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Excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo pés-natal reduz o crescimento
osseo e o perfil proliferativo e angiogénico das cartilagens de crescimento de ratos

[Excess maternal thyroxine associated with postnatal hyperthyroidism reduces bone growth
and proliferative and angiogenic profile of rats growth cartilage]
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RESUMO

Foram estudados os efeitos do excesso da tiroxina materna associado ao hipertireoidismo pds-natal sobre
o crescimento 6sseo e o perfil proliferativo e angiogé€nico das cartilagens. Dezesseis ratas Wistar adultas
foram distribuidas nos grupos tratados com L-tiroxina e controle. A prole do grupo tratado recebeu
L-tiroxina do desmame até 40 dias de idade. Ao desmame, foi realizada dosagem plasmadtica de T, livre
nas maes. Na prole, foram realizados: dosagem plasmdtica de T; total e T4 livre, morfometria das
tireoides, mensuracdo do comprimento e largura do fémur. Nas cartilagens, foi avaliada a expressao
imuno-histoquimica e génica de CDC-47, VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2. As médias entre grupos
foram comparadas pelo teste T de Student. As concentragdes de T4 livre das maes tratadas e de T; total e
T, livre da prole foram significativamente mais elevadas. A largura do fémur foi menor nos animais
tratados. Houve também reducdo da imunoexpressdo de CDC-47 e de VEGF e dos transcritos génicos
para VEGF e Angl nas cartilagens. Conclui-se que o excesso de tiroxina materna associado ao
hipertireoidismo pds-natal reduz a largura da diafise femoral, a proliferacdo celular e a expressdo de
VEGF e de Angl nas cartilagens de crescimento de ratos.
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ABSTRACT

The effects of excess of maternal thyroxine associated with postnatal hyperthyroidism at bone growth and
proliferative and angiogenic profile of cartilage were studied. Sixteen adult Wistar rats were divided into
treated and control groups. The offspring of the treated group received L-thyroxine from weaning to 40
days-old. At weaning, plasma assay of free T, was measurement on female rats. In the offspring, the
following assessments were performed: measurement of total T; and free T, histomorphometry analysis
of the thyroid, measurement of body weight and length and width of the femur. In femoral growth
cartilage, immunostaining of CDC-47, gene or protein expression of VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 and Tie2
were evaluated. Data were analyzed using Student’s t-test. Free T, was significantly higher in treated rats
and total T; and free T, were significantly higher in offspring. The width of the femur was significantly
lower in treated animals. There was lower immunoreactivity of CDC-47, VEGF and lower expression of
gene transcripts for VEGF and Angl. We concluded that the excess maternal thyroxine associated with
postnatal hyperthyroidism reduces the width of the femoral shaft, the cell proliferation and gene and
protein expression of VEGF and gene expression of Angl on the growth cartilage in rats.
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INTRODUCAO

Os hormdnios tireoidianos maternos tém acao
critica em todos os sistemas da prole durante a
gestacdo e a lactacdo (Mestman, 2004; Medici et
al., 2013). O hipertireoidismo materno pode estar
associado ao hipertireoidismo transitério fetal e
neonatal (Polak et al., 2006). O hipertireoidismo
congénito, se ndo reconhecido e tratado, pode ter
efeitos graves sobre o crescimento &sseo,
particularmente nos primeiros dois anos de vida
(Segni e Gorman, 2001). A tireotoxicose juvenil
pode estar associada ao crescimento acelerado e
a idade 6ssea avancada. No entanto, hd relatos de
reducdo da estatura devido a fus@o prematura das
placas de crescimento (Segni et al., 1999; Bassett
et al., 2007).

A formacdo e o crescimento &sseos sdo
controlados principalmente pelas taxas de
proliferacdo, pela sintese de matriz extracelular e
pela hipertrofia dos condrécitos da placa
epifisdria (Hunziker, 1994; Ballock e O'Keefe,
2003). As células que participam do processo,
como os condroblastos, os osteoblastos e o0s
osteoclastos, devem  apresentar interacdo
funcional com o sistema vascular, sendo,
inclusive, reguladas por moléculas pré e
antiangiogénicas (Carrington e Reddi, 1991;
Maes, 2013). O VEGF € o principal regulador da
angiogénese, durante os desenvolvimentos
embriondrio, fetal e pds-natal, e da sobrevivéncia
e atividade das células das linhagens
condrogénica e osteoblastica (Ferrara et al.,
2003). Além do VEGF, as angiopoetinas (Ang) e
seus receptores tirosina quinase (Tie2) também
sdo importantes para angiogénese, e, em
humanos, ja foram identificadas em locais de
ossificacdo endocondral em coexpressdo com
VEGF (Horner et al., 2001).

Apesar de os hormdnios, os fatores de
crescimento, os genes e¢ as vias de sinalizagdo
que controlam o crescimento 4sseo serem
amplamente estudados, o mecanismo pelo qual
ocorre reducdo do crescimento Osseo induzido
pelo excesso de tiroxina materna associado ao
hipertireoidismo pds-natal permanece
desconhecido. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos do excesso de
tiroxina materna associado ao hipertireoidismo
pos-natal nas cartilagens de crescimento da
prole, por meio da avaliagio do perfil
proliferativo, baseado na expressdo de CDC-47,
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e do perfil angiogénico, pela expressdo imuno-
histoquimica e/ou de transcritos gé€nicos para
VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (Protocolo n°. 47/2014).

Foram utilizadas 16 ratas Wistar, com dois meses
de idade, as quais foram acasaladas com ratos
adultos, e a cépula foi confirmada pela presenca
de espermatozoides na citologia vaginal (Silva et
al., 2013). No primeiro dia de gestacdo, as ratas
foram distribuidas em dois grupos distintos, cada
um com oito animais. O grupo tratado recebeu
diariamente L-tiroxina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), via oral, na dose de 50ug/animal,
diluida em 5SmL de 4dgua destilada, de acordo
com protocolos previamente estabelecidos (Silva
et al., 2013), por todo periodo da gestagdo e da
lactacdo. Nas fémeas do grupo controle, foram
fornecidos como placebo SmL de dgua destilada
durante todo o periodo experimental.

De cada rata dos grupos controle e tratado com
L-tiroxina, foi separado um filhote no desmame,
ou seja, aos 20 dias de idade. Os filhotes das
ratas do grupo tratado receberam
50upg/animal/dia L-tiroxina diluida em 1mL de
dgua destilada. Assim, esses animais foram
submetidos ao excesso de tiroxina materna
durante a gestacdo e a lactacdo e, apds o
desmame, continuaram recebendo tiroxina por
mais 20 dias. Os filhotes do grupo controle
receberam 1mL de dgua destilada como placebo.
Dessa forma, foram constituidos dois grupos: 1)
filhos hipertireoideos de ratas tratadas com L-
tiroxina (n=8) e 2) filhos eutireoideos de ratas
controle. A eutandsia foi realizada por puncgdo
cardiaca precedida por anestesia com xilazina
(40mg/kg/IP; Vetnil, Brasil) e quetamina
(10mg/kg/IP; Konig, Brasil).

O plasma das ratas aos 20 dias de lactacdo e da
prole aos 40 dias foi armazenado a -20°C para
dosagem de T4 livre nas maes e de T3 total e T4
livre na prole pela técnica de ELISA de
quimioluminescéncia (Serakides et al., 2008).

Para a avaliagcdo morfométrica, as tireoides da

prole foram fixadas em formalina 10% neutra e
tamponada e processadas de acordo com a
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técnica rotineira de inclusdo em parafina, com
seccOes histologicas de 4um, coradas por HE.
Foram mensurados, ao acaso e com auxilio de
uma ocular micrométrica com régua, o0s
didmetros maior e menor de 30 foliculos,
obtendo-se a média dessas medidas em cada
tireoide. A altura do epitélio foi mensurada em
quatro pontos distintos e equidistantes em 20
foliculos, obtendo-se o valor médio. Essa
mensuracdo foi realizada com auxilio de uma
ocular micrométrica com régua acoplada ao
microscépio, em objetiva de 100x (Serakides et
al., 2000).

Aos 40 dias de idade dos grupos hipertireoideo e
controle, foram obtidas as médias do peso
corporal individual (g), do comprimento do
fémur direito, medido da epifise proximal até a
epifise distal, e da largura, medida no meio da
diafise do osso.

Os fémures direitos dos animais de cada grupo
experimental foram fixados em formalina 10%
neutra e tamponada por, no maximo, 48 horas e
submetidos a descalcificagdo, pela utilizacdo de
solucdo dcida de EDTA por 24h. Posteriormente,
os ossos foram colocados na segunda solucao de
EDTA a 10%, em dgua destilada, até completa
descalcificagcdo (Pitol et al., 2007). Em seguida,
os 0ssos foram processados pela técnica rotineira
de inclusdo em parafina e submetidos a
microtomia para obtengdo de  secgles
histologicas de 4pm, coradas por HE. A
porcentagem de tecido 6sseo trabecular foi
determinada tanto na epifise quanto na metafise
distal do fémur em trés campos, em objetiva de
20x, com auxilio de uma graticula com 121
pontos acoplada a ocular do microscépio dptico.
A espessura das trabéculas foi determinada com
base na média tomada de trés pontos
equidistantes por trabécula, em um total de 20
trabéculas dsseas da regido metafisdria, abaixo
da placa epifisiria, em objetiva de 10x. As
espessuras das cartilagens articulares e das placas
epifisdrias e das suas zonas foram determinadas
pela média das espessuras em 15 pontos
equidistantes, em objetiva de 10x. Essas
avaliacdes foram realizadas com o auxilio de
uma ocular com régua.

As seccdes histoldgicas da epifise e da metafise
distais dos fémures foram submetidas a imuno-
histoquimica para atividade proliferativa com o
anticorpo anti-CDC-47 (47DC14; Neomarkers,
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Fremont, CA, USA, dilui¢do 1:50) e perfil
angiogénico com o uso do anticorpo anti-VEGF
(sc-152; Santa Cruz, CA, USA, dilui¢do 1:50).
Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-
peroxidase (Streptavidin Peroxidase, Dako, St
Louis, MO, USA) e recuperacdo antigénica pelo
calor em banho-maria a 98°C com solugdo de
Trilogy®. As seccdes histologicas foram
incubadas em cdmara dmida overnight, com o
anticorpo primdrio, e por 30 minutos em cada
uma das etapas seguintes, bloqueio da peroxidase
end6gena, soro de bloqueio (Dako, St Louis,
MO, USA) e estreptavidina peroxidase. O
anticorpo secunddrio foi incubado por 45 min
(Dako, St Louis, MO, USA). O cromdgeno foi a
diaminobenzidina (Dako, St Louis, MO, USA).
As secgdes foram contracoradas com methyl
green para o CDC-47 e com hematoxilina de
Harris para o VEGF. O controle negativo foi
obtido pela substituicio do anticorpo primario
por soro bloqueio e como controle positivo,
foram utilizadas secc¢des histoldgicas de bago de
rato.

As andlises  imuno-histoquimicas  foram
realizadas em toda a extensdo das cartilagens de
crescimento do fémur dos grupos tratado e
controle e isoladamente na zona hipertréfica. As
células imunomarcadas foram avaliadas em 10
campos/sec¢do histoldégica em objetiva de 40x,
por meio de imagens capturadas pelo
microscépio Leica DM 4000B com caAmera
digital acoplada. A porcentagem de células
CDC-47 positivas foi determinada considerando-
se o nimero total de células por campo, usando-
se o software ImagePro-plus (Media Cybernetics
Manufacturing, Rockville, MD, USA). Para o
anti-VEGF, determinou-se a area e a intensidade
de imunomarcacdo em pixels usando-se o
software WCIF Image J® (Media Cybernetics
Manufacturing, Rockville, MD, USA). A
avaliacdo foi realizada tanto na cartilagem
articular quanto na placa epifisaria do fémur.
Cada um dos fatores foi avaliado nas zonas
superficial, média e profunda da cartilagem
articular e também nas zonas de repouso,
proliferativa e hipertréfica da placa epifisdria.

A quantificacdo relativa da expressdo de
Vegf (F:GCCCAGACGGGGTGGAGAGT;
R: AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA),
Flk-1 (F:GTCCGCCGACACTGCTGCAA;
R:  CTCGCGCTGGCACAGATGCT), Angl
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(F:GTCAGCCTTTGCACAAAAGAAGTTT;
R:TCCAGCCCCTCTGGAAATCT),

Ang2 (F:TGCCTGCAAGTTTGCTGAAG;
R:GGCTGAGGCCAAGACAAGAT) e

Tie2 (F:CGGCTTAGTTCTCTGTGGAGTC;
R: GGCATCAGACACAAGAGGTAGG) foi
realizada pela técnica de RT-PCR, em tempo
real, em fragmentos da cartilagem articular do
fémur esquerdo dos ratos hipertireoideos e
controle. Essas cartilagens foram coletadas em
trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
congeladas em nitrogénio liquido por duas horas
e armazenadas a -80°C. A concentracdo de
RNA de cada grupo foi determinada pela
leitura da absorbancia por espectrofotometria a
260/280nm. Para as reagdes de transcricao
reversa, foi utilizado kir comercial SuperScript®
IIT First-Strand SynthesisSuper Mix qRT-PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sendo
utilizados 10uL de 2x RT reaction MIX, 2uL de
RT enzyme MIX, 6uL de dgua DEPC e 2uL de
RNA contendo 0,5ug de RNA/uL para um
volume final de 20uL. A transcricdo reversa foi
realizada em um termociclador, com a
programacio de 25°C por 10 minutos, 42°C por
50 minutos e 85°C por cinco minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1uL. de RNase H
por microtubo e novamente colocado no
termociclador por 20 minutos a 37°C. Para as
reacdes de PCR em tempo real, foram utilizados
2,5uL. de cDNA, 1,0uL de cada iniciador, 1,0uL
de ROX, 7uL de dgua DEPC livre de RNAse e
12,5uL do reagente SYBR Green, em um
volume final de 25 pL de reagdo no aparelho
7500 Real-Time PCR System. Os parametros
utilizados para amplifica¢do foram: 50°C por 120
segundos, 95°C por 150 segundos e 45 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos. Os iniciadores foram delineados com
base na sequéncia do mRNA Rattus norvegicus.
A expressdo génica foi calculada usando-se
o método Z'AACT, e os resultados obtidos
foram comparados quantitativamente apds a
normalizagdo baseada na expressio de beta-
actina (Actina-f8) Rattus norvegicus.

O delineamento foi inteiramente ao acaso e, para
cada variavel, foram determinados a média € o
desvio-padrdo. Foi realizada a comparacdo das
médias pelo teste t de Student, pelo pacote
computacional GraphPad Prism 6. Diferencas
foram consideradas significativas se P<0,05
(Sampaio, 2002).
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RESULTADOS

O tratamento com tiroxina aumentou a
concentragdo plasmdtica de T, livre nas ratas
com 20 dias de lactagdo quando comparadas com
as ratas do grupo controle (P<0,05). Na prole
com 40 dias, o hipertireoidismo foi confirmado
nos animais tratados pelo aumento significativo
da concentracdo plasmadtica de T; total e T, livre,
comparados com o grupo controle (Fig. 1A).
Além disso, todos os animais tratados com L-
tiroxina exibiram sinais clinicos caracterizados
por hiperatividade e agressividade.

As tireoides, independentemente do grupo
experimental, apresentaram foliculos redondos a
ovais e com didmetros variados. No grupo
controle, os foliculos eram revestidos por epitélio
predominantemente cuboidal e preenchidos por
coloide denso e, por vezes, vacuolizado,
enquanto nos ratos hipertireoideos, foi observada
predominancia de foliculos com didmetro grande
e uniforme e revestidos por epitélio achatado. A
morfometria confirmou a diferenga entre grupos.
Foi observado, no grupo hipertireoideo, aumento
significativo do didmetro dos foliculos e redugdo
significativa da altura do epitélio folicular em
comparagdo aos do grupo controle (Fig. 1B-D).

Nao foram observadas diferencas significativas
no peso corporal e no comprimento do
fémur entre grupos. No entanto, a largura do
fémur foi significativamente menor nos animais
hipertireoideos (Tab. 1).

Em ambos os grupos, a placa epifisdria
apresentava espessura compativel com a idade
dos animais. Entretanto, em alguns animais do
grupo tratado, foi observada desorganizacdo das
zonas da placa epifisaria. No  grupo
hipertireoideo ndo foi observada diferenca
significativa na espessura total da placa epifisaria
e das zonas de repouso e hipertréfica em relagdo
ao controle. No entanto, a espessura da zona
proliferativa  foi  significativamente  menor
comparada a do grupo controle (Fig. 2A e E). Ja
a espessura da cartilagem articular e de todas as
suas zonas foi significativamente menor no
grupo hipertireoideo comparada a do controle
(Fig. 2B e E).
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Figura 1. Niveis de hormdnios da tireoide (média+SD) no plasma das ratas em lactacio e da prole dos
grupos controle e tratado com L-tiroxina e histomorfometria da tireoide. A) Aumento nas concentragdes
plasmaticas de T4 livre (P<0.001) nas ratas tratadas e aumento de T; total (P<0,01) e de T, livre (P<0.001)
no grupo hipertireoideo. B) Aumento no didmetro folicular (um) no grupo hipertireoideo (P>0,05). C)
Redugdo da altura do epitélio folicular (um) da tircoide no grupo hipertireoideo (P<0,0001). D)
Fotomicroscopia da tireoide com alteragdes descritas nos graficos. HE, barra:18,5um.

Tabela 1. Média, desvio-padrdo e valor de P das varidveis analisadas na prole de 40 dias de idade,

controle e tratadas com L-tiroxina

Variaveis Grupo controle Grupo tratado Valor de P
Peso corporal (g) 150,0 + 4,145 140,2 + 3,523 0,0932NS
Comprimento do fémur (mm) 2,577 +£0,01257 2,565 +0,02469 0,6588NS
Largura do fémur (mm) 3,125 +0,08768 2,729 £ 0,04384 0,0012%*

Nos grupos controle e hipertireoideo, o tecido
Osseo trabecular apresentava caracteristicas
semelhantes. As trabéculas epifisarias e
metafisdrias do fémur eram numerosas, espessas
e confluentes. Os osteoblastos recobriam toda a
superficie das trabéculas e apresentavam-se ora
cuboidais € com nicleo volumoso e oval, ora
achatados com nucleo fusiforme e intensamente
basofilico. Os ostedcitos apresentavam-se, por
vezes, com nucleos pequenos alojados em
lacunas estreitas e pouco basofilicas ou com
nicleos volumosos alojados em lacunas largas
com bordas basofilicas. Confirmando a andlise
morfolégica, ndo foi observada diferenca entre
grupos com relacdo a espessura das trabéculas
Osseas e a porcentagem de tecido Gsseo
trabecular na epifise e na metafise do fémur (Fig.
2C,DeE).

Nos dois grupos, a taxa de proliferacio,
caracterizada pela expressio de CDC-47, foi
representada pela marcagdo positiva nuclear,
principalmente nas zonas proliferativa e
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média, em menor quantidade nas zonas de
repouso e rara nas zonas hipertréficas da
placa epifisaria, com padriio similar nas zonas
da cartilagem articular. Nos ratos hipertireoideos,
a imunoexpressao do CDC-47 foi
significativamente menor nos condrdcitos da
cartilagem articular e da placa epifisaria dos
fémures em comparagao ao controle (Fig. 3).

A expressdo imuno-histoquimica de VEGF
revelou imunomarcagdo citoplasmatica e nuclear
em todas as zonas das cartilagens de crescimento
em ambos os grupos. Contudo, nos ratos
hipertireoideos, houve significativa redu¢do na
area e na intensidade de imunomarcagio em toda
a placa epifisdria e na cartilagem articular,
especificamente na zona hipertréfica da placa
epifisdria, em comparagdo ao controle (Fig. 4).

Os ratos hipertireoideos apresentaram reducio
significativa da expressdo génica para Vegf e
Angl e auséncia de diferenca significativa na
expressdo dos demais transcritos (Fig. 5).

Argq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.69, n4, p.962-972, 2017



Excesso de tiroxina...

6
£ 5 2 8
Ey 2 =
£8 =4 .
1< § £E
£3 2 20 8
%= 2 32
z e s
A o
ZR 7P ZH PE = 0 Z 0
- &
78 IZM zZP CA EP MT T

== Controle Tratado

CA

Controle Hipertireoideo  Controle Hipertireoideo Controle Hipertireoideo

Controle Hipertireoideo

Figura 2. Histomorfometria éssea da regido distal dos fémures de ratos controle e hipertireoideo. A)
Espessura da placa epifisdria e suas zonas, com reducdo da zona proliferativa da PE dos ratos
hipertireoideos em comparag¢do ao controle (P<0,01). B) Redu¢do da espessura da cartilagem articular
(P<0,001) e suas zonas superficial (P<0,0001), média (P>0,05) e profunda (P>0,05) nos ratos
hipertireoideos em comparacdo ao controle. C) Porcentagem de trabéculas dsseas metafisarias e
epifisarias (P>0,05). C) Porcentagem de trabéculas Osseas metafisdrias e epifisdrias (P>0,05). D)
Espessura das trabéculas oOsseas metafisdrias (P>0,05). E) Fotomicroscopia da epifise e da PE
demonstrando desorganizacdo e reducdo da espessura da zona proliferativa e as altera¢des evidenciadas
nos gréaficos. HE, barra:18,5um. CA: cartilagem articular; EP: epifise; PE: placa epifisaria; MT: metafise;
ZR: zona de repouso; ZP: zona proliferativa; ZH: zona hipertréfica; ZS: zona superficial; ZM: zona
média; ZP: zona profunda.
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Figura 3. Expressdo imuno-histoquimica de CDC-47 nas cartilagens de crescimento dos fémures de ratos
controle e hipertireoideo. A) Redugdo da porcentagem de células imunomarcadas na CA (P<0,001) e na
PE (P<0,001). B) Fotomicroscopia das cartilagens de crescimento de ratos com 40 dias, controle e
hipertireoideos, demonstrando as alteracdes do grafico (barra:18,5 pm. CA: cartilagem articular; PE:
placa epifisaria).
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Figura 4. Expressdo imuno-histoquimica de VEGF nas cartilagens de crescimento dos fémures de ratos
controle e hipertireoideos. A) Redugdo da drea de expressio do VEGF na CA (P<0,01) e zona
hipertréfica (P<0,01) e PE (P<0,001) do grupo tratado em comparagdo ao controle. B) Redugdo da
intensidade de expressdo do VEGF na cartilagem articular (P<0,01) na zona hipertréfica (P<0,01) e na
placa epifisaria (P<0,001) do grupo tratado em comparagdo ao controle. C) Fotomicroscopia das
cartilagens de crescimento demonstrando as alteracdes evidenciadas nos grificos (barra:18,5 pm. CA:
cartilagem articular; PE: placa epifisdria; ZH: zona hipertréfica.

Z 2.0
Z 2.0
~ =
=
gk
V -
< 15 —
<
-
=
= 1.0
2
Q
3 -
2 0.5 =
o
=9
I
= 0.0- T T T T
Vegf Fik-1 Angl Ang2 Tie-2

= Controle Tratado
Figura 5. Expressdo dos transcritos génicos para Vegf, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie-2 pela técnica de RT-PCR

em tempo real, nas cartilagens de crescimento da regido distal dos fémures de ratos controle e

hipertireoideos.
DISCUSSAO

A eficidcia do tratamento com L-tiroxina foi
atestada pela determinacdo da concentragdo
plasmatica elevada de T, livre nas ratas aos 20
dias de lactac@o e de Tj total e T, livre na prole
tratada com 40 dias de idade. Adicionalmente, as
avaliacdes morfoldgicas e morfométricas da
tireoide da prole também endossaram as
alteragdes plasmadticas. O aumento do didmetro
folicular associado a reducdo do epitélio da
tireoide do grupo hipertireoideo constituem
achados similares aos observados em pesquisas
que induziram hipertireoidismo em ratos e
camundongos adultos (Serakides et al., 2000;
Ferreira et al., 2007) e sdo decorrentes do
feedback negativo exercido pelo excesso de
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hormdnios sobre a glandula (Fisher ef al., 2000;
Higuchi er al., 2005).

Estudos demonstraram que as disfungdes
tireoidianas afetam o crescimento e o
desenvolvimento de diversos 6rgdos (Cooper,
2003). Todavia, ndo foi observada diferenca no
peso corporal entre os ratos hipertireoideos e
controle. A associacdo entre baixo peso fetal, ao
nascimento e na infincia, em pacientes com
tireotoxicose, tem sido relatada (Polak et al.,
2006; Mannistd et al., 2013), semelhantemente
ao observado em adultos. Sugere-se que esse
baixo peso seja devido ao aumento do
catabolismo corporal causado pelo excesso de
hormoénios tireoidianos (Anselmo et al., 2004;
Mestman, 1998). Apesar dessa associa¢dio, nem
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todos os individuos com hipertireoidismo
apresentam reducdo do peso corporal (Ménnisto
et al., 2013). Em alguns casos, as caracteristicas
clinicas da tireotoxicose sdo discretas e o estado
hipertireoideo é evidenciado por meio de exames
bioquimicos (Bursell e Warner, 2007).

Resultados preliminares demonstraram que a
prole de ratas hipertireoideas, a0 nascimento e ao
desmame, apresenta redugdo do crescimento
longitudinal do fémur (Ribeiro, 2016). Ao
contrdrio, neste estudo, a largura Ossea se
reduziu, sem alteracio do crescimento
longitudinal. Em camundongos machos adultos
com hipertireoidismo, foi descrita reducdo na
espessura da cortical femoral em decorréncia da
supremacia do processo de reabsorcdo frente a
aposicdo 6ssea (Tsourdi er al., 2015). Embora
nio tenha sido escopo deste estudo avaliar a
reabsor¢@o Ossea, pode-se sugerir que, no tecido
6sseo trabecular, ndo houve supremacia de
nenhum desses dois processos, uma vez que a
quantidade de tecido d&sseo trabecular foi
semelhante entre grupos. No entanto, existe
divergéncia com relagdo a altura de individuos
com hipertireoidismo durante o crescimento. A
taxa de crescimento pode ser varidvel, havendo
aceleracdo do crescimento nos estigios iniciais,
seguida por desaceleracdo e interrup¢do final do
crescimento, fazendo com que alguns individuos
apresentem estatura final menor (Bursell e
Warner, 2007). Mas uma avaliagdo retrospectiva
do padrio de crescimento em criangas com
tireotoxicose diagnosticadas na fase pré-pibere
ou no inicio da puberdade concluiu que a curva
de crescimento dessas pacientes nao difere do
padrao de crescimento geral da populagdo
(Jaruratanasirikul e Sriplung, 2006).

Com base na avaliacdo histomorfométrica, nao
houve diferenca entre grupos com relacdo a
espessura da placa epifisdria e das suas zonas,
com exce¢do da zona proliferativa, que
apresentou espessura menor em comparagio ao
controle. A cartilagem articular e suas zonas nos
ratos hipertireoideos também apresentaram
menor espessura quando comparados ao
controle. A taxa de proliferacdo dos condrécitos
avaliada pela imunoexpressdo de CDC-47 foi
menor nos animais hipertireoideos, em
comparagcdo ao controle. Esse resultado pode
justificar, pelo menos em parte, 0 menor
tamanho da zona proliferativa nos animais
tratados, uma vez que fisiologicamente essa zona
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¢ a que apresenta maior proliferacdo celular na
placa epifisaria (Romereim et al., 2014).

A alteracdo na estrutura das zonas da placa
epifisdria evidenciada neste estudo também ja foi
descrita por outros pesquisadores (Stevens et al.,
2000; Freitas et al., 2005; Desjardin et al., 2014),
pois T3 € um regulador fundamental para a
maturagdo da cartilagem e expansdo clonal da
zona de repouso e subsequente diferenciacdo
(Rabier et al., 2006; Bassett et al, 2007).
Os condrécitos apresentam comportamentos
especificos  para  regular sua  prépria
morfogénese, exemplificadas pela orientacdo do
plano de divisdo mitdtica e pela formacdo da
coluna de condrécitos na zona proliferativa. Essa
sinalizagdo ocorre via Wnt PB-catenina, que é
crucial para alinhar os planos de divisdo e
promover a formacdo das colunas dos
condrécitos da zona de proliferagdo (Topczewski
et al., 2001; Li e Dudley, 2009). Ja foi descrito
que os hormdnios da tireoide ativam a via de
sinalizacdo Wnt [-catenina em cultivos de
condrécitos da placa epifisaria de ratos e
regulam, em parte, a diferenciagdo terminal de
condrécitos da placa epifisdria (Wang et al.,
2007). Dessa forma, as alteracdes na via de
sinalizagdo Wnt P-catenina pelos hormonios
tireoidianos é uma das hip6teses para explicar a
alteracdo na morfologia da placa epifisaria
observada nos animais submetidos ao excesso de
tiroxina materna e pds-natal.

O excesso de tiroxina ndo induziu alteracdes no
tecido 6sseo trabecular dos ratos com 40 dias de
idade. E fato que o hipertireoidismo pode
aumentar a quantidade de tecido 6sseo quando ha
supremacia da aposicdo em relagdo a reabsorcao
o0ssea. No entanto, as consequéncias dessa
disfuncdo sobre o tecido 6sseo sdo varidveis e
dependentes de fatores, como dose de tiroxina
administrada, perfil sérico dos hormdnios
sexuais, curso da doenga (Serakides et al., 2004),
sitio 6sseo (Suwanwalaikorn et al., 1996; Milne
et al., 1998) e idade (Nicholls et al., 2012).
Assim, no hipertireoidismo, a massa dssea pode
estar aumentada, normal ou reduzida (Mundy et
al., 1976; Allain et al., 1995; Karga et al., 2004;
Serakides et al., 2004; Desjardin et al., 2014).
Similar aos achados deste estudo, Allain et al.
(1995) também ndo encontraram alteragdo no
volume de osso trabecular em ratos
hipertireoideos com seis semanas de idade.
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O excesso de tiroxina reduziu a expressdo
proteica e génica de VEGF nas cartilagens de
crescimento dos ratos com 40 dias de idade.
Alguns estudos tém demonstrado que o VEGF
pode atuar como mediador essencial durante o
processo de formacdo e crescimento &sseos
endocondrais, pois apresenta mdltiplas fungdes
ndo apenas na angiogénese do molde
cartilaginoso, mas também em diferentes
aspectos do crescimento 6sseo (Zelzer e Olsen,
2005; Dai e Rabie, 2007; Berendsen e Olsen,
2014; Liu e Olsen, 2014). Ao contrario do
observado na cartilagem, muitas pesquisas
correlacionam o hipertireoidismo ao aumento na
vascularizacdo em tecidos, como a adrenal de
fetos submetidos ao hipertireoidismo na gestagao
(Karaca et al., 2015), e em tecidos como corpo
liteo (Silva et al., 2013) e placenta (Silva et al.,
2015). Durante o crescimento 6sseo endocondral,
a angiogénese mediada pelo VEGF ¢é importante
para a formagdo e a reabsorcdo da cartilagem,
assim como para a mineralizacdo (Carlevaro et
al., 2000; Maes et al., 2002). A inativacdo do
VEGF nas cartilagens de crescimento reduz
quase que completamente a invasdo dos vasos
sanguineos na cartilagem hipertréfica e
compromete a formacdo de osso trabecular, com
inibi¢do do crescimento (Gerber et al., 1999).

Nao foi observada alteragdo na expressdao génica
de Flk-1, mesmo na presenca de menor
expressio de VEGF nas cartilagens de
crescimento de ratos de 40 dias submetidos ao
excesso de tiroxina. Sabe-se que o VEGF atua
por meio da ligagdo com seus receptores de
tirosina quinase, VEGFR-1 (FlItl) e VEGFR-2
(Flk-1/KDR) (Ferrara et al., 2003; Dai e Rabie,
2007), e a expressdo desses receptores &
autorregulada e estimulada pelo préprio VEGF
(Andraweera et al., 2012). Foi constatado que,
em linhagens de células pré-osteobldsticas, a
inibicio da ligagdo entre VEGF-A e B ao
VEGFR-1 por tratamento com um bloqueador
pode ser compensada pela ligacdo de VEGF-A, -
C e -D ao VEGFR-2, sugerindo o possivel
envolvimento desse outro receptor na regulacio
da diferenciacdo osteogénica (Deckers et al.,
2000).

Associada a menor expressdo génica de VEGF,
houve reducdo da expressio de Angl nos
animais tratados. Apesar de o VEGF apresentar
maior expressdo durante o crescimento de o0sso
humano, tanto a Angl quanto a Ang2 sdo
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coexpressas com o VEGF em locais de
ossificacdo endocondral e de remodelamento
6sseo. Na cartilagem, tanto as proteinas quanto a
expressio de mRNA para Angl e Ang2
aumentam com a diferenciacdo dos condrdcitos.
No entanto, a Ang2 apresenta maior intensidade
de expressdo, principalmente nas zonas de
proliferacdo e hipertréfica proximas de vasos
sanguineos (Horner et al., 2001). Durante a vida
embriondria e fetal e durante o crescimento pds-
natal, a angiogénese ocorre concomitantemente
ao processo de proliferacio celular. A
vasculatura fornece oxigé€nio, nutrientes e fatores
de crescimento as células e aos tecidos (Karaca
et al., 2015). Para que isso ocorra, a matriz
extracelular das cartilagens de crescimento
desempenha func¢do importante na difusdo de
substancias, particularmente das moléculas de
sinalizacdo e dos fatores de crescimento (Cortes
et al., 2009). Desta forma, é possivel que a
redugdo dos fatores pré-angiogé€nicos observados
nas cartilagens de crescimento de ratos
hipertireoideos possa impedir a difusdo de
moléculas pela matriz extracelular, alterando a
composicio da matriz cartilaginosa.

CONCLUSAO

Conclui-se que o excesso de tiroxina materna
associado ao hipertireoidismo pés-natal reduz a
largura da diafise femoral, a proliferagdo celular
e a expressdo imuno-histoquimica e/ou dos
transcritos génicos para VEGF e Angl nas
cartilagens de crescimento de ratos.
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