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RESUMO 

 

Costa CC. Efeito do hormônio tireoideano e do seu antagonista NH3 na 
diferenciação osteoblástica de células mesenquimais periósticas humanas 
portadoras de mutação no FGFR2 determinante da Síndrome de Apert [Tese 
(Doutorado em Ciências Morfofuncionais)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2014. 
 

Evidências sugerem que há interação entre o hormônio tireoideano (HT) e os fatores 
de crescimento fibroblásticos (FGF) no desenvolvimento esquelético, entretanto, 
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que determinam esse 
intercâmbio. A Síndrome de Apert (SA) é uma mutação do tipo ganho de função, 
caracterizada por aumento da afinidade do FGFR2 por FGFs, e por uma sinalização 
anormal que segue a interação FGF/FGFR2. Consequências dessa mutação 
incluem o aumento da osteogênese, levando a craniossinostose grave (fusão 
prematura dos ossos do crânio) e outras anormalidades esqueléticas. No presente 
estudo, investigamos a interação do HT com os FGFs, utilizando células 
mesenquimais periósticas humanas da sutura coronal de pacientes com SA 
(mutação P253R) e de pacientes sem doença óssea (normais). As células foram 
tratadas com triiodotironina (T3) e/ou com um antagonista do T3, o NH3, em doses 
equimolares (10-8 M). Em relação as células controle (células normais ou mutadas 
sem tratamento), o T3, NH3 ou T3+NH3 não alteraram o crescimento nem a 
viabilidade de células normais, mas o T3 aumentou o número de células com a 
mutação P253R, enquanto o NH3 bloqueou este efeito do T3. Em ensaios de 
diferenciação celular, no dia 9, vimos que a atividade da fosfatase alcalina (ALP) 
estava aumentada nas células P253R em comparação às células normais. Em 
células normais, o T3, NH3 e T3+NH3 estimularam a atividade da ALP, mas o 
T3+NH3 resultou numa indução da ALP menor do que aquela promovida pelo T3 
sozinho. Nas células portadoras da mutação P253R, o T3 e/ou NH3 não alterou a 
atividade da ALP. Observou-se, também, um aumento na expressão gênica do 
RUNX2 e do FGFR2 e uma diminuição na expressão gênica da osteocalcina em 
células com a mutação P253R. Houve uma maior formação de nódulos de 
mineralização nas células mutadas, desde o 6º até o 21o dia de diferenciação 
osteoblástica. O T3 estimulou a formação de nódulos de mineralização (dia 21), 
enquanto que o NH3 bloqueou completamente este efeito do T3 nas células 
normais. Corroborando esses achados, o T3 induziu a expressão do mRNA do 
RUNX2 nas células normais, enquanto o NH3 bloqueou este efeito. Já nas células 
portadoras da mutação P253R, o T3 não alterou a formação de nódulos de 
mineralização, mas o NH3 e o T3+NH3 reduziram a formação dos nódulos. 
Podemos concluir que as células do periósteo normal e portador da mutação P253R 
são responsivas ao T3 e ao NH3. Nas células normais, o NH3 foi capaz de bloquear 
a ação do T3 e, nas células mutadas, inibiu a diferenciação osteoblástica 
exacerbada. Por outro lado, o T3 não foi capaz de alterar a diferenciação 
osteoblástica nas células mutadas. Esses achados sugerem que o T3 e FGFR2 
possam ter vias ou mecanismos de ação comuns na regulação da diferenciação 
osteblástica, e que antagonistas ou agonistas do T3 possam ser utilizados como 
ferramentas farmacológicas no tratamento de doenças relacionadas à ossificação 
anormal. 
 



 

 

Palavras-chave: Síndrome de Apert. Mutação P253R. Diferenciação osteoblástica. 
Hormônio Tireoideano. Antagonista do T3. NH3.  



 

 

ABSTRACT 

 

Costa CC. Effect of thyroid hormone and its antagonist NH3 in osteoblastic 
differentiation of human periosteal mesenchymal cells with mutation in FGFR2 that 
cause Apert Syndrome. [Thesis (Doctorate in Morphofunctional Sciences)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2014. 
 
 

Evidences suggest that there is an interaction between the thyroid hormone (TH) and 
fibroblast growth factors (FGFs) in the skeletal development. However, the 
knowledge regarding the molecular mechanisms that determine this relation is poorly 
understood. Apert Syndrome (AS) is a gain-of-funcion mutation characterized by 
increased osteogenesis, leading to severe craniosynostosis (premature fusion of 
skull bones) and other skeletal abnormalities. We investigate the interaction of TH 
with FGFR using human periosteal mesenchymal cells of the coronal suture in 
patients with AS (P253R mutation) and patients without bone disease (normal). Cells 
were treated with triiodothyronine (T3) and/or with a T3 antagonist, NH3, in equimolar 
doses (10-8 M). Compared to control cells (normal or mutated untreated cells), T3 or 
T3+NH3 did not affect the growth or viability of normal cells, but T3 increased the 
number of mutaded cells, while NH3 blocked this T3 effect. In studies of cell 
differentiation, we found that the activity of alkaline phosphatase (ALP) 9 was 
increased in P253R cells, compared to normal cells, on day 9. The treatment with T3, 
NH3 and T3+NH3 stimulated ALP activity in normal cells, but T3+NH3 resulted in 
induction of ALP lower than that promoted by T3 alone. In cells carrying P253R 
mutation, T3 and/or NH3 did not affect the activity of ALP. We also observed an 
increase in mRNA expression of RUNX2 and FGFR2 and a decrease in mRNA 
expression of osteocalcin in cells with P253R mutation. There was a larger formation 
of mineralization nodules in mutated cells from 6th through 21st day of osteoblastic 
differentiation. Treatment with T3 stimulated the formation of mineralization nodules 
(day 21), while NH3 completely blocked this effect of T3 on normal cells. In 
agreement with these findings, T3 induced RUNX2 mRNA expression in normal cells, 
while NH3 blocked this effect. In respect to the P253R mutated cells, T3 did not alter 
the formation of mineralization nodules, but NH3 and T3+NH3 did reduce this 
formation. We conclude that both normal and P253R mutated periosteum cells are 
responsive to T3 and NH3. In normal cells, NH3 was able to block the action of T3 
and, in mutated cells, NH3 inhibit exacerbated osteoblastic differentiation. 
Furthermore, T3 was not able to change the osteoblastic differentiation in P253R 
mutated cells. These findings suggests that T3 and FGFR2 may have common 
signaling pathways and/or mechanisms of action in the regulation of osteoblastic 
differentiation, and that T3 antagonists or agonists may be used as pharmacological 
tools in the treatment of diseases related to abnormal ossification.  
 
 
Keywords: Apert Syndrome. P253R Mutation. Osteoblastic differentiation. Thyroid 
Hormone. T3 Antagonist. NH3.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Uma complexa interação de moléculas de sinalização e fatores de transcrição 

que direcionam o destino, proliferação e diferenciação celular, é necessária para que 

ocorra o desenvolvimento e manutenção dos tecidos e órgãos. Mais especificamente 

quanto aos elementos esqueléticos, a diferenciação de células mesenquimais 

multipotentes em osteoblastos e condrócitos é orquestrada por uma rede complexa 

de moléculas de sinalização, sendo que, tanto o hormônio tireoideano (HT) quanto 

os fatores de crescimento fibroblásticos (FGF - fibroblast growth factor) têm papéis 

importantes nesse processo.  

Evidências recentes indicam interações complexas entre o HT e FGFs na 

angiogênese e na regulação da proliferação e/ou diferenciação celular do sistema 

nervoso central, coração e esqueleto (Williams et al., 2007). Embora haja evidências 

convincentes de que há uma ampla interação entre o HT e os FGFs no 

desenvolvimento dos tecidos, pouco se sabe a respeito dos mecanismos 

moleculares que determinam esse intercâmbio.  

Este trabalho tem como objetivo investigar a interação do HT com os FGFs no 

crescimento celular e na diferenciação osteoblástica, utilizando como modelo células 

mesenquimais periósticas humanas portadoras da mutação S252W ou P253R no 

receptor tipo 2 de FGF (FGFR2). Essas são mutações do tipo ganho de função e se 

caracterizam por aumento da afinidade do FGFR2 pela maior parte dos FGFs, por 

uma perda de especificidade pelos FGFs e por uma sinalização anormal que segue 

a interação FGF/FGFR2 (Ibrahimi et al., 2004; Wilkie et al., 1995). Essas alterações 

afetam a proliferação e diferenciação dos osteoblastos e condrócitos, levando à 

fusão prematura dos ossos do crânio (craniossinostose) e outras anormalidades 

esqueléticas que caracterizam a Síndrome de Apert.  

A investigação da interação do HT com a via dos FGFs em células portadoras 

das mutações que levam à Síndrome de Apert poderá contribuir para a identificação 

de novos alvos farmacológicos para a manipulação da proliferação e diferenciação 

celular. Especificamente quanto ao esqueleto, esse conhecimento poderá ser 

utilizado no tratamento de doenças do desenvolvimento esquelético, como as 

craniossinostoses, bem como no tratamento da osteoporose e no reparo de fraturas 

ósseas.  
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1.1  Os Ossos do Crânio e as Suturas 

 

O crânio de mamíferos é uma estrutura complexa que pode ser dividida em 

víscero-crânio, ou esqueleto facial, e neuro-crânio, formado pela base do crânio e a 

calota craniana (abóbada ou calvária) (Wilkie, Morriss-Kay, 2001).  

Em grande parte do esqueleto facial e na calota craniana, a osteogênese 

ocorre por um processo denominado ossificação intramembranosa, onde os 

osteoblastos diferenciam-se diretamente de condensações mesenquimais (Ornitz, 

Marie, 2002). Esses ossos são unidos por meio de suturas cranianas, que são 

articulações fibrosas, dentro das quais a proliferação de osteoblastos ao longo das 

bordas dos ossos impulsiona a sua expansão, enquanto um mesênquima 

interveniente de sutura não-ossificante mantém a sua separação (Holmes, Basílico, 

2012; Morris-Kay, Wilkie, 2005).  

As suturas apresentam várias funções: (a) determinar o crescimento do 

crânio; permitindo o crescimento do encéfalo; (b) articular os ossos do crânio; (c) 

servir como um coxim para absorver choques; e (d) permitir a passagem do crânio 

através do estreito canal do parto, por um processo combinado da sobreposição 

sutural e deformação do osso parietal (Jaslow, 1990; Ornitz, Marie, 2002).  

O crânio humano apresenta, aproximadamente, 25 suturas, sendo que, os 

pares de ossos cranianos frontais e parietais são separados na linha média pelas 

suturas metópica e sagital, respectivamente; os ossos frontais são separados dos 

ossos parietais pela sutura coronal; os ossos parietais são separados do osso 

occipital pela sutura lambdóide e os ossos parietais são separados dos temporais 

pela sutura escamosa (Johnson, Wilkie, 2010; Opperman, 2000) (Fig. 1).  
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Figura 1: Ossos e suturas do crânio. Vista (A) Superior, (B) Anterior e (C) Lateral do crânio de um 
recém-nascido, e Vista (D) superior e (E) Posterior de um crânio de um adulto [Sobotta, 1993]. 

 

Os mecanismos moleculares que controlam a formação das suturas são 

pouco compreendidos. A substituição prematura das suturas por tecido ósseo, 

levando à fusão entre os ossos adjacentes, é denominada craniossinostose. Esta 

pode ser acompanhada por outras malformações ou não ter malformações 
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associadas, caracterizando condições craniossinostóticas sindrômicas ou não-

sindrômicas, respectivamente.  

Enquanto a ossificação intramembranosa subperiosteal contribui para o 

aumento da espessura dos ossos, a forma global da calvária é determinada pela 

extensão e taxa de formação óssea que ocorre perpendicularmente nas suturas. As 

suturas cranianas são mais do que articulações ligamentares, as quais unem os 

ossos da calvária. São, também, os sítios primários de crescimento ósseo (Ogle et 

al., 2004). Se uma sutura ossifica prematuramente, ocorre distorção da forma da 

calvária por causa da combinação da falta de crescimento perpendicular da sutura 

ossificada e do super-crescimento compensatório das suturas normais para 

acomodar o sistema nervoso em expansão (Johnson, Wilkie, 2010; Ogle et al., 

2004).  

A craniossinostose causa uma desfiguração craniana e facial e, sem 

correção, pode resultar numa variedade de problemas que incluem: aumento da 

pressão intracraniana, prejuízo do desenvolvimento do cérebro e intelectual, 

cegueira, surdez e retardo mental (Ogle et al., 2004, Warren, Longaker, 2001). A 

craniossinostose é uma das anormalidades craniofaciais mais comuns causadas por 

sinalização anormal no mesênquima sutural. Ocorrem com uma prevalência de 

aproximadamente 1 em 2.100-3.000 nascimentos (Eswarakumar et al., 2006; Hehr, 

Muenke, 1999) e 20% são causadas por mutações do tipo ganho de função em 

FGFRs. 

Ainda não é claro quais tecidos e fatores de sinalização são responsáveis 

pela indução da formação da sutura. A dura-máter é permissiva para a formação da 

sutura, mas um estímulo indutivo desta é requerido durante a formação da sutura 

antes desta se tornar capaz de manter a si mesma (Opperman et al., 1993; 

Opperman, 2000).  

Uma forma efetiva para entender os mecanismos regulatórios que mantém as 

suturas e que, portanto, impedem a sua ossificação ao mesmo tempo que permitem 

que elas funcionem como sítios de crescimento ósseo, é observar os sistemas nos 

quais esses mecanismos regulatórios são interrompidos. É sabido que mutações em 

vários receptores de fatores de crescimento e fatores de transcrição estão 

associados à craniossinostose.  
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As mutações do tipo ganho de função, como as que acontecem nos genes 

dos FGFRs resultam em encerramento da sutura associada com uma aceleração da 

diferenciação celular tanto das frentes osteogênicas quanto dentro da matriz da 

sutura (Iseki et al., 1997; Lemonnier et al., 2000; Opperman, 2000). A manutenção 

da sutura depende da regulação de um conjunto de fatores que podem trabalhar 

dentro de uma mesma via ou independentemente (Opperman, 2000).  

 

1.2 Fatores de Crescimento Fibroblásticos (FGFs) e seus Receptores 

(FGFRs) 

 

Os fatores de crescimento fibroblásticos (FGF – fibroblast growth factor) têm 

papel relevante na biologia humana, uma vez que regulam o desenvolvimento 

embriológico, homeostase e processos regenerativos, incluindo o desenvolvimento 

esquelético e a osteogênese pós-natal (Marie, 2003). Os FGFs controlam a 

formação óssea por regular a expressão de vários genes envolvidos na proliferação, 

diferenciação e apoptose osteoblástica (Marie, 2003). O desenvolvimento ósseo é 

dependente da expressão de membros da família dos FGFs expressos localmente 

durante a formação óssea. No embrião, os FGFs são os maiores reguladores da 

comunicação mesênquima-epitélio e é requerido para a organogênese (Jodar et al., 

1998; Mohammadi et al., 2005). No adulto, os FGFs continuam a regular a 

homeostase dos tecidos além de terem papel na cicatrização de feridas, no reparo 

tecidual, no metabolismo do colesterol (Mohammadi et al., 2005; Yu et al., 2000) e 

na regulação do fosfato sérico (Mohammadi et al., 2005; White et al., 2001).  

Já foram identificados 18 FGFs: FGF1 ao FGF10 e FGF16 ao FGF23, os 

quais são agrupados em 6 subfamílias baseados em diferenças na sequência de 

homologia e filogenia. Os FGF11-FGF14, que são fatores homólogos aos FGFs, 

possuem alta identidade de sequência com a família dos FGFs, mas não ativam os 

receptores FGFRs, e, portanto, não são considerados membros da família FGF 

(Beenken, Mohammadi, 2009; Olsen et al., 2003). Os FGFs se ligam e ativam 4 tipos 

de receptores tirosino kinase (Givol, Yayon, 1992; Ornitz, Itoh, 2001), designados 

como receptores de alta afinidade ao FGF (FGFRs). O gene de cada um dos quatro 

FGFRs (FGFR1-4) pode sofrer splicing alternativo, dando origem a uma série de 

possíveis isoformas de FGFRs, com afinidades variadas pelos vários FGFs. 
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A complexidade da sinalização dos FGFRs é ainda maior pelo fato da 

interação funcional entre FGFs e FGFRs requerer a ligação de proteoglicanos de 

heparan sulfato (HSPGs), em um complexo tri-molecular (Liu et al., 1999; Ornitz, 

2000, Rapraeger et al., 1991). Os FGFRs consistem de 3 domínios imunoglobulina 

extracelular (D1-D3), um domínio transmembrana e um domínio tirosino kinase 

citoplasmático. Uma característica dos FGFRs é a presença de uma sequência 

acídica, rica em serina no link entre D1 e D2, chamada de caixa ácida. O fragmento 

extracelular D2-D3 é necessário e suficiente para a ligação e especificidade do 

ligante, enquanto acredita-se que o domínio D1 e a caixa ácida tenham um papel na 

autoinibição do receptor (Beenken, Mohammadi, 2009; Wang et al., 1995) (Fig. 2).  

 

Figura 2: Características estruturais dos receptores de fatores de crescimento fibroblásticos (FGFRs). 

[Adaptado de Beenken, Mohammadi, 2009]. 

 

Os FGFRs utilizam três principais vias de segundos mensageiros: fosfolipase 

C- (PLC), STATs e MAPK. A resposta mais freqüente de sinalização intracelular 

seguida da ativação do FGF é a ativação da via MAPK. Esta ativação é mediada via 

FRS2 (lipid-anchored FGFR substrate-2) que constitutivamente liga-se ao FGFR1 

mesmo na falta de FGF. Seguindo a ativação do FGFR (via fosforilação por tirosina), 

o FRS2 atua como um ponto de montagem para um complexo multiprotéico que 

controla a cascata da MAPK e a via PI3K/Akt (Lee, McCubrey, 2002). São essas 

rotas de segundos mensageiros ativadas pelos FGFs que apresentam 

oportunidades para a interação com as vias de sinalização do HT. 

Três FGFRs são essenciais para o desenvolvimento esquelético (De Luca, 

Baron, 1999; Ornitz, Marie, 2002). O FGFR1 é a principal isoforma expressa em 

células mesenquimais que originam os membros, e o FGFR2 é expresso durante a 
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condensação do mesênquima (Ornitz, Marie, 2002). FGFR1 e FGFR2 são expressos 

nos ossos do crânio em desenvolvimento e regulam a ossificação intramembranosa 

(De Luca, Baron, 1999; Ornitz, Marie, 2002). O FGFR3 tem expressão predominante 

em condrócitos proliferativos e hipertróficos da lâmina epifiseal (Lehmke et al., 1992; 

Ornitz, Marie, 2002). O envolvimento da sinalização de FGFs em doenças humanas 

é bem documentado. Uma sinalização desregulada pode contribuir para condições 

patológicas tanto através do ganho quanto da perda de função, seja dos FGFs ou 

dos seus receptores – FGFRs (Beenken, Mohammadi, 2009).  A gravidade das 

síndromes esqueléticas humanas vindas de mutações que violam, de alguma forma, 

a ligação FGF/FGFR é a prova da grande importância da manutenção precisa da 

especificidade entre FGF/FGFRs (Mohammadi et al., 2005). Mutações do FGFR1, 

FGFR2 e FGFR3 do tipo ganho de função podem alterar a resposta normal da 

sinalização da ativação do receptor por alterar a ocupação do receptor pelos ligantes 

e/ou prolongar a duração da sinalização do ligante-receptor, causando síndromes 

caracterizadas por craniossinostose (Tamburrini et al., 2005; Wilkie, Morris-Kay, 

2001), dentre elas a Síndrome de Apert (SA). 

 

1.3 A Síndrome de Apert 

 

A Síndrome de Apert (SA), descrita em 1906, é uma das mais graves 

síndromes craniossinostóticas, sendo responsável por 4,5% de todos os casos em 

diferentes populações (Cohen et al., 1992). É uma doença congênita, autossômica 

dominante, de origem exclusivamente paterna (Wilkie et al., 1995; Goriely et al., 

2003), caracterizada por craniossinostose de alta penetrância, hipoplasia do terço 

médio da face e sindactilia simétrica das mãos e pés, tendo ao menos os dígitos 2, 3 

e 4 envolvidos (Cohen, 1975). Anomalias viscerais também podem estar presentes, 

entre as quais incluem as malformações cardiovasculares (10% dos casos) e 

genitourinárias (9,6%), além de anomalias no sistema respiratório (1,5%) e 

gastrointestinal (1,5%) (Cohen, 1975; Cohen et al., 1992).  

Wilkie e colaboradores (1995) descobriram duas mutações no FGFR2: a 

Ser252Trp (S252W) e Pro253Arg (P253R), as quais foram confirmadas por outros 

autores para a Síndrome de Apert (Lajeunie et al., 1999; Passos-Bueno et al.,1998; 

Tsai et al., 1998). Além dessas mutações, outras mais raras no FGFR2 também já 
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foram relatadas (Lajeunie et al., 1999; Passos-Bueno et al., 1997; Oldridge et al., 

1999). Sendo que as mutações mais frequentes são a S252W e P253R, 

acometendo, respectivamente, 67% e 32% dos pacientes portadores (Ibrahimi et al., 

2001; Oldridge et al., 1995; Wilkie et al., 1995). Essas mutações são do tipo ganho 

de função, e estão relacionadas com alterações nas isoformas FGFR2b e FGFR2c. 

O FGFR2b selvagem se liga a FGF1, 3, 7, 10 e 22; e o FGFR2c selvagem se liga a 

FGF1, 2, 4, 6, 9, 17, 18, 20 e 23 (Ornitz et al., 1996; Umemori et al., 2004; Xu et al., 

2002). O FGFR2c com a mutação S252W, quando comparado à proteína selvagem 

e ao FGFR2b com a mutação P253R, apresenta aumento de afinidade pela maior 

parte dos FGFs (Ibrahimi et al., 2004). Ibrahimi et al. (2004) mostraram que ambas 

mutações aumentam a afinidade de ligação para quase todos FGFs. A mutação 

S252W, a qual está associada com craniossinostose mais grave, resulta num maior 

aumento de ligação do FGFR2c para grande parte dos FGFs, comparada à mutação 

P253R. 

Um estudo anterior mostrou que, nas células com a mutação P253R, há um 

aumento de afinidade aos FGFs e uma promiscuidade do FGFR2, assim como 

ocorre na S252W (Ibrahimi et al., 2004). Os modelos animais são os mais utilizados 

nos estudos funcionais das craniossinostoses. Devido à alta e precoce taxa de 

mortalidade, estudos in vitro são essenciais para avaliar as anormalidades causadas 

pela síndrome. Camundongos portadores da mutação P253R apresentaram 

anormalidades osteogênicas e condrogênicas, resultando em craniossinostose e 

atraso do crescimento de ossos longos durante o desenvolvimento. Além do mais, 

mostraram que a via Erk1/2 pode ter um papel crítico nas deformações destes 

animais (Yin et al., 2008). Shukla e colaboradores (2007) conseguiram reverter o 

fenótipo causado pela mutação S252W em camundongos ao inibirem a transcrição 

do gene mutante com RNA de interferência (RNAi). Eles também foram capazes de 

reverter o fenótipo ao tratar os camundongos com um inibidor farmacológico da via 

MEK-ERK (MAPK), o UO126, durante o desenvolvimento embrionário. Poucos 

estudos tem investigado os efeitos funcionais em células humanas, as quais 

apresentam algumas diferenças do modelo animal. Mutações do tipo ganho de 

função no FGFR2 em osteoblastos de calvárias humanas induzem alterações na 

sinalização do FGF e subseqüentes mudanças na expressão do receptor e no 

fenótipo osteoblástico (Lemonnier et al., 2000; Lomri et al., 1998), levando a 
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aumento da expressão de genes relacionados à diferenciação osteoblástica como 

fosfatase alcalina (ALP), colágeno I (ColI), osteopontina (OP), osteocalcina (OC), 

assim como N-cadherin (Lomri et al., 1998; Marie, 2003). Estudos funcionais com 

fibroblastos do periósteo de pacientes portadores da mutação S252W mostraram 

pela primeira vez que o periósteo possa estar envolvido na patofisiologia da SA 

(Fanganiello et al., 2007). Os fibroblastos com a mutação S252W apresentaram um 

maior potencial de diferenciação osteogênica e também um perfil de maior 

expressão de genes relacionados com o comprometimento osteogênico, 

identificando genes relacionados à SA (Fanganiello et al., 2007). Além disso, através 

de uma análise por microarray, identificaram que a expressão gênica de vários 

membros da via de sinalização da MAPK estava alterada nas células portadoras da 

mutação S252W, o que levanta a hipótese de que esta via possa ter um papel chave 

na SA (Fanganiello et al., 2007). Considerando-se esses achados, a investigação 

dessa via torna-se atraente quanto a uma possível participação na interação entre o 

HT e a via FGF/FGFR na diferenciação osteoblástica. Yeh et al. (2011) também 

observaram a diferente função adquirida pelos fibroblastos na patologia da SA, visto 

que essas células apresentam um maior comprometimento osteogênico. E ainda, 

viram que estas mesmas células aumentam o potencial osteogênico de células-

tronco mesenquimais. Além disso, mostraram também um perfil alterado na 

proliferação, migração e diferenciação tanto de fibroblastos como de células-tronco 

mesenquimais, com modificação no perfil da expressão de vários genes. Este 

conjunto de resultados mostra que células do periósteo possam contribuir para a SA, 

potencial este anteriormente atribuído à dura mater. Um outro estudo de Yeh et al. 

(2013) mostrou que embora parte do fenótipo causado pela mutação S252W possa 

ser explicado pela hiperativação de vias moleculares normais relacionadas à ligação 

FGF/FGFR, como MAPK, PI3K/Akt e JAK-STAT, a ativação do receptor mutante 

leva também a uma nova circuitaria de sinalização que ativa diferentes redes 

gênicas regulatórias.  

Assim sendo, células mesenquimais periósticas humanas portadoras da 

mutação S252W e P253R são modelos extremamente interessantes para a 

avaliação de uma possível interação entre o HT e a via FGF/FGFR2 na 

diferenciação osteoblástica, o que poderá contribuir para o desenvolvimento de 
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estratégias terapêuticas que possam atenuar o quadro clínico de pacientes 

portadores da SA. 

 

1.4 O Hormônio Tireoideano (HT) e o Esqueleto 

 

O HT exerce vários efeitos no desenvolvimento, crescimento e metabolismo 

de diversos tecidos, incluindo o tecido ósseo. O HT tem papel crítico na ossificação 

endocondral e intramembranosa e é essencial para o desenvolvimento esquelético, 

crescimento longitudinal e para a manutenção da massa e metabolismo ósseos. 

Durante o desenvolvimento, a deficiência de HT causa atraso na ossificação 

intramembranosa e endocondral, somando-se a importantes alterações na lâmina 

epifisial, resultando em redução do crescimento e anormalidades esqueléticas 

(Allain, McGregor, 1993; Freitas et al., 2005). Por outro lado, a tireotoxicose acelera 

a formação óssea levando à ossificação prematura da lâmina epifisial e das suturas 

cranianas, resultando em menor estatura e craniossinostose (Allain, McGregor, 

1993; Bassett, Williams 2003; Segni et al., 1999). Em adultos, o HT tem papel 

importante no metabolismo ósseo e na manutenção da massa óssea. Em situações 

de excesso de HT, a atividade dos osteoblastos e osteoclastos está aumentada, 

sendo que a última predomina, favorecendo a reabsorção óssea, balanço negativo 

do cálcio e perda de massa óssea (Mosekilde et al., 1977). 

Há um consenso geral de que as ações do HT são primariamente resultado 

da sua interação com os seus receptores nucleares (TRs), que se ligam a regiões 

específicas dos genes alvo, os elementos responsivos do HT (TREs), e modificam a 

sua expressão. Há quatro isoformas clássicas de TRs: o TR1, TR2, TR1 e TR2. 

Essa última isoforma não se liga ao T3 e funciona, pelo menos in vitro, como um 

antagonista do TR1 e TR1 (Katz, Lazar, 1993). O TR1, TR2 e TR1 são 

expressos nos osteoblastos, osteoclastos e condrócitos (Abu et al., 1997; Williams et 

al., 1994). A interação do HT com os TRs depende do influxo/efluxo celular de HT, 

mediados por transportadores de membrana como, por exemplo, o MCT8 

(monocarboxylated transporter 8). Um estudo do nosso grupo mostrou a expressão 

desse transportador no tecido ósseo fetal e pós-natal de camundongos e em células 

osteoblasto-like derivadas da calvária de camundongos, o que sugere que possa ser 

importante para modular os efeitos do HT na diferenciação osteoblástica (Capelo et 
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al., 2009). A interação HT/TRs é um sistema peculiar, pois o TR permanece ligado 

ao TRE da região promotora dos genes tanto com a falta quanto com a presença de 

ligantes. O TR não ligado recruta co-repressores e reprime a transcrição gênica, 

enquanto que um TR ligado recruta co-ativadores e ativa a transcrição gênica (Yen 

et al., 2006). A interação HT/TR também depende da ativação/inativação celular de 

HT por ação de enzimas celulares, as desiodases das iodotironinas do tipo I, II e III 

(D1, D2 e D3). Considerando-se as ações genômicas do HT, a tiroxina (T4), principal 

produto secretório da tireóide, basicamente funciona como um pró-hormônio e é 

convertido à forma ativa, a triiodotironina (T3), por ação da D1 e D2. Por outro lado, 

a D3 inativa T4 e T3, convertendo-os a reverso T3 e T2, respectivamente. Essas 

conversões ocorrem na própria tireóide e, principalmente, nos tecidos alvo do HT 

(Engler, Burger, 1984). Capelo et al. (2008) demonstraram que a D2 apresenta 

atividade em todo o esqueleto de camundongos adultos, o que sugere que essa 

enzima seja importante para a fisiologia óssea. Mostraram, ainda, que as três 

desiodases são expressas no esqueleto de fetos de camundongos e no esqueleto 

de camundongos jovens, o que chama a atenção para a importância dessas 

enzimas no desenvolvimento esquelético pré- e pós-natal (Capelo et al., 2008). 

Vale ser dito que estudos recentes mostram que o HT também atua através 

de mecanismos não-genômicos (Bassett et al., 2003; Kavok et al., 2001), sendo que 

os sítios dessas ações têm sido localizados na membrana plasmática, no citoplasma 

e em organelas celulares (Bassett et al., 2003; Kavok et al., 2001). As ações não-

genômicas do HT têm sido associadas com a regulação de canais de íons, 

fosforilação oxidativa e transcrição gênica mitocondrial. Além disso, têm-se 

demonstrado que envolvem a geração de segundos mensageiros intracelulares e a 

ativação de cascatas de sinalização como, por exemplo, a cascata da mitogen-

activated protein kinase (MAPK) (Bassett et al., 2003; Losel, Wehling, 2003). O 

mecanismo de ação não-genômico do HT demonstra potencial para interação com 

outras vias-chave de sinalização envolvidas no desenvolvimento esquelético, como, 

por exemplo, a via dos FGFs. 

Embora a importância do HT para o esqueleto seja clara, os seus 

mecanismos de ação no esqueleto são pouco conhecidos. Sabe-se que o HT pode 

afetar o esqueleto indiretamente através de outros hormônios como, por exemplo, o 

hormônio do crescimento (GH) e o hormônio tireoestimulante (TSH) (Chassande et 
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al., 1997; Katz, Lazar, 1993). Entretanto, uma série de estudos mostra que o HT 

também tem ações diretas no esqueleto. Estudos do nosso grupo mostraram ações 

diretas do HT em células osteoblásticas de ratos e camundongos (Beber et al., 2009; 

Gouveia et al., 2011). Há alguns anos, vimos que o HT estimula a expressão de 

osteocalcina, um gene relacionado à formação óssea em linhagem celular 

osteoblasto-like (Gouveia et al., 2001). Além do mais, estudos têm demonstrado que 

o HT inibe a proliferação e estimula a diferenciação osteoblástica (Abu et al., 1997; 

Milne et al., 1998; Robson et al., 2000). Recentemente, mostramos que o T3 e um 

análogo desse hormônio seletivo pelo TR, o GC-1, inibem a proliferação e 

estimulam a diferenciação osteoblástica de maneira similar, o que sugere que o TR 

medeia ações diretas do T3 nos osteoblastos (Beber et al., 2009).  

 

1.5. O Uso de Análogos do HT para o Estudo das Ações do HT no Esqueleto 

 

Análogos do HT vem sendo desenvolvidos, incluindo aqueles do grupo do Dr. 

Thomas S. Scanlan, da Oregon Health and Science University, Portland, Oregon, 

USA. Alguns desses análogos apresentam seletividade pelo TR ou TR e vêm 

sendo utilizados como importantes ferramentas farmacológicas para a investigação 

do papel dos TRs em vários sistemas (Baxter et al., 2004; Grover et al., 2004; 

Manzano et al., 2003; Trost et al., 2000; Villicev et al., 2007). O nosso grupo tem 

mantido importante colaboração com o grupo do Dr. Scanlan na investigação do 

papel do TR no tecido ósseo e em células osteoblásticas, utilizando o análogo 

seletivo pelo TR, o GC-1, como ferramenta farmacológica, o que, por sua vez, tem 

gerado resultados bastante interessantes (Beber et al., 2009; Freitas et al., 2003, 

2005). O grupo do Dr. Scanlan também desenvolveu o NH3, um antagonista do HT, 

que inibe a ligação do T3 ao TR, além de inibir o recrutamento de co-fatores que 

ativam a transcrição gênica induzida pela interação T3/TR/TRE (Arnold et al., 2005; 

Grover et al., 2007; Nguyen et al., 2005). Estudos funcionais mostraram que o NH3 é 

capaz de antagonizar ações conhecidas do T3, como, por exemplo, ações no 

metabolismo dos lipídeos e no coração (Grover et al., 2007).  

No presente estudo, o NH3 será utilizado na investigação de interações entre 

o HT e a via do FGF. Considerando-se que não há evidências de que o NH3 atue 

através de via não genômica, a utilização deste antagonista poderá contribuir para a 
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discriminação de ações genômicas do T3 na via do FGF. Mais importante ainda, 

nossos achados poderão contribuir para o desenvolvimento de estratégias 

farmacológicas para o tratamento de doenças do desenvolvimento esquelético 

relacionadas à alteração da sinalização do HT e FGF.  

 

1.6. A interação do HT e FGFs no Esqueleto 

 

Estudos recentes mostram interação do HT com a via de sinalização 

FGFs/FGFRs em osteoblastos, condrócitos e na lâmina epifiseal, o que sugere 

importantes intercâmbios entre esses dois sistemas no desenvolvimento do 

esqueleto (Bassett et al., 2006; Stevens et al., 2003). Barnard et al. (2005) 

mostraram que o FGFR3 é um gene responsivo ao T3 nas células condrogênicas 

ATDC5. Além disso, nessas células, o T3 aumentou a ativação da MAPK pelo FGF2 

e FGF18, mas inibiu a ativação por FGF do STAT-1. Há evidências, ainda, de que o 

HT possa regular a ação do FGF no esqueleto através de ações na matriz 

extracelular. Basset et al. (2006) estudaram a expressão de HSPG em 

camundongos Pax8-/-, que são congenitamente hipotireoideos pela falta de um fator 

de transcrição essencial para o desenvolvimento das células foliculares tireoideanas 

(responsáveis pela síntese de HT) e em camundongos que não expressam nenhum 

TR (camundongos TR
0/0/TR

-/-). A análise da lâmina epifiseal desses animais, que 

apresenta atraso na ossificação endocondral, demonstrou que a expressão e 

distribuição dos HSPGs são reguladas pelo HT. Além disso, foi demonstrado que o 

T3 inibe a expressão da Gpc6 (a proteína central do HSPG), Ext1 (enzima da 

síntese do HSPG) e Hs6st2 (enzima modificadora do HSPG) (Bassett et al., 2006). 

Assim sendo, o HT regula a organização espacial, expressão e estrutura dos HSPGs 

na matriz da lâmina epifiseal durante a condrogênese. Esses dados sugerem que o 

TH regula o desenvolvimento esquelético atuando através de um importante 

componente da via de sinalização do FGFR3, um regulador chave da diferenciação 

dos condrócitos durante a ossificação endocondral e do crescimento longitudinal 

ósseo.  

Em células osteoblásticas e em culturas primárias de células osteoblásticas 

da calvária de ratos e camundongos, Stevens et al. (2003) mostraram que o T3 

estimula a expressão de FGFR1. Além disso, mostraram que o T3 aumenta a 
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ativação do FGFR1 estimulado pelo FGF2 através de um mecanismo que envolve 

MAPK. Ainda, a análise de camundongos com knockout do TR (TR
0/0) revelou 

redução da expressão esquelética de FGFR1. Mostrou-se, ainda, incapacidade do 

T3 de estimular a expressão do RNAm do FGFR1 ou de aumentar a atividade da 

MAPK induzida pelo FGF em osteoblastos provenientes de camundongos TR
0/0 

(Stevens et al., 2003), o que demonstra que o T3 aumenta a ativação da MAPK 

dependente da interação FGF2-FGFR1 em osteoblastos via mecanismos genômicos 

que requerem TR. Além disso, foi demonstrado que a expressão óssea de FGFR1, 

mas não de FGFR2, se correlaciona com o status tireoideano. Esses achados 

demonstram que ações do T3 no desenvolvimento esquelético dependem da 

sinalização do FGFR1. Por outro lado, levantam a hipótese de que outros FGFRs, 

incluindo o FGFR2 e FGFR3, possam mediar as ações do T3 no esqueleto. 

Em conjunto, esses estudos sugerem fortemente que há interações entre a 

via de sinalização FGF/FGFR e o HT no desenvolvimento e metabolismo ósseos. 

Considerando-se o exposto, algumas questões podem ser levantadas: (i) Será que, 

nas células com a mutação S252W ou P253R, o HT e o seu antagonista NH3 são 

capazes de alterar o crescimento celular? (ii) Será que, nessas células, o HT e o seu 

antagonista NH3 são capazes de, respectivamente, ativar ainda mais ou inibir a 

diferenciação osteoblástica? (iii) Será que, nessas células, há interação entre o HT e 

a via dos FGFs na regulação do crescimento e diferenciação osteoblástica?  
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7. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, as células mesenquimais periósticas humanas são 

responsivas ao T3 e ao seu antagonista NH3. O fato do T3 estimular a diferenciação 

osteoblástica em células normais, mas não nas células portadoras da mutação 

P253R, que apresentam diferenciação osteoblástica exacerbada devido à alterações 

no FGFR2, sugere que vias de sinalização do T3 e FGF sejam comuns. Essa 

hipótese é reforçada pelo fato do NH3 bloquear a diferenciação osteoblástica 

exacerbada em células portadoras da mutação P253R. Esses achados sugerem que 

antagonistas ou agonistas do T3 tem o potencial de serem utilizados como 

ferramentas farmacológicas no tratamento de doenças relacionadas à ossificação 

anormal. 
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