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RESUMO

Oliveira AC. Identificagcdo e caracterizacdo de mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na regulacdo da massa muscular esquelética
durante o hipertireoidismo experimental. Sao Paulo. Tese [Doutorado em
Ciéncias] — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo; 2021.

Os hormonios tireoidianos sdo fundamentais no controle dos processos celulares,
sobretudo através da regulacdo da transcricdo génica desencadeada pela triiodotironina
(T3). Entretanto, niveis supra fisiolégicos deste hormonio, hipertireoidismo, alteram o
fendtipo dos tecidos-alvo estabelecendo patologias. No muasculo esquelético o
hipertireoidismo correlaciona-se com atrofia como a resultante de processos que podem
englobar estimulo proteolitico e inibicdo da sintese proteica. Com o intuito de
compreender de forma ampla a acdo do T3 no musculo esquelético buscou-se identificar
novos alvos da regulacdo hormonal por meio da analise da expressao global dos genes
envolvidos nas vias de sintese e degradacdo proteica. Acerca do eixo catabdlico,
identificou-se a regulacao positiva da proteina E3 ligase MDM2 exclusivamente nas fibras
musculares rapidas. Nestas fiboras o MDM2 encontra-se no citoplasma e nucleo, neste
ultimo, colocalizado com o fator de transcricdo PAX7. Em resposta ao T3 ha o aumento
de translocacéo nuclear de MDM2 entretanto a co-marcacdo com PAX7 é diminuida. De
forma semelhante, a elevacéo dos niveis de T3 inibem a translocacdo de FOXO3, um
fator de transcricdo passivel de desativacdo por MDM2. Além disso, a inibicdo
farmacolégica de MDM2 em cultura de miotubos potencializou os efeitos do T3 ao gerar
estruturas menores e com expressao elevada de atrogenes. Assim, nossos resultados
indicam que o MDM2 pode estar envolvido em uma resposta pro-trofica ao T3 no musculo
esquelético. Por outro lado, a andlise dos componentes da via de sintese mTOR indicou
gueda rapida e expressiva de Rptor, uma subunidade fundamental para o pleno
funcionamento de mTORC1. Surpreendentemente, ndo ha elementos responsivos ao T3
na regido promotora de Rptor, de forma que se explorou a hipotese da inibicao indireta
de Rptor por intermédio da via da miostatina. De fato, verificou-se elevados niveis de
miostatina em resposta ao T3, contudo houve menor marcacao nuclear de SMADS. Além

disso, os elevados niveis de T3 intensificaram a sintese proteica de novo apesar da



diminuta fosforilagdo de mTOR e P70S6K. Por fim, o silenciamento da miostatina ou a
expressao ectopica de Rptor protegeram o musculo esquelético da atrofia induzida por
T3. Dessa forma, concluimos que a inibicdo Rptor é essencial para o estabelecimento da
atrofia induzida por T3, que por sua vez se estabelece a despeito dos elevados niveis de
sintese proteica.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Hipertireoidismo. Rptor. MDM2. Miostatina.



ABSTRACT

Identification and characterization of cellular and molecular mechanisms responsible for
the regulation of skeletal muscle mass during experimental hyperthyroidism. Sdo Paulo.
Thesis [Doctorate in Sciences] - Institute of Biomedical Sciences, University of S&o Paulo,
Sao Paulo; 2021.

Thyroid hormones are essential players on cellular singling, primarily through the
regulation of gene transcription by triiodothyronine (T3). However, supraphysiological
levels of T3, also called hyperthyroidism, leads to pathological changes in target tissues.
In skeletal muscle, hyperthyroidism is related to atrophy throughout mechanisms that may
include proteolytic stimulation and inhibition of protein synthesis. To get new insights
about T3 action upon skeletal muscle, we sought to identify new regulation targets by
analyzing the global expression of genes involved on both protein synthesis and
degradation pathways. Regarding the catabolic axis, we identified upregulation of the
MDM2 E3 ligase exclusively in fast twitch fibers. Additionally, MDM2 is found in the
cytoplasm and nucleus, in the latter colocalized with the transcription factor PAX7. In
response to T3, there is augmented MDM2 nuclear translocation and reduced PAX7
colocalization. Similarly, T3 inhibits FOXO3 nuclear translocation suggesting a MDM2-
dependent inactivation mechanism. Furthermore, pharmacological MDM2 inhibition in cell
culture intensified T3 effects, resulting smaller myotubes with high atrogenes expression.
Thus, our results indicate that MDM2 may integrate a protrophic response to T3 in skeletal
muscle. On the other hand, the analysis of mMTOR components showed a swift and strong
downregulation of Rptor, a fundamental subunit of mMTORC1 complex. Surprisingly, we
did not find T3-responsive elements in the promoter region of Rptor, so we explored the
hypothesis of indirect inhibition of Rptor by T3 through the myostatin pathway. In fact, we
verified myostatin positive response to T3. However, we identified inhibited SMAD3
nuclear translocation. Furthermore, T3 level levels enhanced de novo protein synthesis
despite the low phosphorylation of mMTOR and P70S6K. Finally, myostatin silencing or

Rptor ectopic expression protected skeletal muscle from T3-induced atrophy. Thus, we



conclude that Rptor inhibition is essential for the establishment of T3-induced atrophy,

which in turn takes place regardless of the levels of protein synthesis levels.

Keywords: Skeletal muscle. Hyperthyroidism. Rptor. MDM2. Myostatin.



PREFACIO

Esta tese segue a estrutura e regras para depdsito de coletanea de artigos
segundo Resolucdo CoPGr 7617,de 21/02/2019. Desta forma, o tépico Introducéo,
precede os artigos que sdo apresentados na integra no tépico Resultados e por fim

relacionados no topico Discussao.



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO
1.1.0s hormonios tireoidianos e 0 processo evolutivo

Os hormonios tireoidianos (HTs) sdo moléculas constituidas pela associa¢do do
aminoacido tirosina e o elemento quimico iodo. Nos mamiferos, classe que inclui os
humanos e roedores, 0os hormonios tireoidianos sdo um heterogéneo de tetraiodotironina
(T4) e triiodotironina (T3), estruturas formadas pela ligacdo de quatro ou trés iodos,
respectivamente. O arranjo dessas moléculas € amplamente conservado no subfilo dos
vertebrados, denotando um carater ancestral. De fato, € possivel que moléculas
precursoras dos hormonios tireoidianos tenham se organizado nos primordios do planeta
e contribuido para o desenvolvimento de func¢des bioldgicas desde o Ultimo ancestral
unicelular comum, o LUCAY[2].

O LUCA é uma aproximacéao teorica da primeira forma de vida celular ativa a 3.95
bilhdes de anos, do qual derivou-se as bactérias, arqueias e eucariotos?. Esse organismo
primordial, possuia metabolismo anaerébico autétrofo® utilizando uma molécula
precursora da acetilcoenzima A para fixar o abundante dioxido de carbono (CO2)
atmosférico e produzir energia (moléculas de adenosina trifosfato ou ATP). Na auséncia
de enzimas, essas reac0es ocorriam espontaneamente a partir dos elementos
disponiveis na atmosfera e nos oceanos, dessa forma LUCA prosperou em correntes

termais nas quais as altas temperaturas garantiam a efetividade das reacoes [3].

! Do inglés, Last Unicellular Common Ancestor.

2 A posigdo desses taxons ¢ fonte de grande discussdo. Arvores filogenéticas colocam LUCA como precursor direito
dos trés taxons enquanto outras focam apenas na ancestralidade direta de bactérias e arqueias, tendo os eucariotos
derivado das arqueias posteriormente na escala evolutiva. A capacidade desses organismos unicelulares transferirem
genes lateralmente acrescenta mais uma camada de complexidade ao intuito de descobrir quais genes necessariamente
vieram do ancestral comum [3].

3 H4 argumentos na literatura defendendo o estilo de vida autétrofo e heterotrofico. Entretanto Weiss e colaboradores
apresentam argumentos convincentes sobre o possivel autotrofismo (3).
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Além da obtencdo de energia, o LUCA se ajustava ao ambiente. Ao ser
extremamente adaptado a anaerobiose, o LUCA era sensivel ao contato com oxigénio
(O2), dessa forma, este organismo gerou um gradiente de iodo reativo na sua regido
pericelular, protegendo seu conteudo interno da oxidacdo. Posteriormente, a excessiva
permeabilidade da membrana celular rudimentar permitiu a admisséao do iodo reativo, por
sua vez, esse novo componente intracelular permitiu a catalisacdo ndo enzimatica da
sintese de tirosina [2]. A tirosina € um aminoacido importante para o funcionamento da
fotossintese, mecanismo que utiliza a luz solar para fixar carbono e gerar energia [4,5], e
sua disponibilidade pode ter sido central para a derivacao deste processo biolédgico [2].

A fotossintese derivou-se no Reino das bactérias mais especificamente nas
cianobactérias, ha 3.4 bilhdes de anos*. Ao longo do tempo, a atividade desses
organismos propiciou alteraces profundas nas caracteristicas do planeta. O oxigénio,
subproduto da fotossintese, acumulou-se na atmosfera acarretando diminuicdo nos
niveis de metano e CO2, além de formar a camada de ozonio. Por fim, esses fatores
propiciaram o resfriamento do planeta [6] e o carreamento de iodo para a atmosfera,
gerando uma ciclagem global através das chuvas [2]. Nesse sentido, € importante
observar que os primeiros registros de fotossintese vegetal foram observados a 1.2
bilhdes de anos [6], ou seja, apds a estabilizacdo da producédo de tirosinas e o aumento

da disponibilidade de iodo em ambiente terrestre.

4 Hipotetiza-se que o desenvolvimento da fotossintese foi estabelecido inicialmente no Reino das bactérias e

que a incorporagdo simbidtica de bactérias fotossintetizantes por células eucarioticas a derivagdo dos cloroplastos (6).
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Dessa forma, expandiu-se a disponibilidade de iodotirosinas, precursoras dos
horménios tireoidianos, devido a reatividade espontanea entre iodo e tirosinas. Essas
moléculas eram extremamente reativas e facilmente difundidas através da membrana
celular rudimentar, tornando-se componentes ativos da sinalizagcéo celular e valiosas
bioquimicamente. Essa sinalizacdo foi essencial para a organizacdo dos primeiros
organismos multicelulares ancestrais, seu estabelecimento e conservacdo ainda é
observado em animais e plantas [2].

A absorcdo de derivados do iodo € essencial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. A presenca de iodo organico, na forma dos precursores
hormonais monoiodotirosina (MIT), diiodotirosina (DIT) e do proprio horménio tireoidiano
T3, foi constatada tanto em algas quanto em plantas superiores (na alface, por exemplo).
Entretanto, sdo desconhecidos o0s processos de sintese e metabolismo desses
compostos [7-10]. Além disso, € possivel observar a conservacao da sinalizacdo dos
hormoénios tireoidianos através da resposta cruzada entre os animais e vegetais. Nesse
sentido, demonstrou-se que o extrato de algumas plantas é capaz de estimular o receptor
de horménio tireoidiano beta (RHTR) em humanos [11], e o aporte exégeno (através da
alimentacdo) de MIT e DIT é suficiente para desencadear processo de metamorfose em
larvas de animais [12,13].

Nos animais, a responsividade as iodotironinas é observada em diversos grupos®.
Nos filos® porifera (esponjas-do-mar) e cnidaria (Aguas-viva e corais), por exemplo, sdo

bem descritas a sintese e armazenamento de iodotironinas, principalmente, MIT, DIT e

5 E importante ressaltar que os paragrafos abaixo descrevem o processo evolutivo de uma maneira linear, com o
intuito de facilitar o entendimento do leitor. Entretanto, o processo de formagao e especializagdo da sinalizagdo dos
hormonios tireoidianos podem ter ocorrido de maneira independente em diferentes grupos.

6 Filo é um nivel de classificacdo taxonémica, encontrado abaixo de Reino e acima de Classe.
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T4. Nestes animais, T4 induz o processo de diferenciacdo e reproducdo assexuada para
o desenvolvimento de formas livres em aguas-viva, além disso provoca aumento na
deposicdo de calcio e crescimento de corais [14,15]. Esses efeitos, contudo, séo
provavelmente regulados por mecanismos nao-génomicos do T4, pois ndo foram
identificadas a presenca de receptores de hormonio tireoidiano (RHT) ou homdlogos no
genoma desses animais [15]. Por sua vez, sintese e responsividade aos HTs e a
presenca de ortélogos de RHT é extremamente difundida nos diversos filos invertebrados
de Bilateria’, nematédeos (vermes), moluscos (ostra, vieira), insetos (droséfila, barata),
crustaceos (lagosta), equinodermos (ourico-do-mar, bolacha-da-praia, estrela-do-mar)
[2,14,15].

Entretanto, € no ramo dos cordados que identificamos a especializacdo de um
orgao para a producéo de HTs e a presenca de RHTs conservados com grande impacto
sobre o genoma. Nos cefalocordados (anfioxo), tanto as larvas quanto organismos
adultos produzem HTs em um tecido chamado enddstilo, este tecido metaboliza T3 e T4
em 3,5,3’-acido triiodotiroacético (TRIAC) que, ao interagir com os RHTs, induz a
metamorfose dos animais [2,14,15]. Por outro lado, no grupo basal dos vertebrados
chamado ciclostomados (lampreias), o enddstilo estd presente na fase larval, sua
atividade aumenta o aporte de HTs aos tecidos, induzindo a metamorfose da fase adulta
e o desenvolvimento da glandula tireoide. Este novo 6rgdo € mantido como componente
de todos os organismos grupo dos vertebrados (peixes, aves, répteis, anfibios,

mamiferos) [2,15].

7 Agrupamento dos animais com simetria bilateral, em oposi¢do a Radiata que apresentam simetria radial.
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As primeiras hipOteses sobre o desenvolvimento da sinalizagdo dos HTs
propuseram que, as iodotironinas presentes nos animais basais e invertebrados eram
oriundas inteiramente do aporte alimentar, fator critico para o estabelecimento dos
processos de metamorfose [14,16]. Entretanto, investigagbes atuais demonstram que
esses organismos sdo capazes de produzir HTs [15], o que indica que o aporte alimentar
era o fator limitante para atingir os niveis elevados de HT necessarios para iniciar 0s
processos de desenvolvimento. O surgimento da glandula tireoide nos vertebrados
permitiu maior estabilidade na sinalizacdo, reduzindo a dependéncia das iodotironinas
provenientes da alimentacdo e das flutuacdbes ambientais. Conjectura-se que a
sinalizacdo dos HTs permitiu amplo controle da regulacdo osmotica e adaptabilidade nos
peixes, processo que desencadeou, primeiramente, a colonizacdo dos corpos de agua
doce a partir dos oceanos e, posteriormente, o desenvolvimento do pulméao e regulagéo
térmica, possibilitando a colonizacdo do ambiente terrestre [2,13].

Por fim, no contexto do desenvolvimento humano, estudos sugerem que duas
espécies do género Homo (H. neandertalis e H. florencis) sofriam os efeitos deletérios
das flutuacdes patolégicas dos HTs. Como consequéncia de seu modo de vida cacador-
coletor, esses ancestrais humanos obtinham dieta pobre em iodo, o que prejudicava a
sintese de HTs e causava severo hipotireoidismo. Esse quadro causava cretinismo, baixo
desenvolvimento cerebral, rebaixamento mental, comprometimento do sistema
imunoldgico e reprodutivo, e perda de funcado do musculo esquelético. Neste contexto, a
espécie Homo sapiens apresentava maior capacidade de sintese de HTs, compativel
com a dieta de baixo teor de iodo, caracteristica que concedeu vantagem evolutiva e

flexibilidade adaptativa a espécie [13]. Além disso, a formacao em foliculos da glandula
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tireoide permite o armazenamento de iodo® e tiroglobulinas, de forma que a sinalizacéo
hormonal ndo é comprometida por variacdes sazonais na ingestao de iodo [17].

Mesmo que muitas dessas hipdteses se enquadrem em um contexto amplo, com
diversas explicagbes e outros mecanismos celulares e moleculares em curso, é
pertinente ressaltar que a vida ndo seria como conhecemos hoje sem a participacao das

iodotironinas [2].

1.2. A glandula tireoide

1.2.1. Caracteristicas anatbmicas

A tireoide é a maior glandula estritamente endocrina do corpo humano [18],
origina-se na quarta semana de gestacdo como uma projecao do tecido epitelial do
assoalho da faringe na base da lingua. Durante o desenvolvimento do trato digestoério,®
este 6rgdo se desloca a cavidade visceral do pescoco ao longo do desenvolvimento
[19,20]. ApoOs o nascimento, a glandula tireoide esta localizada na base do pescocgo, ao
nivel das vértebras cervical V e toracica I, em posicdo posterior aos musculos esteno-
hidideo, esterno-tiredideo e omo-hidideo ocupando o espaco imediatamente anterior e

lateral da traqueia. A glandula é composta por uma massa globular, em formato de H,

8 A glandula tireoide humana pode armazenar de 3 a 20 mg de iodo.
9 Apds o nascimento o ponto de origem é marcado pelo forame cego da lingua (19).
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subdivida em dois lobos a direita e a esquerda’?, conectados por um istmo na altura da
segunda e terceira cartilagem da traqueia [18,19].

A extensa vascularizagcdo necessaria para o estabelecimento das funcdes
enddcrinas da glandula tireoide é atendida principalmente por dois vasos, a artéria
tirebidea superior e a artéria tiredidea inferior. A artéria tiredidea superior origina-se
bilateralmente do primeiro ramo da artéria carotida externa, irrigando sobretudo a porcao
superior da glandula, j4 a artéria tiredidea inferior origina-se da artéria subclavia, irrigando
principalmente a porcao inferior da glandula tireoide. Entretanto, esses ramos inferiores
e superiores bilaterais fazem extensas anastomoses no interior do tecido glandular,
assegurando fluxo abundante e proporcionando potencial circulagdo colateral [18,19].

A drenagem do tecido ocorre por intermédio de trés veias, a veia tiredidea
superior que drena principalmente a area irrigada pela artéria tiredidea superior e as veias
tirebideas média e inferior, que drenam o restante da tireoide. Por fim, as veias tiredideas
superior e média desembocam na veia jugular interna e as tiredideas inferiores
desembocam nas veias braquiocefélicas [19].

A inervacdo da glandula tireoide € derivada do sistema nervoso autdbnomo
simpético. Ramificacdes dos ganglios cervicais superiores, médio e inferiores chegam ao
tecido através dos plexos cardiaco e periarteriais tiredideos. Esses ramos sdo compostos

por fibras vasomotoras, que controlam a constricdo dos vasos sanguineos presentes na

10 Aproximadamente metade da populagdo possui uma variagdo anatdmica com a presenca do lobo piramidal. Nesta

variagdo o tecido glandular se entende superiormente a partir do istmo (que pode ser incompleto ou ausente), podendo

se inserir até o osso hioide (18).
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glandula tireoide, o controle da secrecao da glandula é feito hormonalmente pela hipdfise,
nao possuindo componente secretomotor [18].

Por fim, ressalta-se que os aspectos anatdomicos relativos a origem, localizacéo
e vascularizacao da glandula tireoide sdo semelhantes entre humanos e roedores (ratos
e camundongos), entretanto, sdo notaveis as diferengas proporcionais entre as espécies.
Em humanos a glandula tireoide tem cerca de 15-25 gramas!! (g) de massa, com
dimensbes aproximadas de 5-6 x 2-2.5 x 2 centimetros (cm); ja nos roedores a massa
varia entre 13-24 mg e 1,3-2,6 mg e dimensfesde 7 x 3 x 3 mme 2 x 1 x 0,5 mm, para

ratos e camundongos, respectivamente [21].

1.2.2. Caracteristicas Histologicas

O parénguima da glandula tireoide é formado por dois tipos de células, as células
foliculares (também chamadas de “células principais”) e as células parafoliculares
(também chamadas de “células C”) [20-22], sendo as ultimas contribuintes com apenas
0.1% do conteudo celular. Tanto a estrutura quanto origem histolégica do tecido da
glandulatireoide sédo semelhantes entre humanos e roedores (ratos e camundongos)[21].

As células foliculares sé@o as produtoras dos horménios tireoidianos, seu formato
esta relacionado ao nivel de atividade, apresentando-se geralmente em formato cubico,
mas assumindo caracteristica em escamas ou em colunas com a menor ou maior
atividade, respectivamente [20-22]. Além disso, apresentam especializacbes que

caracterizam as atividades de secrecdo e absorcdo, como por exemplo, a presenca de

11 A média de peso da glandula na populagdo Humana decresceu discretamente até a atualidade, provavelmente
devido a maior disponibilidade de iodo na alimentagdo (17).
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microvilosidades em sua por¢éo apical e a alta concentracao de reticulo endoplasmatico
rugoso em sua regido basal [20].

A partir da 142 semana de gestacao, as células foliculares se organizam em uma
estrutura circular na qual a face celular apical delimita um Iimen central, preenchido por
uma solucado gelatinosa chamada coloide e com o exterior abalizado pela face celular
basal apoiada sobre a lamina basal [20]. Essa estrutura circular chama-se foliculo e
compreende a menor unidade funcional da glandula tireoide. Neste tecido glandular,
centenas de milhares de foliculos sdo circundados por tecido conjuntivo, capilares
sanguineos e anastomoses que formam a matriz extra celular [20,22].

Por outro lado, as células parafoliculares, que produzem o hormdnio calcitonina,
localizam-se abaixo das células foliculares, apoiadas a lamina basal, de forma que néao
possuem acesso ao lumen[20,21]. Geralmente, as células parafoliculares apresentam
maior presenca do complexo de Golgi e menor densidade de reticulo endoplasmatico
rugoso em comparacdo com as ceélulas foliculares. As células parafoliculares sao
incorporadas ao tecido da glandula tireoide durante a sétima semana de gestacao a partir

do ultimo corpo branquial [20,21].

1.3. Hormonios Tireoidianos
1.3.1. Biossintese dos horménios tireoidianos T3 e T4
O iodo, juntamente com as tiroglobulinas, sdo os componentes basicos para a

sintese dos hormoénios tireoidianos nas células foliculares. Portanto, o consumo

satisfatorio de iodo é crucial para o funcionamento da glandula tireoide [20,23], uma vez
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gue o iodo consumido na alimentacéo é reduzido para iodeto, absorvido pela mucosa do
estdbmago e do intestino delgado e disponibilizado na corrente sanguinea [17,24].
Oriundo da circulagéo, o iodeto € internalizado na regido latero-basal das células
foliculares por intermédio de proteinas cotransportadoras de sédio e iodo ATP-ase
dependentes (Na*/I symporters — NIS), que ativamente bombeiam os ions para o
citoplasma das células estabelecendo um transporte ativo secundario que gera uma
concentragédo de aproximadamente quarenta vezes maior de iodeto no meio intracelular
guando comparado com o sangue ou liquido extracelular (processo chamado de “iodine
trapping”). Em seguida, os ions de iodo se difundem para a regido apical das células,
onde séo transportados para o limen por intermédio de proteinas transportadoras de
iodo e cloro (pendrinas). Ao iniciar sua difusdo no coloide, ainda na regido das
microvilosidades apicais o iodeto é oxidado a iodo, sua forma mais ativa, na presenca de
peréxido de hidrogénio em uma reacdo catalisada pela atividade das peroxidases
tireoidianas (“thyroid peroxidase — TPQO”) [20,23-25].
J& as tiroglobulinas sdo homodimeros de glicoproteinas com aproximadamente
130 residuos de tirosina. Essas proteinas sdo produzidas no reticulo endoplasmatico
rugoso das células foliculares, posteriormente glicosiladas e empacotadas no complexo
de Golgi e finalmente secretadas para o limen como componente do coloide [20,24,25].
Com a presenca dos componentes individuais, a biossintese dos hormdnios tireoidianos
segue 0s passos abaixo:
1. lodacdo da tireoglobulina ou organificacdo do iodo: Na regido das
microvilosidades, os atomos de iodo séo adicionados em unidade ou duplas aos

residuos de tirosina nas tiroglobulinas, formando MITs and DITs, respectivamente.
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Dentre os 130 residuos de tirosina presentes, apenas 25-30 deles séo iodinados,
essas reacoes sao catalisadas pelas TPOs [20,23-25].

2. Formacéo dos hormonios tireoidianos: Os hormdnios tireoidianos sao formados
pelo acoplamento oxidativo de pares de MITs e DITs dentro das tiroglobulinas. O
acoplamento de duas DITs forma uma molécula de T4, j4a a ligacdo de uma MIT e
uma DIT origina uma molécula de T3. Geralmente, cada tiroglobulina contém de
3-4 moléculas de T4, enquanto apenas 1/5 das tiroglobulinas apresentam uma
molécula de T3 [20,23-25].

3. Reabsorcao do coloide e secrecdo hormonal: As células foliculares absorvem a
tireoglobulina por endocitose mediada por receptores, as vesiculas internalizadas
sdo transportadas para endosomos iniciais, que se maturam em lisossomos,
fundindo-se e originando os corpos de reabsorcdo de coloide. Nessas estruturas,
as tireoglobulinas sdo degradadas em aminodacidos e carboidratos pela acdo de
proteases catepsina-D e D-like Thiol proteinases, liberando seu contetdo de T3,
T4, DIT e MIT. As iodotirosinas DIT e MIT sao rapidamente deiodinadas (com o
auxilio de isoenzimas deiodinaseses Dhall e Dhallb) e o iodeto reciclado
[20,24,25].

4. Liberagdo de T3 e T4 — Por fim as células foliculares secretam os hormonios para
a circulacdo em uma proporcéo de 20:1 de T4 para T3. Ao serem secretados, a
maior parte dos horménios é imediatamente ligada a proteinas plasmaticas
globulina ligante de tiroxina (TBG) e transtirretina (também chamada de thyroxine-
binding prealbumin - TBPA), sendo a ligacdo do T4 mais forte & TGB e a ligacao

do T3 a transtirretina e uma parte menor se liga a albumina, deixando apenas 1%
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12 dos hormoénios livres para exercer suas funcdes biolégicas. O controle do
feedback hormonal e liberacdo do horménio estimulante da tireoide (TSH) ocorre
por intermédio dos hormonios tireoidianos livres, sendo que variagdes hormonais
totais podem ndo necessariamente se correlacionar a propor¢cdo de horménios
ativos, como por exemplo na gravidez, onde a liberacédo de T4 aumenta, mas o T4
livre permanece normal [20,23]. Apés a liberacdo na corrente sanguinea, a meia
vida dos hormoénios tireoidianos nos humanos é de aproximadamente 5-9 dias
para o T4 e 1 dia para o T3, enquanto para ratos varia de 12-24 horas e 6 horas,
respectivamente. Esse fendmeno pode estar relacionado ao fato de que os
horménios dos roedores encontrarem-se principalmente em sua forma livre, o que

facilita seu processo de metabolismo e excrecéo [17,21].

1.3.2. Controle da secrecédo hormonal

Tanto a biossintese quanto a liberagdo dos hormonios tireoidianos sao
controladas pelos hormoénios TSH e liberador de tireotrofina'® (THR), secretados
respectivamente pela pituitaria anterior e hipotadlamo, em um mecanismo regulatério
envolvendo o eixo hipotalamo-pituitaria-tireoide (HPT) [17,23,26]. Baixos niveis de T3 ou
T4 estimulam a producdo de THR no hipotalamo, que por sua vez, flui pela veia porta
hipofiseal para a pituitaria anterior estimulando os tireotrofos a produzirem TSH. O TSH
entdo estimula praticamente todos os aspectos da atividade das células foliculares

(sequestro de iodo, sintese hormonal, secrecéo e crescimento das células foliculares).

12 Alguns autores citam diferentes proporgées, como por exemplo: 0,04% de T4 e 0,4% de T3 (23).
13 Também chamado de tiroliberina.
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Niveis altos de hormonios tireoidianos, principalmente T34, inibem a liberacédo
de THR e TSH em um feedback negativo [23,26]. Além disso, o controle da secre¢éo
pode ser realizado pelos elementos de autorregulacdo do iodo, como por exemplo
excesso de iodo e litio [23] e da sinalizacdo da dopamina [17]. Esses mecanismos
funcionam de maneira similar nos roedores [21,25].

Além disto, destaca-se que estimulos fisicos e caracteristicas ambientais
influenciam os niveis internos dos horménios tireoidianos. Por exemplo, no hemisfério
Norte observa-se um aumento de aproximadamente 15% nos niveis de TSH e 5% nos
niveis de T3 durante o inverno com reducdo similar durante o verdo. Nesse sentido,
regides com frio extremo (-20°C/-24°C) induzem redugé&o de aproximadamente 7% nos
niveis de T3 e T4, mesmo com um aumento de 30% nos niveis de TSH. Com relacao aos
estimulos fisicos, nota-se que o jejum e o envelhecimento induzem reducdo de TSH e

T3, enquanto privacao de sono afeta principalmente nos niveis de TSH [17].

1.3.3. Controle da sinalizacdo hormonal nos tecidos-alvo

Visto o discutido nos aspectos evolutivos das iodotirosinas, ndo € surpresa
verificar que os hormonios tireoidianos potencialmente regulam todas as células de um
organismo. Seus efeitos passam pelo desenvolvimento e maturacdo de Orgdos até
manutencao tecidual e resposta a estimulos ambientais. Assim, torna-se claro que 0s
niveis hormonais circulantes ndo permitem regulacdes teciduais e temporais especificas
para cada tipo celular concomitantemente, de forma que a presenca e proporcéo de T3

e T4 na corrente sanguinea é relativamente constante e, o ajuste especifico da

14 Qutros autores apontam gue essa inibicdo ocorre principalmente em resposta ao T4 circulante (17).
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intensidade da regulagdo hormonal ocorre de maneira mais ampla nos tecidos-alvo pelo
controle de transportadores intracelulares dos horménios (MCT8, MCT10, OATP1 e LAT)
e pela atividade das desiodases [27-29].

As desiodases fazem parte do grupo das seleno proteinas com capacidade
catalitica sobre os anéis aromaticos dos hormonios tireoidianos, resultando na diminuicéo
do numero de iodos na cadeia [28,29]. As desiodases do tipo 1'° e 2 (Diol e Dio2,
respectivamente), sendo que esta Ultima apresenta maior afinidade ao T4, podem
remover o anel exterior de T4, resultando em moléculas de T3, o que incrementa a
sinalizacdo hormonal devido ao maior papel biolégico de T3. Ja as desiodases do tipo 3

(Dio 3), podem desiodar T3 em T2 reduzindo a sinalizagédo hormonal [29].

1.3.4. Mecanismos de Acéo dos Hormonios Tireoidianos

Apoés sua admissédo nas células, os hormdnios tireoidianos exercem sua acao de
duas formas principais envolvendo ou ndo o controle da expresséo génica, conhecidas
respectivamente como acdes gendmicas e ndo gendmicas. Em ambos os casos, 0s
efeitos dos hormoénios tireoidianos sdo mediados pelos receptores dos hormonios
tireoidianos (RHT). Os RHTs fazem parte da familia de receptores nucleares e suas
isoformas alfa e beta séo as principais mediadoras das a¢cdes genémicas do T3, enquanto
formas truncadas de RHTa medeiam agbes ndo gendémicas [27,30,31].

Com relagdo a regulacdo da transcricdo génica pelos HTs, na auséncia ou em

niveis baixos do ligante, os RHTs estdo associados a sequéncias especificas no DNA,

15 Quando a desiodase do tipo 1 cliva o anel interior de T4 o resultado é T3 reverso, sem agdo bioldgica
descrita. As desiodases do tipo 1 séo pouco conhecidas, em humanos elas estéo relacionadas a producao
de niveis altos de T3 no soro durante o hipertireoidismo (29).
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0s elementos responsivos aos hormonios tireoidianos (THRE). Essa ligagéo pode ocorrer
como mondémeros, homodimeros ou heterodimeros que recrutam proteinas
corepressoras que podem inibir ou ativar a transcricdo basal de genes. Na presenca de
T3, os RHTs alteram sua conformacéo, acarretando na liberacéo dos corepressores e no
assentamento de coativadores, que induzirdo a transcricdo dos genes positivamente
regulados e a inibicdo dos genes negativamente regulados [30,32—-34]. Além disso, é
importante ressaltar que diferentes autores demonstram que parte dos genes
responsivos aos HTs sdo associados aos RHTs apenas apods sua ligacdo com o T3,
indicando migracdo nuclear. Outro fator curioso é a atividade paradoxal dos
correpressores e coativadores, que geram inibigcdo ou ativagéo transcricional dependente
de HTs de formas distintas nos diferentes tecidos e tipos celulares [27].

Enquanto os processos que envolvem a transcricdo génica podem levar varias
horas até culminarem na modulacdo do conteudo proteico, observa-se que os THs
regulam vias celulares minutos apos sua administracéo [35,36]. Esses processos nao
gendmicos sdo mediados por integrinas e formas truncadas de TRa na membrana
plasmatica, que induzem a fosforilagcdo de vias e ativacdo de quinases na presenca de

THs [35,37,38].

1.3.5. Desbalanc¢o dos niveis hormonais

O extenso desenvolvimento ao longo do processo evolutivo e a ampla atividade
dos hormonios tireoidianos no controle dos mecanismos celulares sdo refletidos na
influéncia dos niveis hormonais ao longo da vida dos organismos. Durante o

desenvolvimento, os HTs controlam o metabolismo e diferenciacéo de varios tecidos [39—
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41]. Neste periodo, os HTs induzem o desenvolvimento dos somitos e dermomiétomo
nas linhagens musculares, controlam a proliferacdo e migracdo de neurénios, e sao
essenciais para a maturacdo dos pulmdes, do figado e dos musculos esqueléticos
[34,40-43]. Desta forma, distirbios na sinalizagdo do T3 podem causar graves
patologias, tais como cretinismo, surdez, deficiéncias cognitivas, ossificacdo prematura e
insuficiéncia cardiaca [39,41,44,45].

Apds o0 nascimento, a sinalizacdo do T3 é necessaria para a homeostase do
individuo e, alteracBes nos niveis fisioldgicos do horménio desencadeiam modificacbes
marcantes nos tecidos alvo [46]. No tecido cardiaco, o hipertireoidismo inicialmente altera
a velocidade e forca da contragdo de maneira benéfica, mas culmina em hipertrofia do
miocardio, desarranjo sarcomérico e insuficiéncia cardiaca [46]. Ja no musculo
esquelético, o hipertireoidismo estabelece diminuicdo da for¢a e resisténcia muscular,
assim como degeneracdo das fibras musculares com reducdo na area de seccao

transversal e protedlise severa [43,47-49].

1.4. Mdusculo Esquelético

1.4.1. Processo Evolutivo

De forma semelhante aos horménios tireoidianos, os primérdios do tecido
muscular esquelético se estabelecem nos ramos basais do desenvolvimento evolutivo,
com a marcante presenca do movimento nos seres vivos. Em um nivel microscopico é
possivel identificar movimentos intracelulares (alinhamento de organelas e
movimentagdo cromossdémica) [50-52] e celulares (produzidos por cilios ou flagelos

como nas planulas e protozoarios, respectivamente). Posteriormente, em organismos
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complexos, observa-se a movimentacdo das plantas, essenciais na busca de nutrientes
e na dispersado de sementes que marcaram a vanguarda na colonizacdo do ambiente
terrestre.

No ramo dos animais, no grupo dos bilaterados, originou-se um aparato contratil
especializado na geracdo de movimentos rapidos e amplos. Esta apomorfia contribuiu
para a sofisticacdo da interacdo dos organismos com o ecossistema, diversificando suas
estratégias de caca e fuga de predadores [51-53]. Finalmente, nos vertebrados, as
grandes células contrateis, chamadas de fibras, formam o tecido muscular esquelético
gue é especializado na geracdo de tenséo por contracdo coordenada.

Nos humanos, o tecido muscular esquelético corresponde a aproximadamente
40% da massa corporal [54] e assume papéis centrais ha homeostase do organismo.
Nesse sentido 0 musculo esquelético esta associado a regulacdo do metabolismo da
glicose, participa da producédo de calor e do retorno venoso, e € componente crucial no
processo de ventilagdo e reserva nutricional [55-57]. Além disso, 0 musculo esquelético
aprimorou-se em um tecido extremamente plastico, capaz de alterar suas caracteristicas
fenotipicas em resposta a alteragcbes ambientais, garantindo vantagem na obtencéo de
alimentos e fuga de predadores. De tal forma que estas especializa¢cdes foram um fator
crucial no desenvolvimento da cognicdo e comportamentos sociais em humanos

[52,53,58].

1.4.2. Plasticidade Muscular Esquelética

Como citado anteriormente, o musculo esquelético responde as demandas

ambientais acomodando seu fendétipo ao novo equilibrio fisiolégico exigido por alteracdes
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no estresse mecanico, aporte nutricional e sinalizagdo hormonal [57]. Em resposta ao
aumento da demanda mecanica e indugéo anabdlica por acdo hormonal, por exemplo,
h& o caracteristico quadro de hipertrofia, com aumento da sintese de proteinas e maior
area das fibras musculares que culmina no incremento de massa e for¢ca [59-61]. Por
outro lado, diminuicdo da demanda muscular, restricdo nutricional e acdo anormal dos
horménios tireoidianos desencadeia elevada degradacdo de proteinas, perda de
sarcbmeros em série e organelas, culminando em menor area na seccao transversal das
fibras e perda de forca muscular [62,63].

Apesar dos processos de atrofia e hipertrofia serem fendmenos bem
estabelecidos, a forma que os mecanismos intracelulares se modulam e interagem ainda
necessitam de esclarecimentos. Nesse sentido, o processo envolvendo o equilibrio entre
sintese e degradacao proteica possui papel central nos processos de regulagdo da
massa muscular. De maneira classica, na hipertrofia, a sintese de proteinas prevalece
em relacdo aos processos de degradacao [64]. Por outro lado, nos quadros de atrofia, foi
bem estabelecido que o aumento da degradacdo se sobressai a sintese basal de
proteinas [65]. Contudo, a regulacao do turnover de proteinas nos diferentes modelos de
atrofia e hipertrofia demonstrou-se mais complexa, uma vez que as vias de sintese e
degradacao sdo moduladas de forma diferente. Por exemplo, a via de inducéo de sintese
proteica encontra-se ativada em condi¢cdes sarcopenicas. Além disso, o0 regulador
negativo da massa muscular, miostatina, esta relacionada a inducdo de condicbes
atroficas ou hipertréficas de forma condicionada a quais vias downstream estao ativadas
[66-68].

Os mecanismos moleculares que participam do turnover de proteinas foram

extensivamente investigados e, sdo agora apreciados como vias de sinalizacao distintas
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gue regulam a massa muscular. Por exemplo, a sinalizacdo anabdlica para a sintese de
proteinas € associada as via do IGF1-PI3K-AKT-mTOR [69], 6xido nitrico [70], SRF [71],
e [B2-adrenoceptores [72]. Por outro lado, a inibicAo da sintese proteica pode ser
relacionada a via da miostatina [73] e a degradacao proteica inclui os processos de

autofagia, calpainas [74] e do sistema ubiquitina proteassoma.

1.4.3. Vias intracelulares de Controle de Massa

A proteina mTOR € o componente central da atividade do complexo regulatorio
da sintese de proteinas, foi inicialmente identificada por grupos distintos que buscavam
0s mecanismos mediadores da atividade antiploriferativa da rapamicina [75,76].
Posteriormente, estabeleceu-se que a mTOR é conservada entre oS seres Vivos,
controlando diferentes mecanismos celulares como crescimento, diferenciacgéo,
autofagia, sobrevivéncia e metabolismo em resposta a diferentes tipos de estimulo, entre
0s mais conhecidos como a resposta ao IGF-1 e a disponibilidade de amino&cidos através
da via RAG [76].

Para exercer a resposta adequada, a mTOR, que é uma proteina quinase,
funciona como a por¢éo catalitica do complexo mTORC1, formado com as proteinas
regulatérias RPTOR, PRAS40, DEPTOR e MLST8 [76,77]. O complexo entéo, controla a
sintese proteica ao ativar por fosforilagdo P70S6K que, por sua vez, exerce controle da
atividade ribossomal ao fosforilar o S6, componente da porgdo ribossomal 40S. Além
disso, mTOCL1 fosforila 4EBP1, enfraquecendo sua ligacdo com o fator transcricional

EIF4 e assim, aumentando a traducgéo [76—78].
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Por outro lado, a regulacdo negativa da atividade de mTORC1 esta relacionada
a via da miostatina [68,79-81]. A sinalizac&o candnica dessa via inicia-se com sua ligacao
ao receptor de membrana ActRIIB, que desencadeia a fosforilacdo de SMADs, que
migram para o nucleo e induzem ou inibeem a transcricdo génica. Nesse sentido, sdo
bem identificados os efeitos inibitérios da via candnica da miostatina sobre a atividade
dos microRNAs 486 e 29, o que aumenta a atividade de PTEN e reduz atividade de Akt
que, por sua vez, diminui a sinalizacdo para via de sintese mTOR ao mesmo tempo que
induz a degradacédo proteica ao aumentar transcricdo dos genes atroficos Atrogin-1 e
MuRF-1, via FoxO ou independentemente via NFkB [79,81-83].

Atrogin-1 e MuRF-1 séo ubiquitina ligases, componentes do sistema proteolitico
ubiquitina proteassoma. Esse sistema € o principal responsavel pela degradacao proteica
no musculo esquelético e estad implicado em diferentes processos atréficos [84—88].
Nesse sistema, as proteinas sdo marcadas para degradacao através do processo de
ubiquitinacdo. Primeiramente, a ubiquitina é ativada pela atividade das proteinas
ativadoras de ubiquitina (E1), e entdo direcionada pelas proteinas carreadoras de
ubiquitina (E2), para entdo ser conjugada as proteinas alvo pelas proteinas ubiquitina-

ligases (E3) e degradadas no complexo 26S do proteasoma [89].
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