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APRESENTACAO

Este estudo trata do mecanismo de transporte de hormdnios tireoideanos em
hemacias de pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodialise e o efeito
inibitério do Verapamil e de analogos do LT; (rTs e Triac) nesse transporte. O
trabalho esta organizado em capitulos, sendo que no Capitulo 1 s&o apresentadas
consideragdes gerais sobre anatomia e fisiologia do rim, insuficiéncia renal cronica —
fatores de risco, incidéncia e prevaléncia, fisiopatologia da doenca e o tratamento
dialitico disponivel na atualidade. Ainda neste capitulo, apresenta-se uma descrigao
sobre hormdnios tireoideanos, com destaque ao transporte transmembrana dos
mesmos em hemacias e a fungdo tireoideana na insuficiéncia renal cronica.
Finalizando este capitulo apresentam-se a justificativa e os objetivos propostos a
pesquisa, bem como materiais e métodos empregados. As referéncias bibliograficas
deste capitulo acham-se indicadas no final do trabalho. O Capitulo 2 corresponde ao
artigo “Thyroid Hormone Transport is Disturbed in Erythrocytes from Patients with
Chronic Renal Failure on Hemodialysis”, aceito a publicagdo no peridédico Renal
Failure — Editora Dekker, EUA. O Capitulo 3 trata do artigo “LTs Uptake and Efflux
Mechanisms are Altered in Erythrocytes from Patients with Chronic Renal Failure on
Hemodialysis and are Triac, rT; and Verapamil Sensitive”, submetido a publicagcéao
no Renal Failure. Nestes artigos, sdo mencionados materiais e métodos utilizados
nos experimentos, resultados obtidos, discussdo, conclusbes e referéncias dos
mesmos. Nas conclusdes e consideracdes finais sdao apresentadas hipoteses
explicativas aos resultados encontrados, sendo indicadas novas questdes
investigativas que se originaram do estudo realizado. Os anexos constam da Analise
do Projeto de Pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS — e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aplicado aos sujeitos participantes, encerrando a

apresentacao da pesquisa.



RESUMO

Pacientes com Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) freqientemente apresentam nivel
plasmatico de triiodotironina (LT3) diminuido, tiroxina (LT4) normal ou diminuido e o
horménio estimulante da tiredide (TSH) normal. Estudos sobre o transporte de
hormonios tireoideanos (HTs) em diferentes células de mamiferos indicam que a
membrana citoplasmatica constitui um ponto regulatério na modulagdo da
concentracao intracelular e consequentemente na agao celular. Entretanto, ndo ha
estudos examinando se o transporte de HTs tem algum papel na disfungéo
tireoideana observada na IRC. O propdsito dessa investigagao foi caracterizar o
influxo e efluxo de HTs em hemacias de pacientes com IRC antes e depois de uma
sessdo de hemodiadlise e verificar os efeitos de analogos ao LT; (rTs e Triac) e
Verapamil (VRP) no transporte de LT3 em eritrécitos de pacientes com IRC. As
hemacias obtidas de sujeitos controles e de pacientes urémicos em pré-hemodialise
(pré-HD) e pdés-hemodialise (p6s-HD) foram submetidas a experimentos de influxo e
efluxo utilizando-se HTs marcados com '°I. Os dados foram submetidos & Analise
de Variancia (ANOVA) e aplicado o teste Newman-Keuls Multiple Comparison. Os
resultados demonstraram que o influxo de LT3 em pacientes urémicos pré-HD foi
50% e 55% maior em relagdo aos sujeitos controles aos 1 e 5 minutos,
respectivamente. Entretanto, o influxo de LT, em hemacias de pacientes urémicos foi
significativamente menor apés 1 minuto (88%) e 5 minutos (63%). O influxo de LT3
foi menor e o de LT4 foi significativamente maior nos sujeitos controles. Apos 60
minutos de efluxo, o LT3 remanescente nos eritrocitos foi 80% maior e de LT4foi 57%
menor em relagdo aos sujeitos controles. A hemodialise n&o corrigiu o influxo e
efluxo de LT3 e LT4 nas hemacias de pacientes urémicos em relagdo aos sujeitos
controles. A adicdo de analogos ao LT3 (rTs e Triac) e VRP diminuiu o influxo de LT3
em hemacias de sujeitos controles em 45%, 26% e 8%, respectivamente, e em 24%,
24% e 23% em hemacias de pacientes urémicos pré-HD e ainda 32%, 37% e 35%
pos-HD. Ainda, os andlogos ao LT3 e o VRP mostraram um significante efeito
inibitério no efluxo de LT3 em hemacias de sujeitos controles assim como de
pacientes urémicos pré e pos-HD. Concluindo, estes achados representam a
primeira demonstragdo que a diferenga no transporte dos HTs em hemacias pode
indicar um mecanismo compensatério mantendo o eutiroidismo em pacientes com
IRC. Outro aspecto relevante € que a sensibilidade do influxo e efluxo de LT3 ao rTs,
Triac e VRP difere entre os pacientes urémicos e sujeitos controles. Os resultados
indicam que o transporte de HTs em hemacias de pacientes urémicos e sujeitos
controles ocorre por meio de mecanismos distintos. O estudo destes mecanismos
abre novos caminhos farmacologicos que podem ser desenvolvidos para o controle
da concentracgao intracelular dos hormonios tireoideanos em hemacias de urémicos.

Palavras-chaves: Insuficiéncia Renal Crobnica; Transporte de Hormonios
Tireoideanos; Hemacias Humanas.
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ABSTRACT

Patients with Chronic Renal Failure (CRF) frequently show diminished levels of
trildothyronine (LT3), normal or low thyroxine (LT4) and normal thyroid-stimulating
hormone (TSH). Studies on the transport of thyroid hormones (THs) in different
mammalian cells indicate that the cytoplasmic membrane constitutes a regulatory
point in the modulation of intracellular concentration and consequently in cellular
action. However, there are no studies examining whether THs transport plays a role
in the thyroid dysfunction observed in CRF. The aim of this investigation was to
characterize the uptake and efflux in erythrocytes of patients with CRF before and
after hemodialysis and to investigate whether LT3 analogs (rTs and Triac) and
Verapamil (VRP) have an effect or not on thyroid hormone uptake and efflux of LT3 in
red blood cells from uremic patients on hemodialysis. Erythrocytes obtained from the
control subjects and uremic patients in pre-hemodialysis (pre-HD) and in post-
hemodialysis gpost-HD) were submitted to uptake and efflux experiments using THs
labeled with '°I. The data were analyzed by one-way variance analyses (ANOVA)
and Newman-Keuls Multiple Comparison. The results obtained demonstrated that
LTs uptake in erythrocytes from uremic patients pre-HD was 50% and 55% higher
than control subjects at 1min and 5 min respectively. However, LT, uptake in
erythrocytes from uremic patients was significantly lower at 1min (88%) and 5 min
(63%). The LT3 efflux rate was lower and LT, efflux was significantly higher than in
control subjects. After 60-min of efflux, the LT3 which remained in erythrocytes was
80% higher and that of LT4 was 57% lower than in control individuals. Hemodialysis
did not correct the LT3 and LT, uptake and efflux in RBC from uremic patients. The
addition of LT3 analogs (Triac and rT3) and VRP decreased LT3 uptake by 45%, 26%
and 8% in red blood cells from the control group, respectively, and by 24%, 24% and
23% in red blood cells from uremic patients pre-HD and by 32%, 37% and 35% in
erythrocytes from uremic patients post-HD respectively. Also, LT3 analogs and
Verapamil showed significant inhibitory effects on LT3 efflux in red blood cells from
normal, pre- and post-HD patients. These results show that LT3 entry and exit in red
blood cells of uremic patients and from the control group occur through distinct
mechanisms, and that the sensitivity to LT3 analogs and VRP differs between uremic
and control subjects. In conclusion, these findings represent the first demonstration
that the difference in transport in erythrocytes can indicate a compensatory
mechanism which maintains euthyroidism in patients with CRF. Another relevant
aspect is that the sensitivity of efflux and uptake of LT3 to rT3, Triac and VRP differs
between uremic patients and the control group. Results show that THs transport in
red blood cells from uremic patients and from the control group occurs through
distinct mechanisms. The study of these mechanisms can indicate novel
pharmacological pathways to control the intracellular amount of the thyroid hormones
in erythrocytes from uremic patients.

Key-words: Chronic Renal Failure; Thyroid Hormone Transport; Human Erythrocytes.
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CAPITULO 1

1.1. Rim: consideragdes anatébmicas e fisiologicas

O sistema urinario normalmente € formado por dois rins, dois ureteres, uma
bexiga e uma uretra (1).

O rim esta envolvido por uma fina membrana denominada capsula renal. Ao
redor dele existe a gordura peri-renal e, acima, estao localizadas as glandulas supra-
renais. No hilo renal existe uma série de estruturas: a artéria renal, a veia renal, o
ureter, 0s nervos renais e os vasos linfaticos renais. A Figura 1 mostra as estruturas
que compdem o rim (1).

FIGURA 1 — ESTRUTURA RENAL

Glandula supra-renal

Capsula renal
Cortex renal
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LATERAL MEDIAL

(b) Corte frontal do rim direito

FONTE: TORTORA, C.J.; GRABOWSKI, S.R. Principios de anatomia e fisiologia, 9.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2002, p.837.

Todas as complexas fungcbes do sistema renal sdo realizadas
simultaneamente e de forma coordenada pelos néfrons, unidades funcionais dos
rins, que filtram o sangue a partir dos vasos sanguineos que tém origem nas artérias
renais. Os néfrons sdo compostos de um corpusculo renal (glomérulo e capsula de

Bawman). O corpusculo renal esta ligado a uma sequéncia de estruturas tubulares -



tubulo proximal, alga de Henle, tubulo distal, segmento conector e ducto colector -
que tém a capacidade de reabsorver e de secretar substancias. Um aglomerado de
células secretoras do horménio renina compde o aparelho justaglomerular (2).

Os glomérulos realizam o processo de ultrafiltragdo do plasma, no qual a
agua, os eletrélitos e as pequenas moléculas passam ao espago de Bowman,
enquanto os elementos figurados do sangue e as proteinas dissolvidas no plasma
ficam retidos. A energia para essa ultrafiltracdo provém do trabalho cardiaco. Em
individuos adultos normais existe cerca de 1 milhdo de glomérulos que constituem
cada rim. O RFG aproxima-se de 120 mL/min, o que corresponde a 170 litros por
dia. Isso significa que, considerando um volume plasmatico de trés litros, a totalidade
do plasma ¢é filtrada mais de 50 vezes no decorrer de um unico dia. Essa imensa
quantidade de fluido, depois de reabsorvida na sua quase totalidade pelos tubulos,
permite aos rins depurar continuamente o plasma de catabdlitos indesejaveis, bem
como reagir prontamente a excesso ou caréncia de agua e eletrélitos, tornando-os
assim, capazes de manter a homeostase do meio interno (3). Dessa forma, os rins
desempenham papel de suma importancia na regulagdo e manutengdo da
homeostase em todas as formas superiores da vida animal, inclusive no homem.
Sao responsaveis pela eliminagdo de produtos indesejaveis, como também por
manter constante o volume extracelular, a concentracdo extracelular de potassio, a
pressdo osmotica e o equilibrio acido-base e na regulagdo da pressao arterial.
Desempenham fungdes enddcrinas, como a producido de eritropoetina e da forma
ativa da vitamina D (4).

A importancia dos rins torna-se evidente quando se observam as
consequéncias da perda da funcéo renal. O individuo com insuficiéncia renal retém
progressivamente os produtos do metabolismo nitrogenado, como a uréia, acumula
liquidos sob a forma de edema, perde a capacidade de diluir e concentrar a urina e
torna-se incapaz de regular o equilibrio acido-base ou de manter o balanco e os
niveis plasmaticos de eletrdlitos como sodio, potassio, magnésio, calcio e fésforo. Se
a perda da fungao renal ocorrer lentamente devido a perda progressiva dos néfrons
(nefropatias progressivas), os néfrons remanescentes podem adaptar-se e manter a
homeostasia durante um longo periodo. Assim, o individuo desenvolve a IRC.
Portanto, IRC é um termo genérico que abrange diversas condigdes clinicas

resultantes da deterioragao progressiva e irreversivel da fungéo renal (4).



1.2. Insuficiéncia Renal Crénica
1.2.1. Fatores de risco, incidéncia e prevaléncia

Ha diversas patologias que estdo associadas com o desenvolvimento da
faléncia renal. Os fatores de risco responsaveis pela progressdo da doenga renal
foram estudados intensivamente a partir da década de 1980. As pesquisas apontam
como principais fatores de risco: glomerulonefrites, hipertensao, diabetes mellitus,
dislipidemia, obesidade, sindrome nefrética, alta ingesta protéica, fumo, alto peso ao
nascer, sindrome metabdlica X e fatores genéticos. A compreensdo dos fatores
responsaveis pela progressdo da doencga renal tem permitido o desenvolvimento de
intervengdes de saude publica apropriadas (5, 6, 7).

A incidéncia e a prevaléncia da IRC estdo aumentando mundialmente. Ha
cerca de 1 milhdo e 200 mil pessoas sob tratamento dialitico. Somente nos Estados
Unidos no ano de 2000 havia 372.000 pacientes renais crénicos requerendo terapia
dialitica, e ha uma expectativa para elevar-se para 650.000 no ano de 2010. A
tendéncia na Europa e Japao tem prognostico de curso similar (8, 9). No Brasil, sdo
aproximadamente 54.500 pacientes dos quais 48.874 em hemodialise e 5.649 em
didlise peritonial. O numero de pacientes em programa dialitico cresce no Brasil a
média de 10% as custas de uma incidéncia de mais de 100 casos novos por milhdo
de habitante/ano. Na maioria dos paises, o tratamento dialitico € feito por meio do
sistema publico de saude. No Brasil, apenas 6% sé&o financiados por seguros ou
planos de saude privados, e 94% sao financiados pelo SUS, por meio de tabelas de
remuneragao de procedimentos (10). No Distrito Federal ha sete hospitais publicos e
sete centros de dialise para atender aos pacientes portadores de IRC. Em maio de
2003, estavam cadastrados 670 pacientes no Programa de Hemodialise da
Secretaria de Saude. Destes, 559 (84,4%) sé&o atendidos nos centros conveniados
ao SUS, e os demais (16,5%) nos hospitais publicos (11).

O grave cenario mundial representa um 6nus na saude publica dos paises, nédo
somente devido aos custos financeiros relativos ao tratamento requerido, mas
também devido ao prejuizo na produtividade e a significativa morbidade e

mortalidade para os pacientes afetados.



1.2.2. Fisiopatologia

Richard Bright foi o primeiro a descrever, em meados do século passado,
uma enfermidade letal que reunia varios elementos clinicos aparentemente
desconexos. Os pacientes apresentavam edema e varios sinais associados a
hipertensao arterial, tais como hipertrofia ventricular esquerda e hemorragia cerebral.
Seus rins tinham freqlientemente aspecto contraido e granular. O desenvolvimento
de técnicas histologicas e de biopsia renal permitiu demonstrar que a doenga de
Bright consistia na esclerose progressiva dos glomérulos, ou seja, a oclusédo de
alcas capilares por material hialino, com aderéncia ao folheto parietal da capsula de
Bowman e posterior fibrose do tufo glomerular e do parénquima renal (12).

A maioria das enfermidades renais progressivas mostra uma histologia final
comum onde, usualmente, o rim aparece como uma massa fibrética reduzida de
tamanho. Os glomérulos perdem os capilares e mostram areas localizadas de
proliferacdo celular e cicatrizacdo progressiva que, eventualmente, causam colapso
do leito capilar. Os tubulos, particularmente aqueles unidos aos glomérulos
cicatrizados, estado atrofiados e rodeados por células inflamatérias. Ha fibrose difusa
caracterizada por aumento da deposicdo de colageno e, na matriz extracelular,
grande quantidade de depdsitos lipidicos e aumento do numero de fibroblastos. A
microscopia eletrbnica mostra espessamento da membrana basal glomerular e
tubular nos estagios precoces da enfermidade e condensacédo de material amorfo
nas etapas tardias (13). Portanto, a histéria natural da IRC ocorre por um processo
extremamente insidioso, podendo evoluir assintomaticamente durante anos até
atingir a fase terminal.

Uma das explicagdes para a prolongada evolugdo da IRC repousa sobre
uma propriedade fundamental do parénquima renal, ou seja, a capacidade funcional
dos rins é vastamente superior ao minimo necessario a sobrevivéncia do organismo.
Isso permite que seres humanos, caes e ratos possam manter-se vivos com 10% ou
menos de sua fungdo renal normal quando sua massa renal é drasticamente
reduzida por processos morbidos ou mesmo por retirada cirurgica. A manutencao de
niveis funcionais apropriados em face da reducdo consideravel da massa renal
deve-se ainda a uma outra propriedade basica do parénquima renal, isto €, os
néfrons remanescentes s&o capazes de adaptar-se a nova condicdo bioldgica,

multiplicando em varias vezes seu ritmo de trabalho (13). Entretanto, a totalidade



dos pacientes com doenga renal crbonica acaba, a partir de um certo nivel de
destruicdo renal, progredindo inevitavelmente a fase terminal, sendo necessario
substituir sua fungao por dialise ou transplante.

Na fase terminal da IRC, em que predominam sinais e sintomas da uremia
(sindrome urémica), ocorre um disturbio metabdlico causado pela presenca de
inumeras toxinas que se acumulam progressivamente comprometendo multiplos
orgaos e sistemas fisioldgicos. A intensidade e gravidade do quadro clinico da IRC
sao diretamente proporcionais a quantidade de massa renal perdida. O Quadro 1
mostra as principais manifestacdes clinicas da IRC.

QUADRO 1 — PRINCIPAIS MANIFESTACOES CLINICAS DA IRC

SISTEMAS E ORGAOS SINAIS E SINTOMAS

Enddcrino Hiperparatireoidismo secundario e terciario, resisténcia a insulina,
hiperlipidemia, amenorréia e dismenorréia, infertilidade,
impoténcia, disfuncdo sexual, anormalidades da funcéo
tireoideana.

Nervoso Central Alteracées do sono, cefaléia, tontura, confusdo, convulsoes,
obnubilagdo e coma. Perda da atencdo e déficit cognitivo,
memdaria imprecisa, disturbios da fala, asterixis € mioclonias.

Nervoso Periférico Neuropatia sensorio-motora; aumento da fadiga muscular com
céimbras.
Cardiovascular Hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, coronariopatia,

pericardite, miocardite e aumento da incidéncia da
arteriosclerose.

Respiratorio Pleurites, edema pulmonar, pneumonite.

Gastrointestinal Anorexia, nauseas e vOmitos, desnutricdo protéico-caldrica,
halito urémico, estomatite, gengivite e parotidite, gastrite,
duodenite e maior incidéncia de Ulceras; enterocolite,
pancreatite, ascite.

Hematologico Anemia, alteracdo da quimiotaxia dos neutrdfilos, diminuigdo da
funcdo dos linfécitos, tendéncia hemorragica com disfuncéo
das plaquetas.

Musculoesquelético Fraqueza, retardo no crescimento, osteodistrofia renal,
osteomalacia.

Ocular Retinopatia hipertensiva, calcificacdes de conjuntiva e cérnea.

Dermatologico Pele seca, prurido, escoriagdes, palidez, equimoses, purpura,
depdsitos de cristais de calcio de uréia (orvalho urémico).

Psicoldgicas Depressao, ansiedade, psicose.

FONTE: NOGUERIA, P.C.K.; CARVALHAES, J.T.A.C. Insuficiéncia renal cronica. Ciéncia Hoje, v. 18,
n. 105, nov./dez. 1994.

O termo uremia significa urina no sangue indicando, portanto, que certas
substancias, normalmente excretadas na urina, sdo retidas na circulagdo. Acredita-

se que o quadro clinico da uremia seja decorrente da agdo de uma ou de varias




toxinas sobre os mais diversos 6rgaos, ou que haja um ou mais mecanismos da
funcdo celular alterados no conjunto de células do organismo. Também, existe a
possibilidade de que estes dois fatores ocorram juntos, ou seja, que na origem do
quadro clinico coexistam toxinas urémicas com alteragdes celulares generalizadas.
Assim, na IRC ocorrem profundas modificagbes na composi¢ao quimica dos liquidos
do organismo. Algumas toxinas presentes no sangue de pacientes urémicos ja
identificadas sdo: uréia, guanidinas, mioinositol e outros polidis, moléculas médias
(500 - 3000 Da), B2 — microglobulina e PTH. Entretanto, outras toxinas especificas
ainda nao foram identificadas. Ha, também, a possibilidade de interagdao entre as
varias substancias que se acumulam, bem como, bactérias presentes no trato
gastrointestinal produzirem ou modificarem substéncias potencialmente tdxicas.
Portanto, o acumulo de inumeras substéncias de potencial lesivo compde o quadro
de toxemia quimica (14).

A sindrome urémica pode ainda ser explicada por uma alteragdo no
metabolismo celular condicionado a auséncia da funcéo renal. Ha a possibilidade de
existir uma alteracdo localizada na composi¢ao ou na funcdo das membranas que
envolvem as células, modificando o equilibrio dos ions no conjunto das células. Essa
alteragcao resulta na menor saida de sdédio do compartimento intracelular para o
extracelular com consequente acumulo de ion acompanhado de cloro nas células,
reducdo da concentracdo intracelular de potassio e edema celular, perturbando o

metabolismo de forma global (14).

1.2.3. Terapia Renal Substitutiva

O principio dos métodos dialiticos foi elucidado pelo escocés Thomas
Graham (1805-1869) ao verificar a passagem de cristaléides da urina para um banho
aquoso, por meio de um pergaminho. A esse fenbmeno ele deu o nome de dialise.
Por volta de 1913, os pesquisadores John J. Abel, Rowntree e Turner da Johns
Hopkins Medical School em Baltimore (EUA) desenvolveram um sistema de dialise e
o testaram em animais. Seus trabalhos demonstraram que quantidades substanciais
de nitrogénio n&o-protéico podiam ser depuradas do sangue. A primeira hemodialise
foi realizada pelo fisico germanico Georg Haas, em 1926, em Gieszen na Alemanha,
em pacientes com IRC. Embora o procedimento terapéutico estivesse correto, os

pacientes foram a 6bito. Em 1928, Haas repetiu sua hemodialise usando heparina



como anticoagulante. A primeira hemodiadlise eficiente para o tratamento da
insuficiéncia renal foi realizada por Dutchman Willen Kolff, em Kampen, na Holanda,
em 1945. Ele utilizou heparina como anticoagulante e tubos de celofane envoltos em
um tambor rotatério parcialmente submerso em uma solugdo de dialise. No inicio da
década de 1960, surgiu um aparelho que substituia as fungdes renais com
acentuada qualidade, que recebeu o nome de rim artificial (14). A americana Clyde
Shields viveu por 11 anos submetida ao tratamento com o rim artificial, falecendo em
1971 de infarto do miocardio. Destaca-se que o custo-beneficio foi extremamente
alto, no que se refere ao desenrolar do tratamento dialitico.

Atualmente, pacientes renais créonicos podem ser tratados por meio de
meétodos dialiticos, como a dialise peritonial e a hemodialise, ou serem submetidos a
transplante renal.

Diadlise consiste na depuragdo sanglinea por meio de membranas
semipermeaveis naturais (peritbnio) ou extracorpéreos (filtros de hemodialise/
hemofiltragcdo), aplicada a substituicdo da fungéo renal. A dialise permite a remogao
de substancias toxicas e de fluidos (ultrafiltrado), a fim de manter o equilibrio acido-
base, eletrolitico e volémico. A remocgao das toxinas e fluidos se faz por difusdo e/ou
por convecgao (15).

A TRSE consiste em fazer passar o sangue do paciente por uma maquina, a
qual utiliza uma bomba (que movimenta o sangue) e uma membrana artificial que
separa o sangue da solugdo de didlise. O transporte de solutos por difusdo (do
sangue ao banho) ocorre pela diferenca de concentragdo, tendo interferéncia o
tamanho da molécula do soluto e do poro da membrana e a concentragdo do soluto
nos meios. Ja o movimento de fluido (desprovido de proteina) ocorre pela diferenga
de pressao hidraulica que se estabelece entre os dois sistemas, a qual pode ser
ajustada pelo operador (processo de ultrafiltragcao). Ha trés modalidades de TRSE. A
hemodialise, que € o procedimento mais comum, é configurada de tal modo a
permitir simultaneamente a remocéo de solutos por difusdo e convecgao e a retirada
de fluido por ultrafiltracdo. A hemofiltragdo é necessaria quando se torna prioritario
remover fluido do organismo. Utilizam-se, para isso, membranas de alta condutancia
hidraulica, que permitem uma alta taxa de ultrafiltragdo. Neste caso, o sangue n&o é
exposto a uma solugdo de didlise e, portanto, ndo ha transporte difusional. A

hemodiafiltragao utiliza membranas de alta condutancia hidraulica, que permitem a



passagem rapida do fluido do sangue a solugao de dialise. Além disso, a exposi¢cao
do sangue a uma solugao de dialise possibilita o transporte de solutos por difusao e
convecgéo (15).

Pacientes com IRC em hemodialise realizam, no minimo, 3 sessdes por
semana com duragao de 4 horas, de maneira a garantir um equilibrio hidroeletrolitico
e a eliminacédo dos metabdlitos indesejaveis ao organismo. O acesso vascular para a
realizacdo do procedimento dialitico pode ser permanente (Fistula Artério-Venosa —
FAV) ou temporario (pungédo percutanea de um grande vaso sanguineo ou Shunt
Artério-Venoso — SAV).

O transplante renal é outro meio de tratamento. Este melhora a qualidade
de vida do individuo, e por outro lado, custos socioeconémicos sao reduzidos.
Entretanto, dificuldades relativas a doagdo do 6rgdo, bem como da infra-estrutura
fisica, organizacional e orgamentaria do Sistema Nacional de Transplantes tornam
esta opg¢ao ainda limitada.

Considerando a importancia epidemiologica das doengas renais e da IRC no
Brasil, bem como as repercussdes sociais, psicologicas, econdmico-finaceiras e de
restricdo de qualidade de vida dos seus portadores, o Ministério da Saude tem
estabelecido normas e regulamentagdes. A Portaria n° 82, de 2000, estabelece o
regulamento técnico para o funcionamento dos servigos de dialise e as normas para
cadastramento destes junto ao SUS. Conforme esta Portaria, o ingresso do paciente
renal crébnico em programa de tratamento dialitico continuado da-se por indicagao
médica, mediante avaliagao clinica. O principal parametro de avaliacao laboratorial é
a depuracgéo (clearence) da creatinina com valor igual ou inferior a 10 mL/min. A
escolha e a indicacao do tipo de tratamento dialitico a que deve submeter-se cada
paciente sdo efetuadas ponderando-se o seu estado de saude e o beneficio
terapéutico pretendido, em relagéo ao risco intrinseco de cada opgao terapéutica. O
paciente deve ser informado sobre as diferentes alternativas de tratamento, seus
beneficios e riscos (16). Em 2002, foi estabelecida a Portaria n® 1589 - que define o
sistema de cadastramento de pacientes submetidos as modalidades de tratamento
dialitico nos estabelecimentos de saude integrantes do SUS -, e a Portaria n°® 1654 -
que instituiu o Programa Nacional de Assisténcia aos Portadores de Doencgas
Renais. O que se pretende € detectar e tratar precocemente as doencas renais, para

prevenir a perda da funcido renal ou retardar a necessidade de Terapia Renal



Substitutiva. Este Programa propde o desenvolvimento de agdes de prevencao,
educacao, vigilancia sanitaria, além do apoio psicoldégico aos portadores de doengas
renais. O principal instrumento de execugdo do Programa € a criacdo das Redes
Estaduais de Assisténcia em Nefrologia (17,18). Mais recentemente, a Portaria n°® 82
(2003) instituiu, no ambito da Secretaria de Assisténcia a Saude, um Grupo de
Trabalho com a finalidade de proceder a revisado, atualizagcao e o aperfeicoamento
da atual Politica Nacional de Assisténcia aos Portadores de Doencas Renais, as
normas técnicas/indicacdes relativas a TRS, assim como os critérios de
cadastramento de servigos que realizem TRS no ambito do SUS (19). Por outro lado,
ha um efetivo movimento de organizagdes nao governamentais envolvidas para o

enfrentamento da problematica em escala nacional.

1.3. Horménios Tireoideanos
1.3.1. Sintese, secrec¢ao, circulagao, metabolismo e agao celular

A tireGide € uma gléndula enddcrina, esta situada na regido cervical, adiante
da traquéia, e constitui-se de dois lobos unidos pelo istmo. E o maior 6rgéo
especializado da fungcédo enddécrina no organismo humano. Sua fungao é sintetizar e
secretar oS hormonios tireoideanos (HTs), primariamente
3,5,3,5’-L-tretraiodotironina (LT4 ou tiroxina) e em menor quantidade 3,5,3-L-
triiodotironina (LT3) e 3,3’,5-triiodotironina (rTs ou T3 reverso) (20). A Figura 2
mostra a estrutura quimica dos HTs.

O ion iodeto € um componente indispensavel para a sintese dos HTs,
constituindo 65% do peso molecular do LT4 e 58% do LT3 . A OMS recomenda a
ingesta diaria de 100-150 ug de iodo sob a forma de iodeto (21). O sal é reconhecido
como efetivo agente de suplementagcdo de iodo. A ANVISA, considerando a
recomendagdo da Comissao Interinstitucional para Controle dos Disturbios por
Deficiéncia de lodo do Ministério da Saude, determina que o sal para consumo
humano deve conter teor igual ou superior a 20 mg até o limite maximo de 60 mg de

iodo por quilograma do produto (22).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DO LT4, LT3 € rT3
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O processo de sintese dos HTs ocorre na glandula tiredide, que esta
composta por um grande numero de foliculos fechados preenchidos por uma
substancia denominada coléide e revestidos por células epiteldides cubicas. O
componente principal do coldéide &€ uma glicoproteina de alto peso molecular
(660.000 Da) denominada tireoglobulina (Tg) (23).

O primeiro estagio na formagao dos HTs ocorre pela transferéncia do iodeto
do liquido extracelular para as células glandulares da tiredide e, dai, para o foliculo.
A membrana basal da célula da tiredide tem a capacidade especifica de transporte
ativo do iodeto para o interior da célula - isto é designada bomba de iodeto ou
sequestro de iodo. O reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi das células da
tiredide sintetizam e secretam para dentro dos foliculos a Tg. Cada molécula de Tg
contém 70 aminoacidos tirosina e estes constituem o principal substrato que se
combina com o iodo para formar os HTs (23). Sumariamente, as etapas da
biossintese dos HTs sdo as seguintes: (1) sequestro de iodeto; (2) oxidagao do ion
iodeto; (3) iodacdo da tirosina e formacdo dos horménios — isto € designado
organificagdo da Tg (24). A Figura 3 mostra os estagios sucessivos de iodacdo da

tirosina e formacéo final dos HTs, tiroxina e triiodotironina.
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FIGURA 3 — QUIMICA DA FORMACAO DE TRIIODOTIRONINA (LT;) E TIROXINA
(LTy).
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Apds a sintese dos HTs ter seguido seu curso, o LT4 e LT; séo
armazenados nos foliculos em quantidade suficiente para suprir o organismo em
suas necessidades normais por dois a trés meses (24).

O processo da sintese e secrec¢ao dos HTs € controlado por mecanismo de
feedback pelo eixo hipotalamo - hipdfise - tiredide. O hipotalamo produz TRH, que
estimula a sintese e liberagdo do TSH, assim sinalizando a glandula tiredide na auto-
regulacdo da maquinaria da sintese e secrecao dos HTs (24).

Os HTs circulam na forma livre ou ligado a proteinas. No plasma sanguineo
as principais proteinas de ligagcado aos HTs, em ordem decrescente de afinidade, séo:
TBG, TBPA e albumina. Assim, cerca de 70% de LT4 e 60% de LT3 ligam-se a TBG,
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15% de LT4 € 5% de LT3 ligam-se a TBPA, e a albumina ligam-se em pequenas
propor¢des. Na forma livre no plasma, ha aproximadamente 0,03% de LT4 € 0,3% de
LT3 (25).

Os HTs estao envolvidos em numerosos aspectos da diferenciacao celular,
desenvolvimento e crescimento, e processos metabdlicos dos mamiferos (20). A
deficiéncia dos HTs, hipotireoidismo, durante o desenvolvimento fetal resulta em
deficiéncia mental (cretinismo) e do crescimento na infancia. Em adultos, os efeitos
primarios dos HTs sdo manifestados por alteracdes no metabolismo. Estes efeitos
incluem mudangas no consumo de oxigénio e no metabolismo protéico, lipidico, de
carboidratos e de vitaminas. Assim, o hipotireoidismo leva a diminuicdo do
metabolismo, decréscimo da temperatura corporal e da frequéncia cardiaca,
mixedema, ganho de peso e elevagdo do nivel sérico de colesterol. Ao contrario, a
elevacdo dos niveis dos HTs, hipertireoidismo, provoca taquicardia, aumento do
metabolismo e da temperatura corporal, perda de peso e diminuigdo nos niveis
séricos de colesterol (26).

Na célula ocorre a regulagdo de um maior suprimento do LT3, que é a
principal forma ativa dos HTs, a partir da conversdo enzimatica do LT4. A conversao
do LT4 em LT3 € realizada por trés enzimas denominadas 5’ desiodase tipo 1, 2 e 3.
A enzima tipo 1 tem alta capacidade e baixa afinidade pelo LT4. A enzima tipo 2 tem
alta afinidade pelo substrato, e a regulagcdo dos niveis desta enzima pode ter um
efeito significativo na conversao global do LT4 em LTs. A degradacédo do LT, e LT3
em formas menos ativas também inclui um importante mecanismo de controle dos
niveis dos HTs. A 5 desiodase tipo 1 e tipo 3 podem remover iodo do anel da
tiroxina para degradar LT, em rT3 e LT3 a LT, . Outras vias de degradagédo tém
menor papel no metabolismo dos HTs. Elas incluem a produgdo de tironina
glucoronada e sulfato, por meio da conjugacdo de anéis fenilicos e formagao de
derivados do acido acético, como o Tetrac e Triac (27, 28).

Nas células-alvo os HTs interagem com receptores nucleares, que sao fatores
de transcricdo que controlam a expressao de genes alvo ao se ligar usualmente na
regido promotora destes genes. Estes receptores pertencem a superfamilia dos
receptores nucleares. Esta superfamilia abriga subclasses de receptores que

diferem nos detalhes de suas acdes. Uma subclasse esta representada pelo TR,
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RAR, VDR, PPAR e de diferentes receptores 6rfaos de ligante desconhecido (29,30,
31).

Os TRs sao proteinas modulares, com trés dominios principais: dominio
amino-terminal, que desempenha funcao de transativacéo; o DBD , responsavel pela
ligacao do receptor ao DNA; e o LBD , responsavel pela ligagdo do TR ao horménio.
O LBD é essencial para a dimerizagdao do TR e sua associagdo com proteinas co-
reguladoras sdo essenciais para repressao ou ativagao de genes pelo TR. Ha uma
sequéncia de aminoacidos conectando o DBD e LBD que nao é conservada e
supostamente age como uma dobradi¢a (“hinge”) permitindo o movimento entre os
dois moddulos (29). A identificacdo dos dominios funcionais dos membros da
superfamilia dos receptores nucleares foi baseada na comparacéo da sequéncia dos
receptores e analises mutacionais. No entanto, a determinacdo de estruturas
cristalograficas tem sido importante para confirmar esses dominios, bem como as
mudancas estruturais induzidas pela ligagcao ao ligante e ao DNA (32, 33).

O TR liga-se a sequéncias especificas de DNA dos genes responsivos ao
HT, denominado elementos responsivos (HREs), geralmente localizados no
promotor dos genes alvos promovendo in vivo a resposta hormonal. Os HREs sao
constituidos por duas copias do hexanucleotideo AGGTCA “N’AGGTCA onde “N”
representa 0 numero de bases que separa cada hexamero, determinando a
especificidade da ligagdo. Orientam-se na forma de repeti¢cdes diretas (DRs). Os
HREs podem estar dispostos como repeti¢cdes diretas espacadas por uma a cinco
bases (DR — AGGTCA “N’AGGTCA), como palindromo (5-TGACCT AGGTCA - 3’),
sem espagamento entre os hexameros ou como palindromos invertidos (5'-=TGACCT
‘N"TGGTCA — 3’) onde as cdpias sao espagadas por 6 bases (34, 35).

Os TRs sao codificados por genes, a e 3, que nos humanos localizam-se
nos cromossomos 17 e 3 respectivamente. Cada um desses TRs apresenta duas
isoformas, isto é, a1 e a2, e B1 e B2 (36). A expressdo dos TRs varia com o
desenvolvimento e com a diferenciagao celular. O TRa1, TRa2 e TRB1 sao
expressos em quase todos os tecidos, ainda que em niveis diferentes. Assim, o
TRa1 € expresso nos musculos esqueléticos, gordura marrom e no coragao, o TRa2
€ abundante no cérebro, enquanto o TRB1 encontra-se no figado, rim e cérebro. A

expressao do TRB2 ocorre somente na glandula pituitéaria e em outras regiées do
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cérebro. A expressao variada dos TRs pode constituir um mecanismo usado pelo
LT; para a regulacao dos tecidos de forma seletiva (35, 36, 37).

Para modular a transcricdo dos genes alvos, os receptores nucleares
interagem com proteinas co-regulatorias. A ligagdo do LT3 aos TRs ocorre com
grande afinidade e especificidade. Na auséncia do LT3, os TRs encontram-se
associados a cromatina em um complexo com proteinas co-repressoras (complexo
de deacetilase das histonas). Estas proteinas tém a agdo de deacetilagdo das
histonas, promovendo uma organizacdo compactada no estado repressivo da
cromatina. Na presenca do LT3, o complexo repressor dissocia-se do receptor e
ocorre o recrutamento de proteinas co-ativadoras. As proteinas co-ativadoras
possuem atividade de acetilagdo das histonas, promovendo o relaxamento da
cromatina e facilitando a interacdo desse complexo com os componentes da
maquinaria transcricional no promotor dos genes alvos. Portanto, o modelo de
regulacao transcricional dos receptores nucleares inclui trés estados da cromatina:
(1) cromatina na auséncia do receptor que manifesta o nivel basal da acetilagado da
histona e transcrigdo; (2) cromatina no estado repressivo com histonas deacetiladas
e nao ocorre a transcricdo na presencga do receptor nao ligado; e, (3) cromatina ativa
com altos niveis de acetilacdo de histonas e atividade transcricional na presencga do
ligante ao receptor. Entretanto, somente a ruptura da cromatina ndo é suficiente para
ativacdo transcricional, indicando que interagdes adicionais entre receptores
nucleares e a maquinaria transcricional sdo requeridas para regular a expressao
génica (38).

Dessa forma, tanto para a conversao do LT, em LT3, quanto para efetivar
seu efeito farmacoldgico, os HTs necessitam entrar na célula através da membrana
plasmatica das células-alvo. Anteriormente, acreditava-se que o transporte de HT
ocorresse simplesmente por difusado facilitada. Essa concepgao estava embasada no
fato dos HTs serem pequenas moléculas lipofilicas que deveriam atravessar a
membrana citoplasmatica por esta ser constituida por uma camada lipidica. No
entanto, estudos mais recentes demonstram que os mecanismos envolvidos neste
transporte sao mais complexos e possivelmente envolvem algumas proteinas ainda

nao caracterizadas.
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1.3.2. Transporte transmembrana

Os mecanismos de entrada de HTs em células tém sido controversos.
Alguns autores postulam que a entrada é por difusdo passiva (39,40), enquanto
outros argumentam que o transporte do LT3 € ativo (41-47). Embora exista um
grande numero de estudos sobre a entrada e distribuicdo de HTs (41-51), ndo existe
ainda uma definicdo clara sobre a presenca de transporte ativo ou sobre a
importancia do transporte regulando a disponibilidade de HTs aos seus receptores
nucleares. Por exemplo, em estudos in vivo, Oppenheimer e Schwartz
demonstraram que a entrada do LT3 no figado de rato ocorria contra um gradiente
de concentracgio, isto €, a concentragao de LT3 livre no citosol era 3 vezes superior
a plasmatica e a nuclear 58 vezes superior a citosdlica (52). Entretanto, estudos
posteriores em hepatdcitos isolados ndo mostraram qualquer diferenca entre as
concentragdes plasmatica e citosodlica (53). Ha outros exemplos que indicam que a
entrada de LT3 exibe um componente saturavel que é abolido com inibidores da
producdo de ATP (54) e é sensivel a temperatura (55). Cheng e colaboradores
identificaram e clonaram o cDNA para uma proteina localizada no reticulo
endoplasmatico que se liga ao HT, mas nenhum envolvimento com o transporte de
HT foi apresentado (56).

Ha indicacbes que a familia de proteinas ATP-binding cassette
(ABC)/multidrug-resistance (mdr) pode transportar horménios esterdides. Varias
células que superexpressam proteinas da familia mdr exibiram um efluxo aumentado
de dexametasona, corticosterona e aldosterona, assim como uma atenuagao da
apoptose induzida por glucocorticéide (57-61). Além disso, a poténcia biolégica da
dexametasona em leveduras foi modulada pelo efluxo seletivo deste esterdide por
uma proteina da familia ABC (62,63). Entretanto, ndo ha evidéncia publicada de que
proteinas da familia mdr transportem ou alterem a funcdo dos HTs em células de
mamiferos.

Ha outras sugestdes que o transporte de HTs regule a acéo final destes.
Estudos com DT3, um enantibmero do LT3 com afinidade para o receptor semelhante
a do LT3, tem apenas 5-30% da atividade de LT3 in vivo devido a sua incapacidade
de entrar no nucleo. Portanto, tanto no figado como no coragao, a presenga nuclear
de LT3 é 5 a 6 vezes maior do que a de DT; (64). Estes resultados mostram que

compostos com alta afinidade pelo receptor ndo sdo necessariamente agonistas
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potentes e que outros com baixa afinidade podem ser agonistas potentes sugerindo
que outros fatores, como o transporte, tém que ser contabilizados para aferir o efeito
biolégico final do HT. Também, € possivel que uma deficiéncia no transporte possa
explicar sindromes de resisténcia a horménios que ocorrem na auséncia de
mutacgdes nos receptores (65), e possam explicar a heterogeneidade da resposta de
diferentes tecidos a agdo do horménio em pacientes com hipotireoidismo subclinico
e com sindrome de resisténcia ao HT (66-68). O transporte de hormdnios pode
também explicar porque a terapia de reposi¢cdo para corrigir o hipotireoidismo em
ratos tireoidectomizados com varias doses de tiroxina (inclusive com doses
suprafisiolégicas) nao restabelece o eutireoidismo em todos os tecidos (69).

Anteriormente foi estudado se o transporte de HT pode ser um fator regulador
de sua acado em células HTC, derivadas de hepatoma pouco diferenciada de ratos, e
em células HTC, que adquiriram resisténcia a acidos biliares (células HTC-R) (70,71).
As células HTC-R exibiram uma capacidade aumentada de exportar acidos biliares e
superexpressam diversas proteinas da membrana plasmatica que representam novos
membros da familia ABC/mdr (70). Estes estudos demonstraram que as células
HTC-R, mas nado as HTC, secretam ativamente HTs por meio de um mecanismo
saturavel, sensivel ao frio, bloqueado por VRP e, provavelmente, mediado por
proteinas da familia mdr (72). Experimentos posteriores em células de tiredide de
ratos (FRTL-5) e fibroblastos de camundongos (NIH 3T3) (71-73) mostraram que
tanto o influxo quanto o efluxo de HTs estdo presentes em todos os tipos celulares,
porém a atividade destes processos varia amplamente.

Mais recentemente foi observado por Neves et al. que o efluxo de LT3 varia
consideravelmente entre os diversos tecidos. Assim, enquanto a placenta exporta
aproximadamente 90% do conteudo de LT3, células renais exportam somente 50%.
Além disso, foi observado que alguns analogos como o DT4 e DTj3 influenciam a
saida do LT3 de ventriculécitos de forma diferente que os atriécitos e que o
transportador responsavel pela entrada do LT3 € diferente do envolvido na saida do

LT3, pois o Triac inibe a captacao de LT3 sem interferir com sua saida (73).
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1.3.2.1. A hemacia como modelo de estudo do transporte transmembrana de

horménios tireoideanos.

O estudo do transporte de HTs em hemacias humanas e de ratos tem sido
alvo de pesquisadores desde a década de 1970 (74). Os primeiros relatos sobre a
especificidade na ligacdo de HTs a membrana plasmatica de células-alvo foram
feitos em 1975 por Tata (75) e em 1976 por Shing et al. (76). O estudo de Tata
detectou saturabilidade na ligacdo de HTs a diferentes constituintes celulares,
entretanto, o pesquisador questionou a relevancia bioldgica desses sitios de ligacéo.
Shing e seu grupo estudaram o efeito inibitério a ligagdo do LT3 e LT4 por seus
analogos, em membrana de hemacias livres de hemoglobina. Demonstraram que a
membrana da hemacia tem maior afinidade para os analogos de LT3 do que de LTy,
embora fosse similar para o LT3 e LT4. Nesse sentido, estudos subsequentes foram
realizados por Holm e Jacquemin (1979) (77), Botta et al. (1983) (78), Botta e Farias
(1985) (79), Holm (1987) (80), Angel et al. (1987, 1989) (81,82), Samson et al. (1992,
1993) (83,84). Nesses estudos foram identificados dois sitios de ligagdo saturavel
para o LT3: um de alta afinidade e baixa capacidade e outro de baixa afinidade e alta
capacidade. Os valores de Kd encontrados em sitios de alta afinidade de ligagdo em
hemacias humanas variaram entre 0,2nM e 140nM, enquanto que para sitios de
baixa afinidade variaram entre 5nM e 26uM (77, 79, 80, 82). Também foi
demonstrado no estudo de Botta e Farias (1985) que a especificidade dessa ligagéo
€ dependente da reduzida presenga de grupos proteina-SH (79). Em hemacias de
ratos, os estudos demonstram que os valores de Kd para o LT3 variaram entre 9pM
e 21nM para sitios de alta afinidade, e entre 0,4nM e 50uM para sitios de baixa
afinidade, sendo também dependente de um estado reduzido de grupos proteina-SH
(78, 81-84). A consideravel variagdo nos valores de Kd relatados nos diversos
estudos de ligacéo, tanto em membrana de hemacias humanas quanto de ratos, €,
provavelmente, devida as diferengas nas condi¢gbes e técnicas empregadas, mas
também pode ser devido ao envolvimento de multiplos transportadores.

A andlise de proteinas envolvidas na ligagdo de HTs a membrana plasmatica
pela técnica de marcacgao por fotoafinidade foi realizada por Samson et al. (1996). O
estudo identificou uma proteina com massa molecular aparente de 55 KDa em
membrana de hemacia de ratos. Além disso, os dados sugerem que a ligagdo do LT3

aquela proteina é criticamente dependente da presenca de fosfolipidios, indicando
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esteroespecificidade e uma possivel relagdo com um sistema especifico para o
transporte do LT3 (85).

Parametros cinéticos do influxo de HTs em hemacias humanas e de ratos in
vitro foram relatados por diferentes grupos de pesquisadores. Os estudos
evidenciaram que o transporte de LT3 ndo é dependente do gradiente de Na* (77,
86-89) e do gasto de energia (86, 88). Os dados de Km, que reflete a afinidade do
ligante ao carreador, indicam variagdo nos valores. Assim, o Km de LT3 encontrado
em hemacias de ratos foi de 53nM e 160nM (90-92), e em hemacias humanas foi de
248nM a 3,3uM (77, 86-89). Quanto a influéncia do pH, ndo foram encontrados
resultados demonstrando ser importante este fator para o transporte de LT3 em
hemacias de ratos (90, 91). Em relagcdo a esteroespecificidade, os estudos, em
geral, demonstram que os diferentes analogos de LT3 e os D-isbmeros de LT3 e LTy
sdo menos potentes em inibicdo do influxo de LT3 e LT4 do que de LT3 e LT4 (88, 90,
91). O estudo do transporte de LT4, ao contrario de LT3, tem sido menos investigado
em diferentes células. Osty et al. (1990) sugerem que o influxo de LT4 ocorre por
difusdo em hemacias humanas (91). Observa-se que estas discrepancias podem
estar relacionadas a diferentes necessidades de energia para o transporte de LT4 e
LT3, ou pode ser devido a outros fatores, como por exemplo, o uso de diferentes
técnicas empregadas.

Pouco é conhecido sobre o papel do efluxo na regulagdo da concentragéo
intracelular dos HTs. Ha estudos em hepatdcitos de ratos (92-94), placenta humana
(95-96), célula pituitaria de ratos (98), células tireoideanas de ratos (FRTL-5) (72),
fibroblastos de camundongos (NIH - 3T3) (72), timocitos de camundongos (99),
linfécitos humanos (100), células tumorais de liquido ascitico (Erlich) (101). Os
dados disponiveis sugerem que a extrusdo € rapida, saturavel e esteroespecifica.
Quanto ao efluxo de LT3 em hemacias humanas e de ratos, os dados demonstram
que ocorre por um processo saturavel que € estimulado por aminoacidos aromaticos
(90, 91), entretanto, foi demonstrado que, em hemacias humanas, a extrusdo de LT,
ocorre por livre difusdo (91). Inter-relagdes entre o transporte de aminoacidos
aromaticos e o transporte de HTs tém sido investigadas em diferentes tipos de
células de variadas espécies. Rosenberg et al. (1980) demonstraram que em
hemacias humanas existe relagdo entre o transporte de LT; e o transporte de

aminoacidos aromaticos, isto é, o sistema T (102). Este sistema consiste num
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processo independente do gradiente de Na*, sendo especifico para o transporte de
fenilalanina, tirosina e particularmente do triptofano (103, 104). Zhou et al. (1990)
demonstraram que, em hemacias de ratos, estes aminoacidos competitivamente
inibiram o transporte de LT;. Portanto, sugerem que o sistema T em hemacias de
ratos € similar ao sistema T em hemacias humanas inicialmente descrita. Assim, os
resultados indicam que o LT3 e o triptofano possuem um sistema de transporte
comum ou que sao transportados por um sistema estritamente articulado e interativo

na membrana da hemacia (105,106).

Considerados conjuntamente, os estudos realizados sugerem que os HTs sao
acumulados, mas ndo metabolizados em hemacias. Estas células associam-se aos
HTs circulantes e tém papel no transporte interérgéos. Dessa forma, a membrana da
hemacia regula a entrada e saida de HTs e, consequentemente, o controle da
concentracdo intracelular. A maior contribuicdo dessas pesquisas € que hemacias
maduras constituem em reservatoério e carreador de HTs no sangue, possibilitando

pesquisas em condigdes fisiologicas e patologicas.

1.4. Hemacias

O sangue contém diversos tipos de células com fungdes diferentes. As células
vermelhas, hemacias ou eritrécitos, permanecem nos vasos sanguineos e
transportam O, e CO; ligados a hemoglobina (107).

A formagdo das células sanguineas, hematopoese, envolve controles
complexos, nos quais a produgao de cada tipo de célula é regulada individualmente.
Na medula éssea, existem células-tronco denominadas hemapoiéticas pluripotentes
das quais derivam as células sanguineas. A célula primordial comprometida com a
producdo das hemacias é designada UFC-E. A primeira célula que pode ser
identificada como pertencente a série eritrocitaria € o proeritroblasto. Sob
estimulagcdo apropriada, grande numero dessas células é formado a partir das
células-tronco UFC-E. Apds ter sido formado, o proeritroblasto divide-se varias
vezes, acabando por formar muitas hemacias maduras. As células da primeira
geragcado sdao denominadas eritroblastos basdfilos. Nas geragdes subsequentes, as
células se enchem de hemoglobina até uma concentragdo aproximada de 34%; o
nucleo se condensa e seu remanescente final é expelido da célula. Neste ponto, a

célula penetra nos capilares por diapedese. Portanto, a hemacia ndo pode crescer
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ou se dividir; a unica forma possivel de se ter novas hemacias € a partir das células-

tronco (107, 108). A Figura 4 mostra a génese das hemacias.

FIGURA 4 — GENESE DAS HEMACIAS
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mecanismos das doengas. 5 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1993, p.212.

A maioria das moléculas associadas com a membrana de hemacias humanas
esta constituida por proteinas periféricas de membrana, associadas com o lado
citoplasmatico da bicamada lipidica. As principais proteinas ja reconhecidas —
espectrina, glicoforina e banda 3 — sdo responsaveis por mais de 60% (em massa)
do total de proteinas da membrana, com funcdes especificas. A espectrina mantém
a integridade estrutural e a forma bicbncava da membrana, enquanto que a banda 3
€ essencial no transporte de CO, dos tecidos para os pulmdes. A fungdo da
glicoforina permanece desconhecida, entretanto, esta pertence a uma representativa
classe de proteinas de membrana que atravessam a bicamada lipidica com uma
unica a-hélice. Muitos receptores da superficie celular, por exemplo, pertencem a

essa classe (108).
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A massa total de hemacias no sistema circulatorio € regulada dentro de
limites muito estreitos, de modo que ha numero adequado disponivel para
proporcionar oxigenagao tecidual suficiente. A falta de oxigénio ou uma diminuigao
de hemacias estimula as células do rim a sintetizarem e secretarem quantidades
aumentadas do horménio eritropoetina. Também, a vitamina B12 e o acido félico sao
essenciais a sintese de DNA e, consequentemente, a maturacédo e divisdo dos
nucleos das células progenitoras (107, 109).

As hemacias tém vida média de 120 dias. Apds este periodo sdo fagocitadas
e digeridas no figado e no baco, que removem mais de 10'" hemacias senescentes
por dia (109).

1.5. Fungao Tireoideana na Insuficiéncia Renal Crénica

A IRC afeta a funcao da tiredide em multiplos caminhos, incluindo baixos
niveis circulantes de HTs, alteracbes no metabolismo periférico, decréscimo na
ligacdo a proteinas carreadoras e possivel redugdo do conteudo hormonal nos
tecidos (110).

Parametros clinico-laboratoriais da funcdo tireoideana tém sido
extensivamente investigados em doentes renais crénicos em hemodialise e didlise
peritonial. Diversos estudos demonstram anormalidades nos testes de funcao
tireoideana, evidenciando nivel sérico total de LT3 e LTj livre diminuido, tiroxina total
diminuido, embora em menor magnitude, e o indice de tiroxina livre, uma estimativa
indireta de LTy livre, reduzido proporcionalmente ao LT, total. O nivel sérico de rT3
total € normal, enquanto que a concentragdo do rT; livre esta elevada devido a sua
reduzida taxa de depuracdo. Entretanto, os niveis séricos do TSH e TBG séao
normais (111-121). Apesar dessas caracteristicas bioquimicas, a maioria dos
pacientes urémicos € considerada clinicamente eutiroidea, embora os mesmos
sinais e sintomas observados na sindrome urémica também sejam descritos no
hipotireoidismo, como pele seca, sonoléncia, letargia, fadiga, intolerancia a condi¢gao
de frio e hipercolesterolemia.

O nivel sérico baixo de LT3 é resultante do prejuizo extra-tireoideano da
conversao de LT4a LT3, e 0 baixo nivel de LT, € atribuido a presenca de inibidores
circulantes. Os estudos de Docter et al. (1993) e Lim C-F et al. (1993) relatam que

inibidores de ligacdo de LT, a proteinas séricas carreadoras, como o CMPF, indoxil
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e acido hipurico estdo comumente elevados no soro urémico (122, 123). Segundo
Pereira et al. (1994) os niveis séricos elevados de interleucina - 15 (IL-1 ), TNF-a e
seus respectivos inibidores especificos também inibem a ligagcao de LT4 a proteinas
carreadoras em pacientes urémicos eutiroideos (124). Em individuos normais, niveis
elevados do acido oléico, interleucina-6 (IL-6) e TNFa podem reduzir a ligagao de
LT4 a proteinas carreadoras, bem como niveis elevados de bilirrubina e acidos
graxos nao esterificado em associagdo com hipoalbuminemia na faléncia hepatica
(125-128). Além disso, inibidores exégenos como furosemida, drogas
antiinflamatodrias e heparina podem deslocar a ligagao do LT, (129). Portanto, esses
fatores acarretam prejuizos na converséo de LT, a LT3, reduzindo a concentragéo de
LTs. Santos (2000) demonstrou que toxinas urémicas inibem a ligagdo do complexo
TR/RxR ao DNA in vitro sugerindo que esta alteragao poderia explicar a resisténcia a
acao do LT3 (130).

Nao ha nenhuma informagao sobre conteudo tecidual de LT3 em humanos, e
o estudo de Lim et al. (1984) mostra que em ratos urémicos o conteudo nuclear de
LT; estd reduzido no figado, mas inalterado na glandula pituitaria, indicando
heterogeneidade tecidual (131).

Quanto ao efeito de terapias na IRC, segundo Kaptein (1996), a dialise
minimamente afeta o metabolismo dos HTs, enquanto que a administragdo de zinco
e eritropoetina podem parcialmente reverter a disfuncao da tiredide. O metabolismo
dos HTs normaliza com o transplante renal, entretanto, a terapia com
glicocorticéides pode induzir a alteragdes adicionais (132).

Pacientes com IRC podem ter frequéncia aumentada de bécio, ndédulos
tireoideanos, carcinoma tireoideano e hipotireoidismo. O bdcio e hipotireoidismo
podem ser induzidos pelo excesso de iodeto, devido a redugao da excregao renal, e
pode ser reduzido pela restricdo de iodeto. O aumento na frequéncia de nodulos
tireoideanos e tumores podem estar relacionados a hiperparatireoidismo secundario.
Apods o transplante renal, a maior freqiéncia de tumores pode estar relacionada ao
estado imunossuprimido (132).

Portanto, multiplos fatores podem estar determinando a disfungao
tireoideana na IRC. Entretanto, até o momento, ndo ha estudos avaliando se o
transporte de HTs em células de pacientes urémicos em hemodialise pode

influenciar este quadro.
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1.6. Justificativa e Objetivos

Pacientes com IRC freqlientemente apresentam baixos niveis circulantes de
LT3 e LT4, entretanto, ndo ha elevacdo do TSH. A explicagao para este quadro, TSH
normal com LTs e LTs; diminuidos, tem sido um enigma. Além disso, por
apresentarem niveis normais de TSH, estes doentes sao considerados clinicamente
eutiroideos. Considerando que para exercer seu efeito farmacolégico, os HTs
necessitam entrar nas células, € possivel que o seu conteudo intracelular, e ndo os
niveis plasmaticos reflitam melhor o quadro tireoideano do paciente. Dessa forma, a
atividade de transporte de HTs em diferentes células de pacientes urémicos pode
oferecer uma explicagao para a associagao entre niveis normais de TSH, apesar da
diminuigdo na concentracdo plasmatica dos HTs. Estudos sobre o transporte de
HTs em células humanas e de outras espécies tém confirmado que a membrana
citoplasmatica constitui um ponto regulatério na modulagdo da concentragcéo
intracelular e, consequientemente, na agao hormonal em tecidos-alvo. Considerando
este novo enfoque analitico-experimental é que se propde o estudo do transporte de
HTs em células de urémicos. A hemacia madura € um bom modelo, uma vez que
pesquisas realizadas em ratos e humanos demonstram que esta célula é um
reservatorio e carreador de HTs no sangue. E interessante observar que ndo ha
nenhum estudo no mundo cientifico avaliando o transporte de HTs em células de
urémicos, bem como o estudo do efeito de drogas na modulagdo da concentragao
intracelular.

Considerando a relevancia cientifica da problematica apresentada e pela
possibilidade de se examinar esta questdo a partir de um modelo experimental,

foram tragados os objetivos da investigagéao.

Objetivo geral
Estudar o transporte de hormdnios tireoideanos em hemacias de pacientes com

insuficiéncia renal crébnica em hemodialise.

Objetivos especificos
e Caracterizar o influxo e efluxo de horménios tireoideanos.
e Verificar se o rT3, Triac e Verapamil inibem o influxo e/ou o efluxo de LTs.

e Verificar se a hemodialise modifica o transporte de hormdnios tireoidenaos.
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1.7 Materiais e Métodos

Reagentes

['®I]Ts (2200 Ci/mmol) e ["I]T4; (969 Ci/mmol) foram adquiridos da
Amersham Pharmacia Biotech UK Limited (Reino Unido). O Verapamil e os analogos
ao LT3 - rT3 e Triac - foram obtidos da SIGMA (EUA). O meio RPMI 1640 foi
adquirido da Life Technologies (EUA) e o SFB da GIBCO ™ (EUA). EtOH absoluto
foi adquirido da MERCK (Brasil) e o DMSO foi adquirido da SIGMA (EUA).

Caracteristicas do Campo de Pesquisa

O estudo, em sua primeira etapa, realizou-se no Centro de Dialise da
Sociedade de Clinica Médica (SOCLIMED), em Brasilia — DF, que tem finalidade
primariamente assistencial, como de pesquisa e ensino. Iniciou suas atividades em
1981, a fim de prestar assisténcia a pacientes renais crénicos e agudos que
necessitassem ser submetido a terapia de substituigdo renal. Presta servicos a
pacientes do SUS, de convénios e particulares.

Estruturalmente, esta planejada e organizada para atender a 132 pacientes.
Sua infra-estrutura fisica compreende: area de recepgao dos pacientes, sala para 18
pacientes com sorologia negativa para hepatite B e C, sala para 4 pacientes
portadores de hepatite B, sala para 2 pacientes portadores de hepatite C, sanitarios
para pacientes, posto de enfermagem, sala para reprocessamento de material
(reuso), sala para depésito de materiais, copa, sanitario para funcionarios,
consultérios médicos, area de registro e arquivo.

A assisténcia € prestada por equipe multidisciplinar de saude, isto €, oito
médicos nefrologistas, nutricionista, trés enfermeiros e vinte auxiliares de
enfermagem e funcionarios administrativos.

Na segunda etapa, a investigagdo desenvolveu-se no Laboratério de
Farmacologia Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude, que serve de local de
ensino e pesquisa aos alunos de Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude e Patologia

Molecular e Graduagao em Farmacia da Universidade de Brasilia.
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Amostra

Cinco pacientes foram selecionados no Programa de Hemodialise do Centro
de Dialise da SOCLIMED, sendo 2 do sexo feminino e 3 do sexo masculino, com
idade entre 25 e 50 anos, constituindo o grupo caso. Eram clinicamente eutiroideos
e nenhum deles tinha histéria de doencga tireoideana ou receberam terapia com
hormonios tireoideanos ou tratamento com amiodarona e agentes contrastantes a
base de iodo. Os pacientes eram dialisados 3 vezes por semana por 4 horas, sendo
utilizado filtro de Polissulfona — F8 - (Fresenius®). Encontravam-se sob terapia
dialitica por um periodo de 48 a 96 semanas. O grupo controle consistia de 3
sujeitos, sendo 2 do sexo feminino e 1 masculino, com idade entre 25 e 40 anos.
Todos os sujeitos participantes eram voluntarios e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (Anexos 1 e 2).

Obtencéo de Hemacias

Trés mililitros de amostra de sangue dos sujeitos participantes foram obtidos
por venopungao e colocados em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer System) e
imediatamente colocados em gelo. Dos pacientes urémicos, a amostra venosa foi
obtida antes e imediatamente apds a sessdo de hemodialise. As amostras foram
centrifugadas (2200 x g, 5 min, 4° C), o plasma e buffy coat foram removidos e o
concentrado de hemacias lavado 3 vezes por ressuspensao/centrifugagao (2200 x g,
5 min, 4°C) com 3 mL de PBS gelado (16g NaCl, 0,4g KCI, 1,44g Na,HPO, e 0,24g
KH,POy4, pH 7,4). As células foram ressuspendidas em até 4 mL com PBS gelado e

realizada diluicdo 1:200 com Liquido de Gower , seguida de contagem.

Estudo do Influxo e do Efluxo

Para os estudos de influxo e efluxo foram usados:

Tracer - Meio RPMI 1640 contendo ['?1]Ts ou ['?I]T,4 (aproximadamente
200.000cpm) e 0,01% de SFB (usado nesta concentragao para manter as condi¢des
de cultura porém sem uma grande quantidade de proteinas plasmaticas que possam
complexar-se com ['%°I]T3 ou [*°[]T,).

Meio de efluxo - Meio RPMI 1640 com 10% SFB (usado nesta

concentragdo com grande quantidade de proteinas plasmaticas, para que estas
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possam complexar-se com ['?°I]Ts ou ['*°I]T4 que sdo expulsos das células, evitando-
se assim o reinfluxo dos HTs nas hemacias).

Solucdes de rTs, Triac e Verapamil - As solugdes de drogas n&do marcadas
- 0s analogos ao LT3 (rTs e Triac) e o VRP — foram preparadas usando-se a mistura
de solventes EtOH:DMSO 3:2 como diluente. A solugédo estoque destas drogas era
de 10M.

Veiculo - Controle para as experiéncias em que foram usadas as solucbes
das drogas (rTs, Triac e VRP). O veiculo continha, além do ['?°I]Ts ou ['*°I]T4, o
diluente (EtOH:DMSO 3:2), em quantidade igual a das solu¢gdes dos analogos e o
VRP que foram adicionadas ao tracer e ao meio de efluxo.

Quantificacdo do [***I]Ts ou [**I]T4 A determinacdo da quantidade de
['21]T5 ou ['?I]T4 que entrou ou saiu das células foi feita em Contador Gama — Cobra
Il — Packard. O volume ideal para leitura neste aparelho € de 1mL, por este motivo

foi adicionado 1mL de agua destilada as hemacias ao final dos experimentos.

Estudo do Influxo

As células (10° por ensaio) foram incubadas com o tracer a 37°C na
auséncia ou presenca das solugdes das drogas ndao marcadas (concentragao final
10'4M). O influxo foi interrompido ao 1 e 5 minutos pela adicdo de 500uL de PBS
gelado e as amostras foram centrifugadas (2200 x g, 1min, 4°C) e, em seguida,
lavadas com 1 mL de PBS gelado por 4 vezes. As hemacias foram recolhidas e

determinado o contetdo intracelular de ['?°I]Ts ou ['*°I]T,.

Estudo do Efluxo
Pré-incubacdo - As células (10® por ensaio) foram inicialmente pré-
incubadas com o tracer por 180 minutos a 37°C, na presenga ou auséncia das
solucdes das drogas ndo marcadas (concentragdo final 10*M). O controle foi feito
usando-se o veiculo. Nesta etapa as células foram carregadas com os hormonios
marcados. Ao final da pré-incubacéo as células foram lavadas por 4 vezes com PBS
gelado por ressuspensao/centrifugacdo (2200 x g, 1 min, 4°C) para retirada do
hormdnio marcado nao incorporado as hemacias.
Efluxo — No tempo zero do efluxo foi adicionado 1 mL/microtubo de meio de

efluxo e deixado por 5 min a 37°C, ao final deste tempo as células foram
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centrifugadas (aqui e adiante: 2200 x g, 1 min, 4°C) e o meio foi retirado e separado
para contagem do radiois6topo que foi extrusado das células. Ao microtubo com as
hemacias foi adicionado 1mL de meio de efluxo e deixado por mais 5 min a 37°C
(totalizando assim 10 min de efluxo). As células foram centrifugadas e o meio
recolhido para contagem. Ao microtubo com as células foi adicionado 1mL de meio
de efluxo e deixado por 20 min a 37°C (totalizando 30 min de efluxo) seguido de
centrifugacdo e recolhimento do meio para contagem. Por fim, as hemacias foi
adicionado 1mL de meio de efluxo e deixado por 30 min a 37°C (totalizando os 60
min de efluxo). As hemacias foram centrifugadas, o meio recolhido para contagem.
Foi adicionado 1mL de agua destilada as hemacias para contagem do radioisétopo
remanescente nas ceélulas.

Com a contagem de radiois6topo que foi exportado em cada tempo e com o
remanescente celular apés 60 min de efluxo pode-se calcular a porcentagem

remanescente em cada tempo do efluxo.

Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a ANOVA complementado com o teste de
significancia Student Newman-Keuls Multiple Comparison. O programa Graph Pad

Prism foi usado para analise estatistica e construgao das curvas do efluxo.
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CAPITULO 2

Este capitulo, apresentado na forma de artigo, refere-se ao objetivo de
caracterizar o influxo e efluxo de horménios tireoidenaos em hemacias de pacientes

renais cronicos em hemodialise.

THYROID HORMONE TRANSPORT IS DISTURBED IN ERYTHROCYTES FROM
PATIENTS WITH CHRONIC RENAL FAILURE ON HEMODIALYSIS.*
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ABSTRACT

Aims: To now, there are no studies reporting whether thyroid hormones (THSs)
transport play a role in thyroid hormone dysfunction observed in chronic renal failure
(CRF). Therefore, the aim of this study was to investigate the transport of THs in
erythrocytes from patients with CRF on hemodialysis (HD). Methods: ['*°I]-L-
triiodothyronine (['?°I]Ts) and ['?°l]-L-thyroxine (['*°I]T4) erythrocytes uptake was
measured at 1 min and 5 min. To study L-triiodothyronine (LT3) and L-thyroxine (LT4)
efflux from erythrocytes, we preloaded the cells during 180 min with ['?°I]T5 or ['*°I]T,
and measured their ['*°[]Ts or ['*°I]T4 efflux during 60 min. Resuits: ['*°I]T5 uptake in
erythrocytes from uremic patients pre-HD was higher than control subjects by 50% at
1 min and by 55% at 5 min. However, ['*I]T4 uptake in erythrocytes from uremic
patients was significantly lower at 1min (88%) and at 5 min (63%). LT; efflux rate was
lower and LT, efflux was significantly higher than in control subjects. After 60-min of
efflux, LT3 remained in erythrocytes was 80% higher and LT4 was 57% lower than in
normal individuals. Neither ['*°I]T5 and ['*I]T4 uptake, nor efflux rates were changed
by hemodialysis. Conclusion: Despite the fact that uremic patients on hemodialysis
show low serum levels of LT3 changes in LT3 influx and efflux could act as a
compensatory mechanism that neutralize thyroid hormone dysfunction in order to

maintain the euthyroid state.

INTRODUCTION

Clinical and biochemical parameters of thyroid function in hemodialysis
patients with chronic renal failure (CRF) have been extensively examined. Several
studies (1-10) demonstrated different abnormalities in thyroid function in patients with
CRF on long-term hemo and peritoneal dialysis, including low circulating thyroid
hormone (TH) concentration, altered peripheral hormone metabolism, disturbed
binding to carrier proteins, increased iodine store in thyroid glands and reduction in
thyroid receptor binding to DNA (11,12). Total serum L-thyroxine (LT4) level, LT4
binding to serum carrier proteins and serum free LT, are reduced in euthyroid
patients with CRF (13). In addition, total and free L-triiodothyronine (LTs3)
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concentrations are frequently reduced in those patients (14,15). Reduced LT3 levels
may be explained by decreased peripheral tissue conversion of LT4 to LT3 (2). This
abnormality is not associated with increased conversion of LT4 to metabolic inactive
reverse L-triiodothyronine (rTs), since rTs; plasma levels are typically normal and
distinguish the uremic patient from patients with chronic illnesses (16). The low LT4
level is attributed to the presence of circulating inhibitors that impair binding of this
form of TH to thyroxine-binding globulin (TBG). Taken together, these findings
suggest that CRF affects thyroid function in multiple ways.

The absence of thyroid-stimulating hormone (TSH) elevation in face of low
circulating levels of LT3 and LT4 in uremic patients has been an enigma and raises
the issue as to whether there might have be a concomitant hypothalamo-pituitary
adjustment to low TH levels (11). In 1996, we demonstrated that LT; efflux plays an
important role in LT3 action (17). Furthermore, in a reported study from our
laboratories, we demonstrated that LT3 efflux activity varies significantly in different
tissues and suggested that THs transport in these tissues can modulate THs effects
by regulating their intracellular contents in accordance to their needs (18). However,
it is not known if abnormalities in thyroid hormone transport can play a role in thyroid
dysfunction in uremic patients and whether alterations in TH transport could act as a
compensatory mechanism to maintain a euthyroid environment in the face of altered
serum THs levels. In order to improve our knowledge regarding the mechanisms
involved in thyroid hormone dysfunction observed in CRF patients, we decided to
examine THSs transport in uremic cells.

In this study, we report the transport of THs in red blood cells (RBC) from
patients with CRF on hemodialysis (HD). In comparison to normal individuals LT3
uptake in RBC was higher and LT; efflux was reduced. We also found that, in the

RBC of these patients, LT, uptake was reduced and LT, efflux was increased.

MATERIALS AND METHODS

Enrolliment of Patients and Clinical Procedures
Patients (3 men and 2 women) from the Chronic Dialysis Program of Soclimed
Dialysis Clinic were enrolled. Their age ranged from 25 to 50. All patients appeared

well nourished and clinically euthyroid; none had a history of thyroid disease, thyroid
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hormone therapy, treatment with amiodarone or a clinically detectable goiter. The
patients were on hemodialysis 3 times a week for a period of 48-96 months.
Hemodialysis therapy was performed with Fresenius® Polysulfone filter. The control
group consisted of 3 healthy subjects (2 women and 1 man - 25 to 40 years old). The
Institution’s Committee on Human Rights in Research approved the protocol, and all

patients and normal individuals gave informed consent.

Reagents

['?°1]T3 (2200 Ci/mmol) and ['*°I]T4 (969 Ci/mmol) were purchased from Amersham
Pharmacia Biotech UK Limited, United Kingdom. Medium RPMI 1640 was purchased
from Life Technologies, and Newborn Bovine Serum (NBS) from GIBCO™,

Invitrogen Corporation, Grand Island, N.Y, USA.

Erythrocytes Procedures

Three milliliters of blood were withdrawn by venipuncture on glass tubes containing
EDTA (BD Vacutainer System) and immediately placed in an ice bath. In the uremic
patients, venous blood was obtained before and immediately after HD. The protocol
used was a modification of a described method (19). In brief, the blood samples were
centrifuged (2200 x g, 5 min, 4°C), the plasma and buffy coat were removed, and the
RBC pellet was washed three times by resuspension/centrifugation (2200 x g, 1 min,
4°C) with 3 mL ice-cold Phosphate Buffer Saline (PBS) (16g NaCl, 0.4g KCI, 1.44g
Na;HPO,4 and 0.24g KH2PO4, pH 7.4). The erythrocyte pellet was resuspended in 3

mL of PBS and cells were counted.

Cellular Uptake

Cells (10® per assay) were incubated at 37°C in RPMI 1640 medium containing
['?°11T5 or ['*°I]T4 (approximately 200.000 cpm) and 0.01% NBS. Uptake was stopped
at 1 and 5 min by adding 500uL ice-cold PBS and centrifuged (2200 x g, 1 min, 4°C).
Cells were washed four times with ice-cold PBS. Previous experiments in our
laboratory established that this washing procedure efficiently removes extracellular
labeled THs while causing minimal loss of intracellular tracer. Cellular radioactivity

was determined.
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Efflux Studies

Cells (10° per assay) were first preloaded with [°I]Ts or ['?°I]T4 in preincubation
medium containing 0.01% NBS at 37°C for 180min, after which cells were washed
four times with ice-cold PBS by resuspension/centrifugation (2200 x g, 1 min., 4°C).
Efflux was initiated by adding to each microcentrifuge tube, 1mL of prewarmed
(37°C) medium containing 10% NBS without tracer. Incubation continued at 37°C,
and the medium was collected and replaced by fresh, without tracer, prewarmed
efflux medium at 5, 15, 30 and 60 min. The addition of 10% NBS to the medium
effectively prevented reuptake of ['?°I]Ts and ['?°I]T, during the efflux study (20). At
the end of the efflux period, the cellular radioactivity of cells was determined.
Percentages of the tracer remaining in the cells at each time were computed, and
efflux curves were constructed using a curve-fitting algorithm, as described

previously (17), using the GraphPad Prism Program.

Statistics
Data were analyzed by one-way ANOVA complemented with the Newman-Keuls
Multiple Comparison Test. P<0.05 was considered statistically significant. Graph Pad

Prism Program was used for statistical analysis and to draw the curves.
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RESULTS

['?°1]T5 and ['?1]T4 Uptake in the Erythrocytes

To study whether ['?°I]Ts and [*°I]T, influx can be modified in HD patients,
we measured ['?°[]T3 and ['*°I]T4 uptake in RBC collected before and after HD. Fig. 1
shows the uptake of ['*I]T; and [*°I]T4 at 1 min and 5 min (fig. 1A and 1B
respectively) in erythrocytes from uremic patients and control subjects. As shown at 1
min, the uptake of ['*°I]Ts in erythrocytes from uremic patients pre-HD (2.1 + 0.15%,
n=15) and post-HD (2.0 + 0.22%, n=15) was significantly higher than in RBC from
control subjects (1.4 + 0.11%, n=9), P<0.05, and there is no difference between the
values pre and post-HD. The same result was observed at 5 min, when the pre-HD
(3.1 £ 0.16%, n=15) and post-HD (3.5 £ 0.22%, n=15) values were significantly
higher than the values found in the control group (2.0 £ 0.05%, n=9), P<0.05.

Control (B) 1 Control
@ TPl D (0 Pre-HD
y Post-HD 4- * Post-HD
[«b) E
Y4 @ - *
g 3 g 3 7 % T
2 1 =z =l
& 2 = o=
[¢B] 2-
d.'-) l-ﬂ W§ & 1-
0; 0
[125 I]T3 [125 I]T4 [125 I]T3 [125 I]T4

FIGURE1 — Uptake of ['®I]T; and [*®I]T, in human erythrocytes from control subjects and uremic
patients pre-hemodialysis and post-hemodialysis. Uptake was studied as described in Material and
Methods, at 1 min (A) and at 5 min (B). In both (A) and (B), the results are representative of at least
nine (control) and fifteen (uremic patients) independent experiments and show the mean + SEM.
*P<0.05 for uremic patient vs control.

On the other hand, the uptake of ['?°I]T4at 1 min and 5 min were significantly
reduced when compared to controls. Therefore, at 1 min, the ['?°I]T4 uptake in
erythrocytes from uremic patients were 1.5 + 0.08% pre-HD (n=15) and 1.2 + 0.05%,
post-HD (n=15) and 1.7 + 0.25% (n=9) in erythrocytes of control subjects, P<0.05
and at 5 min the values were 1.9 £ 0.23%, pre-HD (n=15), 1.8 £ 0.22%, post-HD (n=
15) and for subject controls, 3.0£0.42% (n=9), P<0.05. Consequently, these results
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show that erythrocytes collected from uremic patient’s pre and post-HD capture more
LT; and less LT4, and hemodialysis does not affect THs transport. Additionally,
['?°1]Ts and ['®I]T4 uptakes, either at 1 min or at 5 min, were very similar in control
subjects but not in uremic patients in which LT4 uptake was significantly smaller than
LTs at Tmin and 5 minutes (P<0.03).

Efflux of ['*°]Ts and ['*°I]T,4 in the Erythrocytes

Considering that RBC has different transport mechanisms to take in LT3 and
LT4 and uremia modifies these transport, we decided to address whether thyroid
hormone efflux could also be altered in hemodialysis patients.

To study LT3 and LT, efflux in erythrocytes, we preloaded the cells with

['?°1]T5 and ['®1]T,4 and measured their ['*°I] T or ['%I]T, efflux over 60 min.
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FIGURE 2 — Efflux of [®I]T; and ["®I]T; from human erythrocytes. The efflux was studied as
described in Material and Methods. Efflux of ['?I]T; in erythrocytes from control subjects (closed
squares), pre-hemodialysis (closed triangles) and post-hemodialysis (closed circles). Efflux of "0,
in erythrocytes from control subjects (open squares), pre-hemodialysis (open triangles) and post-

hemodialysis (open circles). These results are representative of at least nine (control) and fifteen (pre-
and post-hemodialysis) independent experiments. *P<0.05 for uremic patients vs control.

Figure 2 show that the capacity of RBC to export ['*°I]T5 and ['*°I]T4 varies
significantly among different groups. The RBC from uremic patients exported LT4
faster than the RBC from control individuals. We observed that the efflux of LT4 was

higher at 15 min and 30 min, and at 60 min the ['*1]T4 remaining inside the cells was
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only 5.2 £ 0.35% (pre-HD, n=15) and 4.1 + 0.30% (post-HD, n=15) against 9.2 +
0.9% remaining in the cells of the controls subjects (n=9), P<0.05. Differently, the
['#1]T3 remaining inside the RBC from uremic patients (from 30 min) was higher than
the control group and at 60 min was 18.0 £ 1.2% (pre-HD, n=15) and 24.0 + 3.7%
(pos-HD, n= 15) against 10.0 £ 0.73% (n=9) from controls subjects (P<0.05),
suggesting that the rate of LT3 efflux in RBC from uremic patients occurs at a slower
rate than in normal individuals. When we analyzed LT, and LT3 efflux activities in
normal individuals and in patients on hemodialysis, we observed that in uremic
patients, after 60 min (Figure 3), the percent of LT4 remaining inside the erythrocytes
before and after dialysis were significantly lower than the values observed in control
subjects. Moreover, it is interesting to note that in normal subjects there is no
difference between the RBC LT3 and LT, efflux rate. On the contrary, in uremic
patients LT3 efflux from erythrocytes is greatly reduced when compared to LT4, and

hemodialysis did not correct this difference.
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FIGURE 3 — Efflux of ['®I]T; and ['®I]T, in erythrocytes from subjects control and uremic patient's
pre-hemodialysis and post-hemodialysis. Per cent of [?I]T; and [***I]T, remaining in the erythrocytes
after 60min-efflux. These results are representative of at least nine (control) and fifteen (pre-
hemodialysis and post-hemodialysis) independent experiments and show the mean + SEM. *P<0.05
for T3 and T4 uremic patients vs control.

Thus, our results demonstrate that RBC from uremic patients retain LT3 inside the

cells and export LT, to the outside.
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DISCUSSION

Based on the concept that the transport through the cellular membrane is
essential in the modulation of the concentration and action of the THs, we decided to
characterize the influx and efflux of thyroid hormones in erythrocytes of uremic
patients on hemodialysis.

Our results showed that uptake of ['*°[]Tsin erythrocytes from uremic patients
at 1 and 5 min (pre-HD and post-HD) was higher than from healthy volunteers. In
contrast, ['*°I]T, uptake by erythrocytes from the same patients, pre-HD and post-HD,
at 1 min and 5 min, was significantly reduced in comparison with control subjects. In
addition, there was no correlation between THs transport disturbances and dialysis or
other parameters such as urea and creatinine blood levels (data not shown). The
inhibition of LT4 uptake observed in CRF patients may be attributed to impairment of
LT4 binding to its transporter, which is located in the erythrocyte plasma membrane. It
has been shown that low total LT, values in CRF patients are primarily related to a
decrease of LT4 binding to serum carrier proteins (11). Also, inhibitors of LT4 binding
to serum carrier proteins have been described in euthyroid uremic patients and may
include elevated serum levels of 3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid
(CMPF), indoxyl sulfate, and hippuric acid in uremic serum (21,22), as well as
increased serum levels of interleukin-1B(IL-183), tumor necrosis factor (TNF-a), and
their respective specific inhibitors (23). In addition, some drugs taken by uremic
patients can behave as exogenous inhibitors of LT4 binding to serum carrier proteins,
such as furosemide, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, and heparin (24). The
reason why LT3 uptake by erythrocytes from uremic patients in this study is greatly
increased is not known.

Despite the normal production of LT3 by the thyroid gland (11), the serum
concentration of LT3 and the peripheral conversion of LT, to LT3 are decreased in
CRF patients. In this study we also observed: 1) that erythrocytes from uremic
patients exported LT4s more rapidly than control subjects as demonstrated by a
significant diminishing percentage of LT4 remaining within these cells, and 2) that
RBC of uremic patients exported LT3z more slowly than RBC from controls, as
demonstrated by the high percent of LT3 remained inside the erythrocytes. Moreover,
hemodialysis therapy did not modify the transport of THs. Therefore, the presence of

non-dialyzable toxins or modifications in the expression of some THs transporters
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may be implicated in these differences that were observed in RBC from patients with
CRF.

Collectively, these results show that THs transport in RBC from patients with
CRF is modified. These changes in carrier-mediated influx of LT3 could be seen as a
compensatory mechanism that counteracts the disturbances in the TH availability for
the target tissues. This is in agreement with similar findings from studies performed
on RBC from thyroidectomized rats which also show that the low serum levels of TH
are associated with a significantly increased LT3z uptake in erythrocytes and that
administration of high doses of LT4 to achieve a large increase in serum TH levels
significantly decreases LT3 uptake by erythrocytes (25).

In conclusion, these findings represent the first demonstration that
differences in LT3 and LT, transport in erythrocytes from patients with CRF might
play a role of a compensatory mechanism to maintain a euthyroid environment within

the cell despite the low levels of LT3 and the reduced conversion of LT, to LTs.
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CAPITULO 3

Este capitulo, apresentado na forma de artigo, refere-se ao objetivo de
estudar o efeito do Verapamil, rT; e Triac no influxo e efluxo do ['*°I]T; em hemacias

de pacientes renais crénicos em hemodialise.

LTs UPTAKE AND EFFLUX MECHANISMS ARE ALTERED IN ERYTHROCYTES
FROM PATIENTS WITH CHRONIC RENAL FAILURE ON HEMODIALYSIS AND
ARE TRIAC, rT3 AND VERAPAMIL SENSITIVE.*
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ABSTRACT

Aim: Thyroid function is altered in patients with chronic renal failure. We previously
showed that ['?°I]T5 uptake in erythrocytes from uremic patients pre-hemodialysis was
higher than control subjects by 55% at 5 min and LT3 efflux rate was lower than in
control. The aim of this study was to investigate whether LT3 analogs (rTs and Triac)
and Verapamil have or not an effect on thyroid hormone uptake and efflux in red
blood cells from uremic patients on hemodialysis. Methods:['*°l]Ts uptake by
erythrocytes was measured at 5 min in the absence or in the presence of LT;
analogs and Verapamil. ['2°1]T5 efflux from erythrocytes was measured during 60 min
after 3 hours of preincubation with ['?°I]T3 and in the absence or the presence of LT3
analogs and Verapamil. Results: Triac, rT3 and Verapamil decreased LT3 uptake by
45, 26 and 8% in red blood cells from normal subjects, by 24, 24 and 23% in red
blood cells from uremic patients pre-hemodialysis and by 32, 37 and 35% in
erythrocytes from uremic patients post-hemodialysis respectively. Also, LT3 analogs
and Verapamil showed significant inhibitory effects on LT3 efflux in red blood cells
from normal, pre- and post-hemodialysis patients. Conclusion: Collectively, these
results show that LT3 entry and exit in red blood cells of uremic patients and normal
subjects occur through distinct mechanisms and that the sensitivity to LT3 analogs
and Verapamil differs from uremic to normal subjects. We suggest that because
uremic patients on hemodialysis show low serum levels of LT3 changes in LT3 influx
and efflux could act as a compensatory mechanism that neutralizes thyroid hormone

dysfunction to maintain the euthyroid state.

INTRODUCTION

In most patients with chronic renal failure (CRF), L-triiodothyronine (LT3) and
L-thyroxine (LT4) serum levels are low (1). This abnormality is not associated with
increased conversion of LT, to metabolic inactive reverse L-triiodothyronine (rT3),
since plasma levels are typically normal. Despite these findings, most CRF patients
are considered to be euthyroid as evidenced by normal thyroid-stimulating hormone
(TSH) levels (2). Although TSH levels are normal in most CRF patients, the
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prevalence of thyroid diseases including goiter and hypothyroidism is higher than in
the general population (3).

The relationships between thyroid dysfunctions and uremia are known,
however, the biological mechanism underling these interactions remain unclear. The
role of cellular transport in modulating intracellular hormone concentration has been
the focus of the many groups. Until two decades ago, it was presumed that the
plasma membrane transport of thyroid hormones (THs) consist of passive diffusion
as THs are lipophilic, enabling diffusion through the lipid-rich plasma membrane.
However, it has now been established by many laboratories using different cell types
from various tissues that THs are transported across the plasma membrane of target
cells by carrier-mediated process that are often found to be temperature, sodium, and
energy dependent (4,5). In 1996, we demonstrated that LT3 efflux plays an important
role in LT3 action (6). Furthermore, in a reported study from our laboratories, we
demonstrated that LT3z efflux activity varies significantly in different tissues and
suggested that THs transport in these tissues can modulate THs effects by regulating
their intracellular contents in accordance to their needs (7).

Also, it has been suggested that mature red blood cells (RBC) might act as a
circulating pool of thyroid hormones in humans, especially in newborns (8).
Therefore, the RBC could be used as a model system to study the transport of
thyroid hormones under various physiological and pathological conditions. Recent
studies in our laboratory (9) showed THs uptake and efflux in RBC from patients with
CREF occur through distinct mechanisms.

In the present work, we have expanded these studies to assess the effects of
LTs analogs (rTs and Triiodothyroacetic acid (Triac)) and Verapamil (VRP), known as
TH efflux inhibitor that reverses TH resistance (6), on both influx and efflux of LT3 in
RBC from normal and uremic subjects. Our results indicate that LT3 entry and exit in
red blood cells of uremic patients and normal subjects occur through distinct
mechanisms that are sensitive to LT3 analogs and VRP. Taken together, these
findings suggest that changes in LT; influx and efflux may act as a compensatory
mechanism that neutralizes thyroid hormone dysfunction to maintain the euthyroid

state.
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MATERIAL AND METHODS

Enrollment of Patients and Clinical Procedures

Five patients (3 men and 2 women) were enrolled from the chronic dialysis programs
of Soclimed Dialysis Clinic. They ranged in age from 25 to 50 years. All patients
appeared well nourished and clinically euthyroid; none had a history of thyroid
disease, thyroid hormone therapy or treatment with amiodarone or a clinically
detectable goiter. The patients were dialyzed 3 times a week for a period from 48 to
96 months long. Hemodialysis (HD) therapy was performed with Fresenius®
Polysulfone filter. The control group consisted of 3 healthy subjects (2 women and 1
man) with age from 25 to 40 years. The Institution’s Committee on Human Rights in
Research approved the protocol, and all patients and normal individuals gave

informed consent.

Reagents
['°I]T5 (2200 Ci/mmol) was purchased from Amersham Pharmacia Biotech UK
Limited, United Kingdon. Verapamil, rT; and Triac were obtained from SIGMA (St.
Louis, MO). Medium RPMI 1640 was purchased from Life Technologies, and
Newborn Bovine Serum (NBS) from GIBCO™, Invitrogen Corporation, Grand Island,
N.Y, USA.

Erythrocytes Procedures

Three milliliters of blood were withdrawn by venipuncture on glass tubes containing
EDTA (BD Vacutainer System) and immediately placed in an ice bath. In the uremic
patients, venous blood was obtained before hemodialysis (pre-HD) and immediately
after hemodialysis (post-HD). The protocol used was a modification of described
method (8). In brief, the blood samples were centrifuged (2200 x g, 5 min, 4°C), the
plasma and buffy coat were removed, and the erythrocyte pellet was washed three
times (resuspension/centrifugation at 2200 x g, 1 min, 4°C) with 3 mL ice-cold
Phosphate Buffer Saline (PBS) (16g NaCl, 0.4g KCI, 1.44g Na;HPO, and 0.24g
KH2POy4, pH 7.4). The erythrocytes pellet was resuspended in 3 mL of PBS and cells

were counted.
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Cellular uptake

Cells (10° per assay) were incubated at 37°C in RPMI 1640 medium containing
['®I]T; (approximately 200.000 cpm) and 0.01% NBS, without [vehicle —
ethanol:dimethylsulfoxide (DMSO) 3:2] or with 10*M unlabelled T analogs and VRP.
Uptake was stopped at 5 minutes by adding 500uL ice-cold PBS and centrifuged
(2200 x g, 1 min, 4°C). Cells were washed four times with ice-cold PBS. Previous
experiments in our laboratory established that this washing procedure efficiently
removes extracellular labeled ['#1]T; while causing minimal loss of intracellular tracer.
Cellular radioactivity was determined and express as percentage of ['®°I]T; uptake

relative to the control (vehicle treated).

Efflux studies

Cells (10® per assay) were first preloaded with ['?I]Ts in preincubation medium
containing 0.01% NBS at 37°C for 180min, without (vehicle — ethanol:DMSO 3:2) or
with 10*M unlabelled T3 analogs and VRP. After 3 hours incubation, cells were
washed four times with ice-cold PBS (ressuspension / centrifugation at 2200 x g, 1
min., 4°C). Efflux was initiated by adding to each micro centrifuge tube 1 mL of
prewarmed (37°C) medium containing 10% NBS without tracer (efflux medium).
Incubation was continued at 37°C and the medium was collected and replaced by
fresh efflux medium at 5, 15, 30 and 60min. The addition of 10% NBS to the medium
effectively prevented reuptake of ['?°1]T; during the efflux study (10). At the end of the
efflux period, the intracellular radioactivity was determined. The amount of the tracer
remaining were computed and expressed as percentage of ['*°I]Ts in the cells after
60-min efflux. The accumulation of ['®I]Ts in the cells, after 3 hours of incubation,
was expressed as percentage of the initial amount of tracer used during the

incubation time.

Statistics

Data were analyzed by one-way ANOVA complemented with the Newman-Keuls
Multiple Comparison Test for significance. P<0.05 was considered statistically
significant. Graph Pad Prism Program was used for statistical analysis and to perform

the graphics.
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RESULTS AND DISCUSSION

There are extensive studies demonstrating different abnormalities in thyroid
function tests in patients on long-term hemo and peritoneal dialysis (11-16). These
include low circulating thyroid hormone concentration, altered peripheral hormone
metabolism, disturbed binding to carrier proteins, increased iodine store in the thyroid
glands and reduction thyroid receptor binding to DNA (16,3). Despite all these
disturbances and some symptoms that were also described in hypothyroidism, most
uremic patients are considered to be euthyroid as evidenced by normal TSH levels
(2,1).

Several studies have investigated the effect of LT; analogs and VRP on
uptake and efflux of LT3 in variety of cell lines (17-24) but only few were done in RBC
from uremic patients (9). Because mature human erythrocytes constitute a large
reservoir for the thyroid hormone in blood and play important role in TH homeostasis
(8,25), we investigated the sensitivity of both influx and efflux of LT3 to several drugs
in erythrocytes from normal and uremic subjects. As shown in Figure 1 and Table 1,
cellular uptake of LT3 at 5 minutes, expressed as percentage of ['%°I]T; accumulation
per 10° cells, was inhibited by rTs, Triac and VRP (final concentration, 100uM) in
RBC from both normal subjects and uremic patients group. Triac, rTz and VRP added
to the incubation media at the same time than the tracer, decreased LT3 uptake by
45, 26 and 8% in RBC from normal subjects respectively, by 24, 24 and 23% in RBC
from uremic patient’s pre-HD and by 32, 37 and 35% from uremic patient’s post-HD.
Although VRP inhibited LT3 uptake in RBC from both normal and uremic patients, LT3

infflux in RBC from normal subject was less sensitive to this inhibitory effect.
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[]T5 in erythrocytes from subjects control and uremic patients pre-HD and post-

HD. Uptake of LT; was measured at 5 minutes in the absence or in the presence of rT;, Triac and
Verapamil (VRP) (10'4M). These results are representative of at least nine (control) and fifteen (uremic
patients) independent experiments and show the mean+SEM. *P<0.05 significance for rT;, Triac and
VRP vs vehicle.

Table 1 — Percentage of ['?°I]T5 uptake in RBC from both normal and uremic patients
after 5 minutes. The percentage of inhibition represents the reduction of LT3 uptake
in the presence of inhibitors as compared to the vehicle.

Per cent of ['*°I]T; Uptake % inhibition

Study Vehicle TRIAC rTs VRP

subjects | (0,1mM) (0,1mM) (0,1mM) (0,imM) |TRIAC| T3 | VRP
Normal

subjects |2.060+0.044| 1.125+0.066* | 1.515+0.053* |1.893+0.051** 26 8
Uremic

patients

pre-HD |3.067+0.051| 2.320+0.093" |2.318+0.074" | 2.371+0.094" 24 23
Uremic

patients

post-HD |3.583+0.170| 2.431+0.116"" |2.243+0.157""|2.329+0.080"" 37 35

Values are the mean + SEM
* P<0.001 vs. vehicle (normal subjects)
** P<0.001 vs. vehicle (normal subjects)
+ P<0.001 vs. vehicle (pre-HD)

++ P<0.001 vs. vehicle (post-HD)
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Results from previous studies (9) and also from this study show an increase of
LT; uptake in RBC from uremic patients, when they are compared to normal
subjects, without a difference between pre-HD and post-HD patients. In this study,
the inhibitory effects of LT3 analogs and VRP were identical in RBC from both pre-HD
and post-HD, but different in RCB from normal subject. These findings are in
agreement with a previous observations (8) where it was reported that LT3 uptake in
human RBC was significantly sensitive to Triac and rTs.

Since LT3 uptake in RBC cells from uremic patients was altered, we wondered
if LT3 efflux in these patients was also affected. We therefore, studied LT3 efflux in
RBC from normal subjects and uremic patients. Cells were preloaded with ['*1]T; and
their content was measured after 60-min efflux period. The results from Figure 2 and
Table 2 indicate that the capacity to export ['?°I]T5 varies significantly between both
normal and uremic groups. They also show that LT3 efflux sensitivity (inhibition) to

LT; analogs and VRP is greater in RBC from normal subjects than from uremic

patients.
60 .
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Figure 2 — Efflux of [®I]T;in erythrocytes from subjects control and uremic patient’s pre-HD and post-
HD in the absence or in the presence of excess unlabeled rT;, Triac and VRP. The efflux of T3 was
measured in the absence or in the presence of analogs and VRP (10'4M) added during the 3-hour
preincubation and in the efflux periods. These results are representative of at least nine (control) and
fifteen (uremic patients) independent experiments and show the mean+SEM. *P<0.001 significance for
rTs, Triac and VRP vs vehicle.



49

Table 2 — Percentage of remaining ['*°I]Ts in the RBC from different study subjects
after 60min-efflux under various conditions.

Efflux (% of cellular ['*I]T5 remaining at 60 min)
Study TRIAC rTs VRP
subjects Vehicle (0,TmM) (0,1TmM) (0,TmM)
Normal
subjects | 9.12+0.39 |21.48+0.30* |51.28+2.23* | 27.12+0.67**
Uremic
patients
Pre-HD [18.62+1.98 |38.16+3.25* |45.68+2.23* | 37.16+2.83*
Uremic
patients
Post-HD |18.14+0.50 | 36.96+1.17*|43.33+1.51* | 36.38+1.53*

Values are the mean + SEM
* P<0.001 vs. vehicle (normal subjects)
** P<0.001 vs. vehicle (normal subjects)
+ P<0.001 vs. vehicle (pre-HD)
++ P<0.001 vs. vehicle (post-HD)

As shown in Table 3, the cellular accumulation of ['?°I]T; during prolonged

incubation is the net result of uptake and efflux. The accumulation of ['*°I]T; by RBC

from uremic patients (pre- and post-HD) during a 3-hours preincubation was not
significantly changed when Triac, rT; and VRP were present in the medium. The
same observation was obtained with RBC from normal subjects except for rTs, which
did show a significant increase in LT3 accumulation.

Table 3 — Percentage of ['®I]Ts cellular accumulation (the net result of uptake and
efflux) in the RBC from different study subjects after 3-h preincubation under various

conditions.

Accumulation of ['?°I]Ts in cells after 3h of

incubation (%)

Vehicle] TRIAC rTs VRP
Study subjects (0,17mM) |(0,1'mM)|(0,1mM)
Normal subjects| 12.8 11.8 20.8 12.0
Uremic patients
Pre-HD 19.5 21.0 19.4 20.1
Uremic patients
Post-HD 17.8 19.1 17.0 18.4
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These results demonstrate clearly that export of LT3 in erythrocytes from
uremic patient is slowed down. The significance of these differences could be
attributed to the existence of uremic factors, either toxins or proteins, that modify
directly or indirectly LT3 influx and efflux activities.

Data analysis of LT3 accumulation in uremic patients and control subjects
revealed no inhibitory effect of VRP and LT3 analogs, except rT; which did increase
LT3 accumulation only in RBC from normal subjects.

Also, LT3 accumulation in RBC, in the absence of LT3 analogs and VRP
(vehicle group), was significantly different between normal (12.8%) and both pre- and
post-HD patients (19.5% and 19.1%, respectively). These results indicate that LT;
uptake is different in both populations and that this difference is maintained even
after 3h of incubation and the steady state does not compensate for the difference
whether the inhibitors are present or absent.

Collectively, these findings suggest that LT3 entry and efflux in red blood cells
of uremic patients and normal subjects occurs through distinct mechanisms, which
are sensitive to LT3 analogs and VRP. Taken together, these findings demonstrate
that LT3 uptake and efflux are different from normal to uremic subjects and that the

most striking difference reside in the sensitivity of LT3 transporters to rTs.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A IRC afeta praticamente todos os sistemas e 6rgaos. Uma manifestacao
clinica decorrente da doenca € a disfuncdo tireoideana caracterizada pela
diminuigdo dos niveis plasmaticos de LT4 e LT3 associada a secrecdo normal do
TSH. A compreensao dessa anormalidade ainda ndo esta totalmente esclarecida.
Modificagdes na atividade de transporte de HTs pela membrana celular podem
modular alguns destes achados. Entretanto, apesar dos avangos na compreensao
dos mecanismos envolvidos na entrada e saida de HTs nas células, até o momento,
nao ha estudos sobre o transporte transmembrana dos HTs em células de pacientes
urémicos. Assim, este estudo propde-se a investigar a entrada e saida do LTz e LT,
em hemacias de pacientes urémicos em diferentes situagbes, como por exemplo,
antes e apds uma sessao de hemodialise.

Os resultados obtidos demonstram que o transporte transmembrana (influxo
e efluxo) dos HTs em hemacias de urémicos € distinto do transporte em hemacias
dos individuos controles. Isto é evidenciada pela maior captagcdo do LT3 e menor do
LT4s em hemacias dos urémicos em relagdo a captagdo por hemacias dos sujeitos
controles. Ao contrario, o efluxo do LT3 é reduzido e do LT4 € aumentado. Além
disso, observamos que a hemodialise ndo modifica esta diferenca. Especula-se que,
para compensar 0s baixos niveis circulantes dos HTs, ocorra um incremento
intracelular, especificamente do LT3, e a hemacia funcione como reservatério e
carreador para células-alvo. E possivel que este fendmeno n3o ocorra em todas as
células, isto &, que ele seja tecido-especifico. Outro aspecto relevante refere-se aos
resultados obtidos pela adicdo de analogos ao LT3 (rTs, Triac) e Verapamil, pois
estes compostos inibiram o transporte do LT3 em hemacias de sujeitos controles e
pacientes urémicos. Considerados conjuntamente, os resultados mostram que a
uremia modifica o mecanismo de transporte dos HTs, promovendo o acumulo de LT3
intracelular. Para isto, favorece o mecanismo que transporta LT3 para dentro das
células e inibe o efluxo do LTs. Ao contrario, o ambiente urémico inibe a entrada e
aumenta a saida do LT,. Estes resultados sugerem que existem mecanismos
especificos para entrada e saida de LT3 e LT4. Além disso, no que se refere a
entrada de LT3, quando se utilizou analogos ao horménio observa-se que o

mecanismo molecular envolvido no aumento do transporte (nos pacientes urémicos)
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nao inclui os transportadores que também carreiam Triac, rT; ou Verapamil, pois a
adicdo destes reduziu a entrada de LT3 nas hemacias dos sujeitos controles de
forma semelhante aos pacientes urémicos. Desta forma, sugere-se que haja mais de
um sistema de transporte dos HTs, com diferentes afinidades e que podem ser
expressos distintamente em células-alvo. A maior importancia deste achado esta na
possibilidade do desenho de drogas que possam aumentar o conteudo intracelular
dos HTs seletivamente nos tecidos-alvo.

Assim, este estudo representa a primeira demonstragdo que a membrana
citoplasmatica de hemacias de urémicos constitui um ponto regulatério no transporte
dos HTs, modulando sua concentragao intracelular. Este fenbmeno pode representar
um mecanismo de adaptagdo do organismo a diminui¢do dos niveis plasmaticos de
LTs. Os tecidos que o fizerem conseguirdo manter um estado eutiroideo. Assim, é
possivel que células hipofisarias, de forma semelhante as hemacias, regulem seu
conteudo intracelular de LT3 e por este mecanismo a secregao de TSH é mantida
dentro de niveis normais, apesar da diminuicdo dos niveis plasmaticos do LT;. Por
outro lado, células que nao se adaptarem a esta situacao, poderao ficar em estado
de hipotireoidismo. Assim, alguns sintomas de hipotireoidismo presentes na uremia,
como, por exemplo, hipercolesterolemia, poderiam ser explicados pela diminui¢ao de
LTs nos hepatocitos. Por estes motivos € necessario investigar o transporte
transmembrana dos HTs em outras células de pacientes urémicos, assim como €&
importante identificar que proteinas transportadoras estdo envolvidas nesse
transporte. O esclarecimento destas e outras questdes trara beneficios a
compreensao da fisiopatogenia da disfungao tireoideana em pacientes portadores de
IRC em terapia dialitica, podendo contribuir significativamente para o estudo dos
mecanismos moleculares envolvidos na modulagdo da acdo dos hormodnios

tireoideanos.
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