responsavel

por essa alteragio.

Efeito dos horménios da tiredide sobre a velocidade de remogao plasmatica
e captagdo tecidual do colesteril ester de HDL. em camundongos CETP
transgénicos

Para avaliar mais especificamente o metabolismo das HDL frente a
manipulacdo da fungéo tirecideana (fratamentos com T3 e PTU) realizamos
estudos cineticos da remocao plasmatica de HDL marcada radioativamente e sua
captacéo tecidual. A HDL foi marcada com um analogo do colesteril éster, o
colesteril-oleoil-éter, o qual ndo é metabolizado intracelularmente e, portanto, uma
vez captado pelos tecidos ndo retorna a circulagéo sanguinea. Optamos por uma
administrac&o intra-peritoneal, que é muito mais facil tecnicamente do que a via
endovenosa. Esta opgdo é legitma, uma vez que a HDL é uma lipoproteina de
origem muiitipla, i.e., ela é secretada diretamente pelo figado, ou intestino ou ainda
pode originar-se do intersticio. As curvas de aparecimento e desaparecimento da

HDL radioativa no plasma dos animais com hiper e hipotireoidismo experimental e
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de seus controles.sZo apresentadas nos anexos 1 e 2, respectivamente. Através
do ajuste de curvas exponencial a partir do pico maximo de radioatividade até 8
horas apds a injecdo da HDL estimamos a velocidade de catabolismo
intravascular da HDL (taxa fracional de remogdo). A area total sob as curvas
normalizadas de radioatividade no plasma, representa o tempo medio de
residéncia das particuias na circulagdo, medido no periodo de 24 h. Esses
parametros estdo apresentados na Tab. V. Verificamos que, nos animais
hipertireoideos, a velocidade de remocao plasmatica das HDL é 1,9 vezes maior e
o tempo medio de residéncia das HDL no compartiimento plasmatico € 1,7 vezes
menor que em seus controles. Esses dados podem explicar a diminuicio dos
niveis de HDL-colesterol encontrada na avaliacdo bioguimica (Tab.lV) e no
fracionamento do plasma por FPLC (Fig.2 e Tab.V). Ndo houve diferenca
significante na velocidade de remog¢do plasmatica da HDL nos animais
hipotirecideos {Tab. VII). O que também foi verificado nas medidas estaticas desta
lipoproteina no plasma por FPLC (Fig.3 e Tab.VI).

O estudo da captacdo tecidual do colesteril éter da HDL injetada inira-
peritonealmente nos 4 grupos de animais € apresentado na figura 4
(hipertireoideos vs. controles) e figura § (hipotireoideos vs. controles). Entre os 11
érgéos investigados, houve uma maior captagdo de colesteril éter da HDL pelo
musculo esquelético dos animais hipertireoideos (p<0,02) e menor captagdo pelo
intestino delgado e bago (p<0,05) (fig.4). Nos animais hipotireoideos, a captagéo

de colesteril éter da HDL foi significativamente menor no intestino delgado (fig.5).
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Efeito dos hormdnios da tireéide sobre a atividade da CETP e da lipase
hepatica no plasma de camundongos CETP transgénicos:

A atividade da CETP tem sido inversamente correlacionada a concentracao
de HDL-colesterol (TALL et al, 1987; TALL, 1995; TATO, ef af,, 1995; TALL et a/,
1987: INAZU, ef al, 1990) e por isso foi avaliada nesse trabalho. Na Tab.VIll
apresentamos a atividade da CETP no plasma dos camundongos transgénicos
hiper e hipotirecideos e de seus controles. Verificamos que houve um aumento de
cerca de 2 vezes na atividade da CETP no plasma dos hipertireoideos, enquanto
que nenhuma variagéo desta foi detectada no plasma dos hipotireoideos. Portanto,
nossos achados demonstram que os hormonios da tiredide regulam positivamente
a CETP e reforgam a idéia de que a CETP tem papel determinante na
concentracao de colesterol da HDL.

Outra proteina que modifica a concentragdo plasmatica da HDL ¢é a lipase
hepética (HL). Para avaliar a atividade desta enzima outro grupo de camundongos
fransgénicos para CETP foi induzido ao hipertirecidismo. Os resultados séo
apresentados na Tab. IX. Observamos que o tratamento com T3 resultou em
diminuicdo da atividade da LH e aumento dos acidos graxos livres e triglicerideos

no plasma, tanto pré quanto pds administragdo com heparina.
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DISCUSSAO

Nesse trabalho investigamos os efeitos do excesso e da deficiéncia de
hormonios da tiredide sobre o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas, mais
especificamente da HDL, em camundongos transgénicos que expressam a
proteina de iransferéncia de colesteril éster, CETP. Verificamos que no estado
hipertirecideo houve elevacdo da concentracéo plasmética de triglicerideos totais
e de colestero! de VLDL e redugédo do colesterol de HDL. Embora varios estudos
in vitro tenham descrito uma redugao da secrecio hepatica de VLDL, em animais
experimentais e pacientes hipertireoideos a concentragéo plasmatica de TG &
bastante variavel (HEIMBERG, ef al., 1985). Tanto influéncias hormonais como a
disponibilidade de substratos séo importantes reguladores da sintese e secrecéo
de VLDL. O aumento da lipdlise no tecido adiposc no hipertireocidismo
(OPENHEIMER, et af, 1987 e 1991) leva a um aumento da concentragdo de
acidos graxos livres no plasma, também observado por nds (Tab. IX), o que
poderia estimular a secregcdo hepatica de VLDL. De maneira oposta a lipdlise
intracelular, a lipdlise intravascular mediada pela lipoproteina lipase, pode estar
diminuida (ZERBINATTI et a/, 1991) no hipertireoidismo, o que poderia explicar
um aumento da VLDL independemente de sua taxa de secregio.

Por outro lado, varios trabalhos demonstram um cfearance de LDL
aumentado no hipertirecidismo e diminuido no hipotireoidismo (RGCSS, et a/,
1974; SIKES, ef al, 1981; THOMPSON, ef ai., 1981). Isso acontece porque os
hormonios da tiredide modulam a atividade dos receptores de LDL (CHAIT ef. al.,

1979; STAELS, et al, 1990; SALTER, et af, 1921) levando a um aumento da
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concentragdo plasmatica de LDL no hipotireoidismo, o qual geralmente & revertido
com o tratamento da doenca tireoideana. Esse aumento de LDL no plasma
também foi observado em nossos animais hipotireoideos.

O efeito dos hormdnios da tiredide sobre o metabolismo das HDL € menos
compreendido. A concentragéo plasmatica da HDL ppde estar normal (NISHITANI,
etal 1990) ou diminuida (MULS, et. al., 1982; FRIS, ef. al, 1987; TAN, et al,
1998) em pacientes com hipertireoidismo, enquanto no hipotireoidismo, ela pode
estar aumentada (FRIIS, ef. a/, 1987, MULS, ef. al, 1984, TAN, etf. al, 1998),
normal (VERDUGO, et. al, 1987) ou ainda diminuida (AGDPA, et. al., 1979). Os
niveis plasmaticos de apoAl s&o também variaveis. Geralmente reflstem os niveis
de HDL e dependem das velocidades de secrecdo e de remocgdo dessas
particulas. No hipertireoidismo experimental ocorre um aumento de RNAm de
apoAl e diminuicdo de RNAm de apoAll (VANDERBROUCK, et al, 1983
MOORADIAN, etf. al., 1996; STROBL, ef. al, 1992), porém a secregéo de apoAl
nao estd aumentada em células hepaticas estimuladas por hormdnios da tiredide
(VANDERBROUCK, et. al., 1995). A secregéo intestinal de apoAl para a linfa esta
aumentada em ratos hipertireoideos (WILCOX, ef. al,, 1988).

Encontramos uma reducdo dos niveis plasmaticos de HDL-colesterol nos
camundongos transgénicos hipertireoideos e nenhuma variacdo nos
hipotirecideos. Diferentemente dos pacientes hipertireoideos e dos camundongos
transgénicos para CETP, ratos nos gquais foi induzido hipertirecidismo exibem
hiperalfalipoproteinemia (HEIMBERG, et. al., 1985). Um fator importante que afeta
os niveis de HDL estad ausente nos ratos e presente nos seres humanos & nos

camundongos transgénicos, a CETP. Essa proteina pode ser, pelo menos
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parcialmente, responsavel pela resposta diferencial entre ratos e pacientes
hipertirecideos, como veremos a seguir. Como dissemos anteriormente, a
atividade da CETP tem sido inversamente correlacionada a concentragéo de HDL-
colesterol (TATO, ef. al, 1995; TALL, ef. al, 1987). Nesse trabalho, verificamos
que a atividade da CETP é regulada positivamente pelos hormonios da tiredide,
isto €, houve um aumento de cerca de 2 vezes na atividade da CETP no plasma
dos transgénicos hipertirecideos, enguanto que nenhuma variagdo dessa foi
detectada no plasma dos hipofirecideos. O ensaio isotopico utilizado para medir a
atividade da CETP é indicative da guantidade {massa) da proteina no plasma.
Dois estudos recentes sugerem variagbes na atividade da CETP frente a
disfuncéo tireoideana (TAN, ef. al., 1998a; RITTER, ef. a/, 1996). RITTER, ef af.,
1996, mostraram que a atividade da CETP estava reduzida em mulheres com
hipotirecidismo e que retornava aos niveis normais apds tratamento por reposicio
hormonal. TAN, ef al. (1998a), também estudando mulheres, mostraram que a
atividade da CETP estava aumentada nas pacientes com hipertirecidismo e
diminuida naquelas com hipotirecidismo, e que, essas variagbes foram corrigidas
quando os niveis hormonais normalizaram-se. Nossos resuitados do grupo
hipertireoideo estdo de acordo com os obtidos por TAN ef al.. No entanto, n&o
encontramos as variagBes opostas esperadas no grupo hipotirecideo. Muitos
fatores podem ter contribuido para isso, tais como, tipo, grau e duragédo do estado
hipotireoideo, além da diferenca na espécie estudada. Nos dois {trabalhos
mencionados acima, foram estudadas mulheres com hipotireoidismo por doenga
autoimune, tireoidectomia parcial, terapia com iodo radioativo e cretinismo.

Qutro processo que poderia explicar a reducéo dos niveis plasmaticos de
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HDL dos animais hipertireoideos seria uma velocidade aumentada de sua
remogéo plasmética em consequéncia de sua captagdo pelos tecidos, seja
diretamentamente do colesterol da HDL ou indiretamente do colesterol que foi
transferido da MHDL para as lipoproteinas que contém apoB. De fato, verificamos
que a taxa fracional de remog&o plasmatica da HDL dos hipertireoideos foi o dobro
da dos controles. Também verificamos que a captacéo do colesterol da HDL
estava significativamente aumentada no musculo esquelético dos transgénicos
hipertireoideos. Como a massa muscular total é bastante grande, cerca de 45% do
peso corpéreo, esse processo certamente repercute na concentragao plasmatica
de colesterol de HDL. Houve também redugdo da captacéo do colesterol de HDL
pelo intestino e bago. O significado fisiolégico desse achado ndo é claro. No
entanto, como foi descrito anteriormente um aumento da esterificacao do
colesterol intestinal (FIELD, ef al., 1986) em animais hipertireoideos, poderiamos
especular que a redugéo da captacao de CE de HDL encontrada no intestino dos
transgénicos hipertirecideos deveu-se ao gradiente de concentrag@o de CE entre
HDL e enterdcito ser desfavoravel nessa condicdo. Quanto ao estado de
hipotireoidismo, nenhuma alteracéio da taxa fracional de remogao plasmatica e da
captagéo tecidual da HDL era esperada, ja que a concentragao plasmatica da HDL
ndo variou nesse estado. Entre os 11 tecidos estudados, apenas no intestino dos
animais hipotireoideos foi observada uma captagéo de colesterol de HDL reduzida.
interessante notar que nesse 6rgéo houve reducdo da captagéo de HDL tanto no
hiper como no hipotireoidismo.

Vérios trabalhos (VALDEMARSSON et af., 1983, 1984, HANSSON et al,

1983; TAN et al., 1998b) descreveram que a lipase hepatica encontra-se elevada
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em pacientes hipertirecideos e diminuida em hipotirecideos, sendo essas
variagbes inversamente correlacionadas com as variagbes dos niveis de colesterol
da HDL (TAN, ef al, 1998b). Nos camundongos transgénicos para CETP
hiperiirecideos verificamos uma diminuicdo discreta, porém significativa, da
atividade da LH. Nos seres humanos, as lipases, lipoprotéicas e hepdtica,
encontram-se ligadas aos proteoglicanos de heparan' sulfato dos capilares,
enguanto nos ratos e camundongos essas encontram-se livres na circulaggo. Isso
pode ser confirmado pela semelhanca da atividade da lipase hepatica pré e pos-
heparina {Tab IX). Assim, a regulacio da atividade da lipase hepatica no homem e
no camundongo difere em pelo menos uma etapa, sua fixagéo ou n&o na parede
endotelial. Isso poderia explicar as diferengas de resultados. Embora os
mecanismos responsaveis pela alteracéo da atividade da lipase hepatica no
hipertireoidismo n&o sejam conhecidos, STAELS, ef al, (1990) mostraram que
alteracGes da funcéo tireoidiana em ratos, nao modificam a expresséo do gene da
LH.

Em resumo, nossos resultados demonstram que a deficiéncia de hormonios
da tiredide eleva a concentracdo de LDL no plasma e ndo modifica o metabolismo
das HDL. Em contrapartida, o excesso de hormdnios da tiredide provoca redugéo
da concentragao de HDL-colesterol, o que pode ser explicado por aumento da
velocidade de remoc&o plasmatica da HDL, por aumento da atividade da CETP e
por aumento da captagdoc muscular do colesterol da HDL. Se o aumento da
atividade da CETP reflete um aumento da sua expressio génica é ainda assunto a

ser investigado.
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CONCLUSOES

1. O excesso de horménios da tiredide causou aumento de triglicérides totais e de

colesterol de VLDL e redugéo de colesterol da HDL no plasma.

2. A deficiéncia de horménios da tiredide resultou em aumento da concentragéo

de colesterol da fragao de LDL plasmatica.

3. O excesso de horménios da tiredide aumentou a velocidade de remocgéao do
colesterol da HDL do compartimento plasmatico, como verificado pelo aumento
da taxa fracional de remogido e diminuicdo do tempo meédio de residéncia
dessas particulas no plasma. Por outro lado, a deficiéncia de hormdnios da

tiredide ndo alterou a remoc¢ao plasmatica da HDL.

4. O excesso de horménios da tiredide estimulou a captagdo do colesterol da HDL
pelo musculo esquelético e reduziu sua captacao pelo intestino e bago. Por
outro lado, a deficiéncia de horménios da tiredide causou diminuigdo da

captagéo do colesterol da HDL pelo intestino delgado.
5. O excesso de horménios da tiredide produziu um aumento da atividade da

proteina de transferéncia de colesteril éster no plasma. Essa ndo foi alterada

pela deficiéncia destes hormédnios.
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6. No hipertirecidismo experimental ndo houve alteracéo da atividade da lipase
hepatica no estado basal e uma discreta, porém, significativa diminuigéo de sua

atividade apos o tratamento com heparina.

Em sintese, a deficiéncia de hormdnios da tiredide eleva os niveis de LDL e
nao modifica o metabolismo das HDL em camundongos transgénicos para CETP.
Por outro lado, o excesso de hormbdnios da tiredide modula o metabolismo da
HDL, reduzindo sua concentracdo plasmatica, o que pode ser explicado pelo
aumento de sua velocidade de remocao plasmatica; aumento da captagao

muscular e aumento da atividade da CETP.
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ABSTRACT

Thyroid dysfunction produces multiple alterations on the plasma lipoprotein
levels, including HDL. CETP and hepatic lipase (HL) are important factors that
modulates HDL plasma levels. Thus, the effects of thyroid hormone on the HDL
metabolism and CETP and LH activities was investigated in hypo and hyperthyroid
CETP transgenic mice.

Transgenic mice were divided in 4 groups: hypo and hyperthyroid and their
respective controls. The hyperthyroid plasma lipoprotein profile showed significant
increase in the VLDL fraction and decrease in HDL fraction. In the hypothyroid
animals an increase in LDL fraction was observed. *H-cholesteryl ether-HDL Kinetic
studies showed that plasma fractional catabolic rate was approximately 2 fold
greater in hyperthyroid animals than in controls (p< 0.001) while it did not change
tin hypothyroid animals. CETP activity was measured as cholesteryl ester fransfer
from HDL to LDL. Hyperthyroid animals had twice as much plasma CETP activity
as compared to their controls, while in hypothyroid animals plasma CETP activity
did not change. ILH activity was measured in hyperthyreid animals. There was a
modest but significant (p=0,05) reduction of LH activity in these animals. Tissue
uptake of HDL cholesteryl ether (Cet) was examined in eleven tissues.
Hyperthyroid mice exibited a significant increase in skeletal muscle HDL-CEt
uptake (p<0,02) and decrease in small intestine (p<0,01) and spleen (p<0,05).
Hypothyroid animals showed a decrease in small intestine HDL-Cet uptake
(p<0,04). In conclusion, the decrease in HDL levels found in hyperthyroid animals
can be explained by an increase in HDL plasma removal rate, muscle uptake and
plasma CETP activity. However, hypothyroid status did not change HDL

metabolism.
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Fig. 2 - Distribui¢&o do colesterol nas lipoproteinas de camundongos transgénicos para

Pool 1

Pool 2
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.......o-v-"'sa]ina
T3

CETP tratados com T3 (hipertirecideos) ou salina (controles). "Pools" de plasma {3-5 animais)
foram fracionados por cromatografia liquida de alta resolugdo (FPLC) usando coluna

de superose 6. As posicdes nas quais as lipoproteinas conhecidas so eluidas da coluna

estio indicadas. Pool 1: fémeas; Pool 2 e 3: machos.
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"Pools” de plasma (3-5 animais) foram fracionados por cromatografia liquida

de alta resolugéo (FPLC) usando coluna de superose 6. As posicdes nas quals

as lipoproteinas conhecidas s&o eluidas da coluna estéo indicadas. Pool 1: Fémeas
Pool 2 e 3: machos.
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