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RESUMO

Fonseca TL. Interagdo do sistema nervoso simpatico com horménio tireoideano na
regulacdao da massa e metabolismo ésseos [Tese]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

Sabe-se a estimulagao do Sistema Nervoso Simpatico (SNC) reduz a massa 6ssea
via receptores Pr-adrenérgicos (B>-AR) e que a tireotoxicose também induz
osteopenia. Para investigar se 0 hormdnio tireoideano (HT) interage com o SNS para
regular a massa éssea, avaliamos o efeito de dose suprafisiolégica de tiroxina (T4),
associado ou nao com proranolol (Prop), um antagonista [(-adrenérgico, ou
isoproterenol (Iso), um agonista B-adrenérgico, por 6 semanas, no esqueleto de
camundongos C57BL/6J. No fémur, o tratamento com T4 diminuiu a Densidade
Mineral Ossea (BMD) e o Prop bloqueou a osteopenia induzida pelo T4. A
associacao do Iso com o T4 intensificou a redu¢cdo do BMD femoral. O T4 diminuiu a
resisténcia 6ssea (RO) no fémur e tibia e o Prop bloqueou a reducao da RO induzida
pelo T4. A expressao de B2-AR no fémur nao foi afetada por nenhum tratamento. Em
seguida, avaliamos se a osteopenia induzida pela tireotoxicose é potencializada em
camundongos aza/0ac-AR™, que apresentam aumento crénico do ténus simpatico.
Camundongos fémeas opa/dc-AR” e selvagens (C57BL/6J) de 40 dias de idade
foram tratados com 10 e 20 vezes a dose fisiologica de T3 (0,35 ug/100 g PC/dia)
por 12 semanas. Inesperadamente, vimos que os animais opa/oac-AR™ apresentam
um fendtipo generalizado de alta massa o6ssea (HBM), com melhora na
conectividade e arquitetura trabecular e com aumento da RO, associados a reducao
na reabsorcao e aumento na formacao 6sseas. O T3 causou redugédo generalizada
no BMD dos animais selvagens (11 a 14%, p<0,01), mas nao induziu osteopenia nos
animais KO. Observamos que os adrenoceptores (AR) aoa, Ooc, B1, B2 € Bs séo
expressos na tibia de camundongos selvagens e em células osteoblasticas (MC3T3-
E1), além disso, o0 axc-AR e 0 B1-AR apresentaram reducdo em sua expressao nos
animais selvagens tratados com T3. Nao houve variagdo da expressao do Bi-, Bo- €
B3-AR entre os animais selvagens e KOs. A expressao da fosfatase acida tartrato
resistente e do receptor do ativador do NF-kB (fatores relacionados a atividade
osteoclastica) estava reduzida nos animais KO. Observamos que o T3 reduziu a
expressdao da Osteoprotegerina (3x p<0,001), uma proteina que limita a atividade



osteoclastica, nos animais selvagens, mas nao nos animais KOs. Os nossos
resultados mostram que os animais KOs apresentam um fenétipo de HBM, apesar
do seu elevado tbnus simpatico e da intacta sinalizagao B.-adrenérgica, o que
sugere que 0s receptores aoa € doc, além do B2-AR, possam mediar as acdes do
SNS no metabolismo ésseo. O fato do propranolol limitar e do isoproterenol acentuar
os efeitos deletérios da tireotoxicose no esqueleto, e dos camundongos aa/oc-AR”
apresentarem resisténcia a osteopenia induzida pelo T3, sugere que ha uma
interacao entre SNS e o HT para regular a massa 6ssea, e que esta depende tanto

do B2-AR como do aza- e/ou axc-AR.

Palavras-chave: Horménios tireoideanos; Sistema nervoso simpatico; Massa 6ssea;
Hiperatividade simpética; Receptores adrenérgicos e metabolismo ésseo.



ABSTRACT

Fonseca TL. Interaction of the sympathetic nervous system with thyroid hormone in
the regulation of bone mass and metabolism [Thesis]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

It is well known that activation of the sympathetic nervous system (SNS) reduces
bone mass via B.-adrenergic receptors (B>-AR) and that thyrotoxicosis also induces
ostepenia. To investigate if thyroid hormone (TH) interacts with the SNS to regulate
bone mass, we evaluated the effect of a supraphysiological dose of thyroxin
(T4), associated or not with proranolol (Prop) or isoproterenol (Iso), a B-
adrenergic antagonist and agonist, respectively, per 6 weeks, in the skeleton
of C57BL/6J mice. In the femur, T4 treatment decreased Bone Mineral Density
(BMD) and Prop blocked the T4-induced osteopenia. The association of Iso
with T4 intensified the BMD reduction in the femur. T4 decreased bone
strength (BS) in the femur and tibia. ,-AR mRNA expression in the femur was
not affected by any treatment. Next, we evaluated if the T4-induced
osteopenia is increased in aya/doc-AR” mice, which present an elevated
sympathetic tone. 40-day-old female wild type (WT) - C57BL/6J - and oza/oizc-AR™
mice were treated with 10 and 20 physiological doses of T3 (0,35 ug/100 g BW/day)
for 12 weeks. Surprisingly, we found that apa/oec-AR” mice present a generalized
high bone mass (HBM) phenotype, with better connected and more plate-shape
trabeculae and with increased BS, associated with decreased bone resorption and
increased bone formation. T3 treatment decreased BMD in all skeleton sites in WT
mice, but did not induce osteopenia in KO mice. We found that opa, ozc B1, B2 € Bs-
adrenoceptors (AR) are expressed in WT tibia and osteoblastic cells (MC3T3-E1),
moreover, azc-AR and B1-AR mRNAs were down-regulated by T3 in WT mice. Tibial
B1, B2 e B3-AR mRNA expression did not vary between mice lineages. The
expression of tartrate-resistant acid phosphatase and receptor activator of nuclear
factor kappa- (factors positively related to osteoclastic activity) were reduced in KO
mice. Finally, we found that T3 down-regulates osteoprotegerin, a protein that limits
osteoclastic activity, in WT but not in KO mice. Our results show that KO mice

present a HBM phenotype, in spite of an elevated sympathetic tone and of intact 3.-



adrenergic signaling, which suggests that a,a- and/or axc-AR, besides (B.-AR, may
also play a role in mediating the SNS actions in bone metabolism. The fact of
propranolol limited and isoproterenol accentuated the deleterious effects of
thyrotoxicosis in the skeleton, and that KO mice are resistant to the T3-induced
osteopenia suggest that TH interacts with the SNS to regulated bone mass, and that

this interaction is dependent on both B2>-AR and opa-AR and/or axc-AR signaling.

Key words: Thyroid hormones; Sympathetic nervous system; bone mass;

sympathetic hyperactivity; adrenergic receptor and bone metabolism.



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Para que a homeostase do tecido 6ésseo se mantenha, € necessario que a
atividade das principais células ésseas esteja em equilibrio. O osso é
constantemente remodelado através da acao dos osteoblastos, células responsaveis
pela formacao éssea, e dos osteoclastos, responsaveis pela reabsorcao éssea. Este
processo, que é definido como remodelamento 6sseo, é controlado por fatores
locais, secretados pelas proprias células osteoblasticas ou osteoclasticas, e por
fatores sistémicos, incluindo uma série de horménios.

O horménio tireoidiano é essencial para o desenvolvimento, maturacao e
metabolismo &ésseos. A triiodotironina (T3) estimula tanto a formagdo quanto a
reabsorcédo éssea por regular a atividade dos osteoblastos e osteoclastos. [1, 2]. Em
situacées de excesso de hormbnio tireoidiano, a atividade osteoclastica é mais
acentuada do que a osteoblastica, levando a um aumento da calcemia e diminuicao
da massa 6ssea. Recentemente, demonstrou-se que o Sistema Nervoso Simpéatico
(SNS) & também um potente regulador da massa 6ssea, atuando como um inibidor
da formacao 6ssea e estimulador da reabsorcdo Ossea, através de receptores Bo-
adrenérgicos (B2-AR) [3, 4].

Uma das caracteristicas mais proeminentes do horménio tireoidiano, mas
ainda pouco entendida, é a sua interacdo com o SNS. O sinergismo entre as
catecolaminas e o horménio tireoidiano €& requerido para que a maxima
termogénese, lipolise, glicogendlise e gluconeogénese ocorram [5]. Existem também
evidéncias de que haja um aumento do tbnus simpatico em pacientes com
hipertireoidismo [6]. Considerando-se que o excesso de horménio tireoidiano causa
perda de massa 0ssea e que a ativacao do SNS também possui efeito negativo na
massa Ossea, & possivel que haja uma interagcdo entre o SNS e o horménio
tireoidiano na regulacdo do metabolismo 6sseo e, consequientemente, na regulacéao
da massa éssea. Uma evidéncia dessa possivel interagcdo € o fato de que o
tratamento de pacientes hipertireoideos com propranolol corrige a hipercalcemia
secundaria a tireotoxicose [7]. Além disso, mostrou-se que, em pacientes

hipertireoideos, o tratamento com propranolol reduz a excrecdo urinaria de
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hidroxiprolina, um marcador bioquimico da reabsorcdo éssea [8]. Esses achados
levantam a hipétese de que o sinergismo entre 0 SNS e o hormdnio tireoidiano
também ocorra na regulacao do turnover ésseo.

Para confirmar nossa hipétese, em um primeiro momento, avaliamos o efeito
da dose suprafisiolégica de T4, associado ou ndo com propranolol (Prop), um
antagonista B-adrenérgico, ou isproterenol (Iso), um agonista B-adrenérgico, durante
seis semanas, no esqueleto de camundongos C57BL/6J. Com estes experimentos
observamos que, no fémur, o tratamento com T4 diminuiu a densidade mineral
0ssea (BMD) e o Prop bloqueou a osteopenia induzida pelo T4. Ja a associacao do
Iso com o T4 intensificou a reducao do BMD femoral. Através de testes
biomecéanicos, mostramos que o T4 diminuiu a resisténcia 6ssea no fémur e tibia.
Nesses 0ss0s, 0 Prop bloqueou a reducao da resisténcia 6ssea induzida pelo T4. A
expressao do RNAm do B2-AR no fémur néo foi afetada por nenhum tratamento.
Esses resultados sugerem que o horménio tireoideano interage com o SNS para
regular a massa e funcao 6sseas, mas nao através do aumento da responsividade
do tecido 6sseo ao SNS, pelo menos via aumento do B2-AR.

Continuando o estudo da interacdo do SNS com o horménio tireoideano,
estudamos camundongos modificados geneticamente. Esses animais apresentam
duplo “knockout’ dos genes dos receptores adrenérgicos dpa € dac (Oaa/0oc-AR™),
que regulam negativamente a liberacdo de noradrenalina, o que faz com que
apresentem aumento das concentracées plasmaticas de catecolaminas. Dessa
forma, os camundongos axa/azc-AR” representam um valioso modelo de elevagao
crénica do ténus simpatico.

O fendtipo 6sseo dos camundongos aza/dzc-AR” ainda ndo havia sido
investigado. Considerando-se os varios estudos que indicam que o SNS regula
negativamente a massa éssea [3, 4, 9], ndés acreditdvamos que esses animais
apresentariam massa éssea reduzida, alémde uma intensificacdo da osteopenia
induzida pelo T3, o que seria mais uma forte evidéncia de que o horménio tireoidiano
interage com o SNS para regular a fisiologia 6ssea.

Surpreendentemente, no presente estudo, mostramos que 0s animais aa/dzc-
AR apresentam um notavel fenétipo de alta massa 6ssea (HBM) com melhora da
qualidade Ossea, apesar de seu elevado ténus simpatico e da presenca de
receptores B2-AR funcionais. Esses dados sdo uma forte evidéncia de que o B.-AR
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nao € o unico receptor adrenérgico envolvido no controle do metabolismo ésseo, 0
que levanta a hip6tese de que os receptores asa €/ou ac também possam mediar a
sinalizacao simpatica no esqueleto.

Um achado bastante surpreendente deste estudo, também, foi o fato de que a
tireotoxicose ndo induziu osteopenia nos animais aa/0zc-AR”. O que sugere
fortemente que o horménio tireoideano interage com o SNS, via receptores a-

adrenérgicos, para regular a massa 6ssea.

25



REVISAO DE LITERATURA

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Tecido osseo

O tecido 6sseo € um dos mais resistentes e rigidos tecidos do corpo humano
e desempenha fung¢des importantes como protecao de érgaos, locomocao e local de
armazenamento de célcio, fosfato e outros ions [10, 11].

Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode ser classificado como cortical (ou
compacto) e trabecular (ou esponjoso). O o0sso cortical, que representa
aproximadamente 80% da massa esquelética, predomina nos 0ssos longos e tem
principalmente funcdo mecanica e de protecdo de Orgaos. Sua espessura e
arquitetura variam dependendo do sitio esquelético, o que reflete o desempenho
funcional do osso. O osso trabecular ou esponjoso, que corresponde a
aproximadamente 20% da massa esquelética, é encontrado predominantemente no
esqueleto axial e no interior dos 0ssos longos, dentro de suas extremidades
expandidas (metafises e epifises). O 0sso esponjoso da resisténcia adicional aos
0ss0s, além de acomodar a medula éssea por entre as suas traves 6sseas. Tanto o
0sso trabecular quanto o cortical formam um reservatério de célcio e fosfato que
podem ser prontamente removidos ou acrescentados por acéo celular, sob controle
hormonal [11].

Microscopicamente, como todo tecido conjuntivo, o tecido 6sseo consiste de
uma porcao celular e de uma matriz extracelular (MEC). A MEC possui um
componente organico (35%) e um inorganico (65%). A sua fase organica é formada
por colageno, proteinas nao coldgenas (osteonectina, osteocalcina, etc.),
mucopolissacarideos e lipidios. A fase inorgénica € predominantemente, constituida
por calcio e fésforo. Os componentes inorganicos (calcio e fésforo) sao depositados
como sais amorfos sobre a matriz extracelular e, durante o processo de
mineralizacdo Ossea, formam estruturas cristalinas similares aos cristais de
hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH)2]. As moléculas de colageno formam uma estrutura

tridimensional, criando espagos para acomodar esses cristais [12].
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As células ésseas representam apenas 1 a 2% do tecido 6sseo. Entretanto,
sdo responsaveis pelas fungbes metabdlicas do osso (como, por exemplo, o
remodelamento 6sseo e a manutencdo dos niveis circulantes do calcio). As
principais células 6sseas sao: (a) as células osteoprogenitoras, que dao origem aos
osteoblastos; (b) os osteoblastos, responsaveis pela formacado Ossea; (c) os
ostedcitos, encontrados embebidos na MEC; (d) as células de revestimento ou de
superficie, responsaveis pela protecao das superficies ésseas e (e) os osteoclastos,
responsaveis pela reabsorcéao éssea [11].

As células osteoprogenitoras sdo derivadas de células mesenquimais que se
diferenciam em células da linhagem osteoblastica (osteoblastos e células de
revestimento) [13]. Os osteoblastos sdo células mononucleadas, encontradas nas
superficies de maturacdo ou remodelacao 6sseas. Os osteoblastos apresentam
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi muito desenvolvidos, o que é
caracteristico de células que apresentam alta atividade de sintese protéica [14]. Os
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese, deposicdo e mineralizacdo da matriz
Ossea. Além disso, os osteoblastos exercem um papel importante, embora indireto,
na regulacdo da reabsorcdo Ossea, uma vez que sao essas células, e ndo os
osteoclastos, que possuem receptores para varios fatores e horménios que induzem
a reabsorcao 6ssea. Durante a deposicao dssea, os osteoblastos podem inibir a
atividade dos osteoclastos ou podem, simplesmente, deixar de estimula-los. Por
outro lado, na presenca de estimuladores da reabsorcao éssea como, por exemplo,
o horménio da paratiredide, cujos receptores estdo presentes nos osteoblastos,
estas células liberam fatores de acoplamento que ativam os osteoclastos [14].

Os ostedcitos constituem tipo celular mais abundante no osso maduro,
ficando dispersos dentro da matriz. Eles sdo derivados de osteoblastos que se
tornaram encarcerados na matriz 6ssea por eles produzida. Os ostedcitos mantém
contato uns com os outros, com osteoblastos e com células de revestimento
encontradas nas superficies ésseas, através de uma vasta rede de extensdes
citoplasmaticas localizadas no interior de canaliculos 6sseos [15]. As funcdes exatas
dos ostedcitos ainda ndo estdo claras, mas ha evidéncias de que eles tém um papel
essencial na manutencao da integridade da matriz 6ssea. Tem-se mostrado que 0s
ostedcitos sdo capazes de sintetizar matriz 6ssea na superficie da lacuna

osteocitica, a qual pode, posteriormente, sofrer mineralizacdo. Embora os ostedcitos

27



REVISAO DE LITERATURA

sejam classicamente considerados como capazes de reabsorver 0 0SSO
mineralizado, que envolve sua lacuna, estudos mais recentes péem em duvida essa
idéia [16]. Além disso, os ostedcitos parecem ser importantes na recepcao e
transducao dos estimulos mecénicos, detectando as deformagdes produzidas pela
forca mecénica [17]. Ha ainda, uma série de evidéncias de que tenham o papel de
ativar localmente o remodelamento 6sseo, além de estarem ativamente envolvidos
na manutengao da matriz éssea [18].

As células de revestimento sdo células da linhagem osteoblastica
encontradas nas superficies 6sseas quiescentes, isto €, onde nao esta ocorrendo
formacao ou reabsorcdo Ossea. Ha evidéncias de que estas células sejam
osteoblastos inativos (quiescentes) que podem voltar ao estado ativo quando
estimuladas apropriadamente. Elas formam camadas continuas e estdo em contato
umas com as outras e com os ostedcitos vizinhos, através de jungdes celulares.
Acredita-se que essas células atuem no sentido de proteger as superficies 6sseas
de agentes nocivos a integridade &ssea, como, por exemplo, os pirofosfatos.
Acredita-se, ainda, que essas células exercam um papel ativo na regulacdo da
diferenciacdo das células osteoprogenitoras. Além disso, essas células possuem
receptores de hormdnios e fatores que iniciam o remodelamento 6sseo [19-21].

Os osteoclastos sao responsaveis pela reabsorcdo Ossea. Sao células
gigantes e multinucleadas (4-20 nucleos), formadas pela fusao de células mono-
nucleadas hematopoiéticas [22], e que sao encontradas onde existe erosdo ativa de
0sso. Ficam em contato intimo com a superficie do osso em depressdes
denominadas lacunas de reabsorcdo ou lacunas de Howship. Claramente, os
osteoclastos causam desmineralizacdo e destruicdo estrutural da matriz orgénica
[23].

O aumento da atividade osteoclastica € acompanhada por um aumento na
sintese e secrecdo da fosfatase acida do tipo 5b. A fosfatase acida presente nas
células osteoclasticas € um enzima que resiste a influéncia inibitéria do L(+) tartrato
(que tem funcdo catalitica para outras fosfatases acidas), sendo assim, esta
fosfatase é denominada fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP) [24]. O TRAP
estda presente em grandes quantidades nas bordas em escova dos osteoclastos.

Desta forma, o TRAP é considerado um marcador bioquimico da reabsorcao 6ssea,
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uma vez que €& um dos produtos osteoclasticos relacionados a atividade
osteoclastica [25].

A integridade mecanica do tecido 6sseo é mantida através de um processo
denominado remodelamento ésseo. No remodelamento ésseo, hd um equilibrio
entre a atividade celular de osteoclastos (que reabsorvem o tecido 6sseo) e
osteoblastos (que o repdem). O ciclo de remodelamento comeca com a ativagdo de
células osteoclasticas que, em seguida reabsorvem osso e formam uma lacuna de
reabsorcao (lacuna de Howship). Em seguida a reabsorcao éssea, os osteoblastos
‘invadem” a lacuna de Howship e dao inicio a formacao 6ssea, repondo a mesma
quantidade de osso que foi reabsorvida pelos osteoclastos. A sequiéncia ativagao-
reabsorcao-formacéao dura aproximadamente 200 dias em cada “sitio” chamado de
unidade de remodelamento ésseo [26].

Sinais de diferenciacao celular sdo responsaveis pela regulacdo do processo
de remodelamento. Sabe-se, atualmente, que essa regulacao é determinada pela
interacdo entre proteinas localizadas nas superficies dos osteoblastos e
osteoclastos.

O ligante do receptor ativador do NF-kB (RANK-L) é um membro da
superfamilia dos ligantes aos fatores de necrose tumoral (TNF). O RANK-L esta
presente na superficie das células osteoblasticas e se liga a seu receptor o RANK,
que esta presente na superficie das células precursoras dos osteoclastos e nos
osteoclastos maduros. O RANK é uma proteina de membrana do tipo |, que foi
originalmente clonada a partir de células dendriticas [27]. A ligacdo do RANK-L ao
seu receptor especifico, o RANK, promove a inducdo da osteoclastogénese e
atividade dos osteoclastos. O RANK-L também €& um fator essencial para
sobrevivéncia e maturacao dos osteoclastos [28-32].

A osteoprotegerina (OPG) é uma glicoproteina soluvel, sintetizada pelos
osteoblastos [33], que se liga ao RANK-L, desta forma, bloqueia a ligacédo
RANK/RANK-L. Assim sendo, a interacdo OPG/RANK-L limita a sobrevivéncia,
diferenciacao e atividade dos osteoclastos [28-32].

A descoberta desta nova interacdo celular entre os osteoblastos e
osteoclastos permitiu um maior entendimento sobre o remodelamento ésseo, tanto
em condicoes fisioldégicas quanto em estados patolégicos, como a osteoporose,
osteopetrose e artrite reumatoéide.
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2.2 O Hormoénio tireoideano

Os horménios tireoideanos sao produzidos na glandula tire6ide em um
processo que envolve o transporte ativo de iodo para dentro da célula folicular, além
da sua oxidacao e incorporacdo em residuos tirosina na molécula de tireoglobulina
[34, 35]. Esta iodinagdo de tirosinas resulta em residuos monoiodinados (MIT) e
diiodinados (DIT), que sado enzimaticamente ligados para formar os hormdnios
tireoideanos, a 3,5,3,5’-tetraiodotironina (tiroxina ou T4) e 3,5,3’-triiodotironina (T3).
A tireoglobulina iodinada que contém MIT, DIT, T4 e T3 é armazenada no coldide,
proximo ao lumen das células foliculares da tiredide. A liberagdo dos horménios pela
célula folicular envolve a endocitose e digestao lisossomal da tireoglobulina. Embora
a tiredide produza preferencialmente T4, ha um consenso de que a maioria dos
efeitos dos horménios tireoideanos sejam fruto da ligacdo do T3 com os seus
receptores nucleares (TRs) [34, 36].

Nos mamiferos, 60-90% da producéo tireoideana corresponde a T4 e 10-40%
corresponde a T3. Menos de 1% da producao tireoideana é representado por outras
iodotironinas, o T3 reverso (rT3) e a diiodotironina (T2) [36].

A sintese e secrecdo dos horménios tireoideanos € regulada pelo eixo
hipotalamo-hipéfise-tire6ide. Resumidamente, o hipotdlamo produz e secreta o
hormonio liberador de tireotrofina (TRH; thyrotropin-releasing hormone), que atinge a
hipofise e estimula a produgdo do horménio tireotréfico (TSH; thyroid stimulating
hormone). O TSH estimula a captacao de iodo pela glandula tiredide e, portanto,
estimula a producao de iodotironinas. Por outro lado, a secre¢édo de TSH é regulada
negativamente pelos proprios produtos da glandula tiredide, ou seja, por feedback
negativo [36, 37]. Quando um individuo apresenta niveis aumentados de TSH e
niveis diminuidos de T3 e T4, tém-se uma situacdo patoldégica denominada
hipotireoidismo. Contrariamente, o hipertireoidismo se caracteriza sorologicamente
por niveis aumentados de T3 e T4 e reduzidos de TSH [36].

A afinidade dos TRs é aproximadamente 10 vezes maior pelo T3 em relagéao
ao T4. Por conta disso, considerando-se os efeitos genémicos dos horménios
tireoideanos, o T4 atua como um pré-horménio, e o T3 como o hormbnio ativo,

ligando-se aos receptores nucleares [38-40]. O T4, produto secretado em maior
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abundancia pela glandula tiredide, é convertido a T3 por agdo de enzimas
conhecidas como selenodesiodases das iodotironinas. A conversao do T4 a T3
ocorre na propria tiredide, nas células dos tecidos alvo ou nas células de outros
tecidos. As acOes genOmicas do T3 sado resultado da interacdo de T3-TR-TRE
(elementos responsivos dos TRs nos genes alvos), o que leva a modulagdo da
transcricao génica.

E digno de nota, entretanto, que alguns efeitos dos hormdnios tireoideanos
ocorrem muito rapidamente e nao sao afetados por inibidores da transcricao génica
ou traducdo, demonstrando que esses horménios também atuam via mecanismos
ndo gendmicos [41]. Tais agbes tém sido descritas em varios tecidos e tipos
celulares [42, 43]. O rT3, assim como o T2, eram considerados isoformas
biologicamente inativas por ndo desempenharem uma acao genémica direta através
da ligacdo com os TRs. Porém, estudos vém demonstrando que o rT3 e T2 também
desempenham importantes acgdes bioldgicas por mecanismos nao genémicos [42,
44].

O receptor de TSH (TSHR) é primariamente expresso nas células foliculares
da glandula tireéide, mas também foi identificado no cérebro, rins, testiculos,
coracdo, 0sso, tecido adiposo, fibroblastos e em células do sistema imune,
hematopoiéticas e dsseas [45-48]. Ao contrario do que se pensava anteriormente, 0
TSH parece atuar diretamente sobre tecidos ndo tireoideanos, entre esses, o tecido
0sseo. Ha evidéncias de que o TSH tem acao anabdlica no tecido 6sseo, entretanto,
0s achados sao muitas vezes conflitantes. Williams e Bassett concluem, em reviséo
recente do tema, que o TSH nao teria um papel importante no osso em casos de
hipo ou hipertireocidismo [49-51]. Acredita-se, entretanto, que em condicbes de
eutiroidismo, o TSH possa regular a diferenciagcdo de células mesenquimais em
células osteoprogenitoras e limitar a diferenciacdo de mondcitos em osteoclastos,

agindo assim como um regulador fino do remodelamento 6sseo [52].
2.3 O Hormoénio tireoideano e o tecido 0sseo

O horménio tireoideano é essencial para o desenvolvimento, maturacao e
metabolismo ésseos normais. Estudos com animais experimentais e estudos clinicos

mostram que, tanto a deficiéncia quanto o excesso desse hormoénio, resultam em
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efeitos importantes no esqueleto. Em modelos animais de hipotireoidismo, a
deficiéncia de T3 resulta em atraso na ossificacdo do esqueleto, reducdo da
espessura da placa de crescimento, desorganizacdo da cartilagem e limitacdo da
diferenciacao de condrécitos proliferativos em hipertréficos, resultando em reducéo
do crescimento e anormalidades esqueléticas. Por outro lado, o excesso de
horménio tireoideano resulta em maturacdo esquelética acelerada, fechamento
prematuro das placas de crescimento e subsequiente diminui¢gdo do crescimento dos
membros e do peso corporal [53].

O horménio tirecideano também tem efeito no osso adulto, sendo importante
para a manutencao do metabolismo ésseo, uma vez que estimula tanto a formacao
quanto a reabsorcao éssea por regular a atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
Em condicbes de excesso de hormdnio tireoideano, a atividade desses dois tipos
celulares esta aumentada, com predominio da atividade osteoclastica. Como
resultado, o metabolismo 6sseo é acelerado, favorecendo a reabsorcao Ossea,
balanco negativo do calcio e perda de massa 6ssea [1, 54].

Estudos revelaram que o hipertireoidismo é capaz de diminuir a densidade
mineral éssea (BMD) do fémur, coluna lombar e antebraco [55-57] e, além disso,
aumenta o risco de fraturas de pacientes nao tratados [57, 58]. Uma meta-analise
recente mostrou que o tratamento do hipertireoidismo restaura a massa éssea aos
niveis da normalidade, mesmo quando nenhuma medida anti-osteopénica é tomada,
a nao ser a restauracdo do status eutireoideo [59]. Entretanto, varios estudos
mostram reversdo apenas parcial da massa Ossea apdés a remissao do
hipertireoidismo [55, 56, 60, 61].

Por outro lado, no hipotireocidismo, o metabolismo 6sseo é reduzido com
inalteracdo ou pequeno aumento da massa 6ssea [62]. Porém, estudos mostram
aumento do risco de fraturas na deficiéncia do horménio tireoideano. Isso pode ser
explicado pela reducdo na qualidade d6ssea, em funcdo da menor renovagdo do
tecido 6sseo, ou pelo aumento do risco de quedas, o que também é observado
nesta condicao [58].

Embora a importancia do hormoénio tireocideano no desenvolvimento e
metabolismo 6sseos seja clara, pouco se sabe a respeito dos mecanismos que
medeiam os efeitos desse hormbnio no tecido ésseo.

A identificagdo das isoformas TRa1, TRa2 e TRB1 em células osteoblasticas
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[63-66], osteoclasticas [67, 68] e em condrécitos das placas epifisarias de
crescimento [68, 69], bem como a responsividade dessas células ao hormdnio
tireoideano em culturas isoladas, evidenciam uma acdo direta do T3 no tecido
0sseo.

Um mecanismo indireto pelo qual o T3 afeta o esqueleto é através do
aumento da secre¢ao do horménio do crescimento (GH) e insulin-like growth factor-1

(IGF-1), que, por sua vez, vao atuar diretamente nas células 6sseas [53, 70].

2.4 O Sistema nervoso simpatico e os receptores adrenérgicos

O Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) constitui o componente eferente do
sistema nervoso visceral. Este se divide em Sistema Nervoso Simpatico e Sistema
Nervoso Parassimpéatico (SNP). A grande maioria das fibras pds-ganglionares
simpaticas tem a noradrenalina como neurotransmissor, sendo, portanto,
adrenérgicas [71].

O sistema adrenérgico é um regulador essencial de funcdes neuronais,
enddcrinas, cardiovasculares, vegetativas e metabdlicas. As catecolaminas
enddgenas, adrenalina e noradrenalina, transmitem seus sinais bioldgicos via
receptores acoplados a proteina G para regular uma variedade de funcées celulares
[72]. Esses receptores sao denominados receptores adrenérgicos, e € através deles
que o SNS efetua suas acdes sobre os 6érgaos alvo. A maioria desses receptores
esta localizada na membrana plasmatica de neurénios e em células alvo neuronais e
Nao neuronais.

Os receptores adrenérgicos foram inicialmente classificados como a e .
Atualmente, sabe-se que ha pelo menos nove subtipos de receptores adrenérgicos:
trés isoformas al (aia, a1 € ayp) [73], trés isoformas ax (aza, Gog € Qoc), € trés
isoformas B (B+, B2 € Bs) [74].

Em contato com seus ligantes (adrenalina e noradrenalina), os receptores
adrenérgicos passam por mudangcas conformacionais, que levam a formagédo de
heterodimeros de proteinas G, que sinalizam via subunidade Ga e/ou GBy. Os
receptores adrenérgicos se acoplam e ativam diferentes proteinas G,
desencadeando sinais intracelulares especificos para cada tipo de receptor (para
revisdo ver Wettschureck e Offermanns) [75].
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Os receptores ai-adrenérgicos sdo acoplados a proteina Gg11 que, uma vez
ativada, aumenta as concentragdes intracelulares de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
de calcio (Ca®"). A maioria dos receptores ap-adrenérgicos tem seus efeitos
intracelulares mediados por proteinas da familia Gij,. Neste caso, a sinalizacao se da
tanto via subunidade Ga quanto GBy. A ativacdo da proteina Ga pelos receptores ao-
adrenérgicos leva a inibicdo da adenilato ciclase (AC), o que resulta em uma
reducao celular dos niveis de monofosfato de 3°, 5-adenosina ciclico (AMPc). Por
outro lado, a liberacdo das subunidades GBy leva a ativacdo das proteinas G, que
sdo importantes reguladores da fungdo neuronal, pois inibem os canais de Ca* e
ativam os canais de K" GIRK, além de ativar proteinas quinases mitdgenas (MAP)
ERK1/2 [76].

Todas as isoformas de receptores B-adrenérgicos estimulam a adenilato
ciclase e, portanto, induzem a sintese de AMPc [77], que é portanto o segundo
mensageiro das acdes da noradrenalina mediadas pelos receptores $-adrenérgicos.
Por outro lado, os receptores a. inibem a AC e, portanto, diminuem a formagéao de
AMPc, antagonizando as acdes mediadas pelos receptores (-adrenérgicos.

Todos o0s nove subtipos de receptores adrenérgicos sao ativados pela
adrenalina e noradrenalina, entretanto, apenas o0s receptores a, atuam como
autoreceptores inibitérios pré-sinapticos. Assim sendo, esses receptores modulam
(inibem) a liberacdo de noradrenalina pelas terminagdes simpaticas e por neurdnios
adrenérgicos no sistema nervoso central (SNC).

Ainda nao foi completamente elucidada a funcgéo fisioldégica e o potencial
terapéutico de cada subtipo de receptor adrenérgico. Somente os receptores -
adrenérgicos possuem ligantes seletivos para cada subtipo de receptor, o que tem
colaborado muito na identificacdo da significancia fisiolégica de cada isoforma.
Agonistas para receptores B.-AR tém um importante papel em terapia de asma, ao
passo que antagonistas dos receptores Bi-adrenérgicos (B1-AR) séo utilizados como
medicacao de primeira linha para pacientes com hipertensao, doencas coronarias ou
faléncia cardiaca [78].

Ligantes especificos dos receptores ai-adrenérgicos reduzem a hiperplasia
benigna da préstata sem causar hipotensdo. Com relacdo aos receptores a-
adrenérgicos ainda nao se encontram ligantes especificos disponiveis para uso
clinico e talvez seja por este motivo que ainda pouco se sabe a respeito de suas
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funcbes fisiolégicas. Na clinica sdo utilizados agonistas ap-adrenérgicos nao
especificos para o tratamento de pacientes com hipertensdo, glaucoma, dores
tumorais e pos-operatorias e para reducdao de tremores relativos a retirada de
medicamentos. Um problema apresentado pelos agonistas a.-adrenérgicos é a
sobreposicao dos efeitos desejaveis e indesejaveis. Um claro exemplo é o efeito
positivo de agonistas do receptor az-adrenérgico no tratamento da hipertensao
sobrepondo-se ao efeito negativo, que provoca sedacao do paciente. Por esta razao,
0s agonistas ap-adrenérgicos sao utilizados como medicamentos de segunda linha
[78].

Na tentativa elucidar quais as principais funcdes fisioldégicas e o potencial
terapéutico das isoformas dos receptores adrenérgicos e de seus subtipos foram
desenvolvidos animais geneticamente modificados que apresentavam dele¢des
especificas para cada tipo de receptor. A tabela 1 resume os principais fenétipos
gerados para cada tipo de delecéo.
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Tabela 1 - Fen6tipo de camundongos deficientes dos subtipos dos receptores adrenérgicos

Linhagem Fenétipo Referéncia

aip Reducgéo da pressao sanguinea de repouso Rokosh e Simpsom, 2002 [79]

aig” Pressdo sanguinea normal, reducdo da Cavalli etal 1997 [80]
resposta pressorica pela fenilefrina

aip” Reduc¢éo da pressao sanguinea de repouso Tanoue et al. 2002a [81], 2002b

[82] e 2002c [83]

Qiap” Redugdo do crescimento cardiaco apés o O Connell et al. 2003 [84]
nascimento

agA'/' Efeitos nado hipotensivos de agonistas a,, MacMillam et al. 1996 [85];
aumento da liberagdo de noradrenalina Altman et al. 1999 [86] e Hein

et al. 1999 [87]

Og” Resposta nao hipertensiva para intravascular Link et al 1996 [88] e
agonistas ap, efeitos ndo analgésicos do 6xido Sawamura et al. 2000 [89]
nitrico

Qe Aumento da secrecdo de adrenalina, aumento Scheinin et al. 2001 [90] e
da agressao e alteragées do comportamento Brede et al. 2003 [91]

ang'/' Elevado ténus simpatico e redugéo da funcdo Hein et al. 1999 [87] e Brum et
cardiaca al. 2002 [92]

agABC'/' Mortalidade embriondria, defeitos no Philipp et al 2002a [93] e
desenvolvimento vascular da placenta 2002b [78]

B{" Auséncia de resposta cardiaca para o Rohrer et al 1996 [94] e
isoproterenol, alteragdes no controle dindmico Chruscinski et al. 1999 [95] e
da razao do coragdo, danos no relaxamento 2001 [96]
vascular

B, Blogueio da resposta hipotensiva para os Chruscinski et al. 1999 [95]
agonistas B, redugdo da gordura corporal

Bs'/' Aumento da gordura corporal Susulic et al. 1995 [97] e Revelli

et al. 1997 [98]

[31,2'/' Prejuizo do alcance cronotrépico, Rohrer et al. 1999 [99]
contractilidade e razdo metabdlica

Bias” Prejuizo na termogénese induzida pela dieta Bachman et al. 2002 [100]

Fonte: Melanie Philipp e Lutz Hein, 2004 [101].

Mais estudos sobre a especificidade das

isoformas dos receptores

adrenérgicos serao necessarios para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas na criacao de drogas subtipo seletivas.
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2.5 O Sistema nervoso simpatico e o tecido 6sseo

O estudo da acao do SNS sobre o tecido ésseo praticamente teve o seu inicio
ao se investigar o efeito de um pequeno horménio polipeptidio, a leptina, no
esqueleto. A leptina € secretada principalmente por adipécitos e controla
especialmente o peso corporal e a fungcdo gonadal através de vias hipotalamicas
[102, 103]. Mais recentemente, demonstrou-se que a leptina é também um potente
regulador da massa 6ssea, atuando como um inibidor da formagédo éssea [9]. A
descoberta da funcédo antiosteogénica da leptina foi inesperada por duas razdes. A
primeira razao é porque esta nao é a funcao pela qual a leptina havia sido clonada.
A segunda, e com grande relevancia para a fisiologia, € que constatou-se que
camundongos obesos Ob/Ob, deficientes de leptina, apresentam um fenétipo de
HBM associado a um importante aumento na taxa de formacgéo éssea. Apesar disso,
apresentam hipogonadismo e hipercortisolismo [9], dois fatores que acarretam
aumento da reabsorcdo éssea e diminuicdo da formacao éssea, respectivamente. A
coexisténcia do hipogonadismo e hipercortisolismo, que até entdo eram
considerados fatores osteopénicos primordiais, com a HBM nos camundongos
deficientes de leptina é, portanto, fundamental para a consideragdo da importancia
do papel da leptina como um potente fator antiosteogénico. E digno de nota que
esse fenotipo de HBM nos camundongos com deficiéncia da sinalizagéo de leptina
ndao é uma conseqiéncia do elevado peso corporal desses animais. De fato,
camundongos transgénicos A-Zip/F1 “fat-free” apresentam baixos niveis de leptina
em funcao da lipodistrofia e também apresentam HBM apesar do seu baixo peso
corporal [9, 104]. Em contraste, camundongos deficientes do receptor 4 de
melanocortina sdo extremamente obesos mas nédo apresentam alteracdo da massa
Ossea [3, 105].

Demonstrou-se que o efeito antiosteogénico da leptina ndo é local e sim
central [9]. Ou seja, ele ndo ocorre, por exemplo, quando a leptina é hiperexpressa
em osteblastos de camundongos in vivo [3], mas sim quando ela é administrada
diretamente no Ill Ventriculo por infusdo intracerebroventricular (ICV) [3, 9], ou
quando ha aumento sérico importante da leptina [106]. A infusdo de doses minimas
de leptina no lll Ventriculo leva a marcantes redugdes da massa 6ssea, tanto em
camundongos selvagens quanto deficientes de leptina. Com base em lesdes
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guimicas, demonstrou-se que o nucleo ventromedial do hipotdlamo (VMH) medeia o
efeito central da leptina [3]. Além disso, demonstrou-se que esse efeito central é
mediado pelo SNS e, mais especificamente, por receptores 2-AR [3, 4].

Uma abordagem utilizada para investigar o envolvimento do SNS na
regulacdo da massa éssea foi feita avaliando-se o0 esqueleto de camundongos
deficientes de dopamina B-hidroxilase (DBH), uma enzima essencial para a sintese
de adrenalina e noradrenalina a partir da dopamina [107, 108]. Esses camundongos
nao sao obesos, a despeito de varias evidéncias de que o SNS é um regulador
negativo do peso corporal; apresentam altas concentracbes séricas de
corticosterona e dopamina, condicbes que conhecidamente induzem osteopenia
[107, 109]; e apresentam um fenétipo de HBM [3]. Um aspecto extremamente
importante foi o fato dos animais DBH-deficientes, apo6s infusdo ICV de leptina,
perderem praticamente toda a gordura corporal, mas nao apresentarem o efeito
antiosteogénico leptina-dependente. Esses achados permitiram a conclusao de dois
aspectos importantes da biologia da leptina: (i) O SNS nao é essencial para a acao
da leptina na regulacado do peso corporal, e (ii) a acdo antiosteogénica da leptina é
mediada pelo SNS, pelo menos parcialmente.

A partir da constatacdo de que o SNS € um regulador da massa éssea,
levantaram-se as seguintes questées: Ha receptores adrenérgicos nas células
Osseas? Quais sao esses receptores? Eles sdo funcionais? Quais deles medeiam as
acoes do SNS no tecido 6sseo? Ha inervagao simpatica no tecido 6sseo? Takeda et
al. [3] demonstraram a presenca de receptores B.-AR em culturas primarias de
osteoblastos e em osteoblastos de ossos longos de camundongos. Nenhum outro
receptor B ou a adrenérgico foi detectado nos osteoblastos. A funcionalidade dos
receptores B.-AR nos osteoblastos foi demonstrada tratando-se essas células, em
cultura, com noradrenalina ou isoproterenol (um agonista dos receptores [-
adrenérgicos) na presenca ou auséncia de propranolol (um antagonista dos
receptores [B-adrenérgicos), e medindo-se a producdao de AMPc, um segundo
mensageiro [ adrenérgico. O isoproterenol e a noradrenalina aumentaram a
producdo de AMPc, sendo que esses efeitos foram abolidos pelo propranolol.
Demonstrou-se, ainda, que a proliferacdo osteoblastica é inibida pelo isoproterenol,
efeito este que é anulado pelo tratamento com propranolol. Além disso, foi

demonstrada, por microscopia eletrdnica, a presenca de fibras nervosas amielinicas
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na medula éssea adjacentes as trabéculas ésseas e aos osteoblastos, o0 que sugere
a presenca de inervagdo simpatica no tecido 6sseo [3]. Esse achado corrobora
estudos prévios que identificaram, por imunohistoquimica, a presenca de nervos
simpaticos no osso de ratos adultos [110]. Takeda et al. [3] ainda mostraram que o
tratamento de camundongos selvagens e Ob/Ob (obesos, deficientes de leptina e
com HBM) com isoproterenol resultou em uma importante perda de massa 6ssea
nas vértebras e nos 0ssos longos, secundaria a uma diminuicdo na taxa de
formacao 6ssea e no numero de osteoblastos, e sem alteracdo do peso corporal.
Por outro lado, demonstrou-se que o bloqueio farmacolégico dos B.-AR com
propranolol in vivo impede a acao antiosteogénica da leptina sem alterar o peso
corporal. Esses achados reforcam a importdncia do SNS em mediar a acdo da
leptina no esqueleto e o fato das agbes desse hormbnio no peso corporal e
metabolismo ésseo utilizarem diferentes vias.

O estudo de camundongos com inativagdo génica do B-AR (B2-AR™) trouxe
ainda importantes evidéncias com relacdo ao papel do SNS no controle do
remodelamento 6sseo [4]. Esses camundongos apresentam niveis séricos normais
de leptina e estrogeno, e apresentam uma massa 6ssea ainda mais elevada do que
aquela dos animais Ob/Ob, associada a um aumento da formacao éssea e reducao
da reabsorcao O6ssea. Esse fenétipo sugere que o SNS inibe a formacao e ativa a
reabsorcao do tecido 6sseo e que, dessa forma, determina o nivel de massa 6ssea
de um animal. Por outro lado, a infusdo ICV de leptina nos camundongos Bo-AR”
nao causou qualquer efeito sobre a formacéao e a reabsorcédo ésseas, o que também
evidencia a importdncia do SNS em mediar a agdo da leptina na regulagdo do
remodelamento ésseo.

Recentemente, Shi et al. [111] estudaram a dissociacao da regulagdo neural
da massa éssea pela leptina do metabolismo energético. Eles mostraram que
camundongos com delecdo do receptor de leptina no sistema nervoso central
apresentaram um aumento da formacdo e reabsorcdo éssea, resultando em HBM,
de maneira similar a observada em animais deficientes de leptina. Por outro lado, a
delecdo dos receptores de leptina somente nos osteoblastos, ndo influenciou o
remodelamento ésseo. Além disso, através do uso de animais com ganho de fungéo
do receptor de leptina (camundongos /), eles mostraram que a sinalizacdo da

leptina inibe 0 ganho de massa 6ssea por regular positivamente a atividade
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simpatica (esses animais apresentam niveis séricos elevados de noradrenalina)
independente de qualquer mudancga no controle do apetite ou do gasto energético.
Assim, a leptina regula o0 ganho de massa éssea por mecanismos neurais que Sao
independentes do metabolismo energético.

Contudo, ha uma série de aspectos que ainda precisam ser elucidados com
relacdo ao papel da leptina na regulacdo da massa 6ssea. Em mulheres obesas, por
exemplo, os niveis séricos de leptina sdo elevados e a massa 6ssea também. Por
outro lado, em mulheres magras, tanto os niveis séricos de leptina quanto a massa
Ossea sao baixos [112]. Essa observacao pée em duvida a manutencao da funcéo
da leptina entre as diferentes espécies. Por outro lado, hd algumas evidéncias de
que o hipotalamo e o seu controle do SNS desempenham um papel chave na
regulacdo da homeostase 6ssea também em humanos. Na Distrofia do Reflexo
Simpatico (“Reflex Sympathetic Dystrophy”), por exemplo, que é uma doenca
caracterizada por disfungdo autonémica com aumento localizado do ténus simpético
[113], acompanhado por osteopenia focal, um dos mais efetivos tratamentos,
inclusive para a osteopenia, se faz com o uso de B-bloqueadores. Além disso, um
estudo recente mostrou que a administracao de bloqueadores B-adrenérgicos em
mulheres elevou a densidade mineral éssea e reduziu o risco de fraturas [114].

Existem ainda muitos resultados conflitantes em relagdo aos estudos
envolvendo animais geneticamente modificados e manipulagdes farmacoldgicas. E
importante notar que a administracdo de alguns agonistas B-adrenérgicos como o
clenbuterol [115], salbutamol [116] e formoterol [116] causou efeitos deletérios sobre
massa 6ssea de ratos. Enquanto que, em outro estudo, observou-se que o
salbutamol foi capaz de prevenir os efeitos deletérios causados pela ovarectomia
[117]. A administracdo de B-bloqueadores também apresenta-se inconclusiva, uma
vez que os efeitos positivos nem sempre sado detectados e parecem estar
associados a dose utilizada, pois ha uma reducéo do seu beneficio em altas doses
[118]. Em humanos, hd uma série de estudos mostrando que a administragdo de (-
bloqueadores pode promover efeitos positivos [119, 120], negativos [121] e até
mesmo nao apresentarem nenhum efeito [122, 123] sobre a densidade mineral
Ossea (BMD) e/ou fraturas. Desta forma, fica claro que os efeitos dos B-agonistas e
B-blogueadores no metabolismo ésseo ainda sdo muito controversos e necessita de

mais estudos para serem elucidados.
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2.6 A Interacao entre o sistema nervoso simpatico e o horménio tireoideano na

regulacdao do metabolismo osseo

Uma das caracteristicas mais proeminentes do horménio tireoideano, mas
ainda pouco entendida, é a sua interacdo com o SNS. O sinergismo entre as
catecolaminas e o horménio tireoideano é requerido para que a maxima
termogénese, lipolise, glicogendlise e gluconeogénese ocorram [5]. Existem também
evidéncias de que haja um aumento do tbnus simpatico em pacientes com
hipertireoidismo [6]. Os mecanismos desse sinergismo ainda ndo sao
completamente entendidos e vém sendo investigados nos diferentes sistemas.
Sabe-se que o hormobnio tireoideano ndo aumenta a concentracao de catecolaminas
no plasma [124]. Entretanto, observa-se que a producdo de AMPc induzida pela
adrenalina em culturas de células miocardicas € aumentada pelo T3 [125]. Pelo
menos um mecanismo para esse importante efeito € a acdo do horménio tirecideano
em aumentar o numero de receptores [-adrenérgicos no coragao [126].
Considerando-se que o excesso de horménio tireoideano causa perda de massa
Ossea e que a ativacdo do SNS também possui efeito negativo na massa éssea, €
possivel que haja uma interagédo entre 0 SNS e o horménio tireoideano também na
regulacdo do metabolismo ésseo e, consequentemente, na regulacdo da massa
o0ssea. Uma evidéncia dessa possivel interacdo é o fato de que o tratamento de
pacientes hipertireoideos com propranolol corrige a hipercalcemia secundaria a
tirotoxicose [7]. Além disso, mostrou-se que, em pacientes hipertireoideos, o
tratamento com propranolol reduz a excregcdo urinaria de hidroxiprolina, um
marcador bioquimico da reabsorcdo éssea [8]. Esses achados sugerem que o
aumento da reabsorcdo 6ssea no hipertireoidismo possa envolver mecanismos
dependentes dos receptores B-adrenérgicos.

Em um estudo recente do nosso laboratério [70], vimos que o tratamento de
ratas Wistar com aproximadamente 10 vezes a dose fisiolégica de T3 por 32 e 64
dias causou perda de massa Ossea generalizada pelo esqueleto. Por outro lado, o
tratamento com doses equimolares do tireomimético seletivo pelo TRB, o GC-1, nao
teve efeito algum na massa 6ssea, apesar de, como o T3, suprimir o TSH e diminuir
0s niveis séricos de colesterol. Uma observacéao interessante é o fato de que o GC-
1, no tecido adiposo marrom (BAT), é capaz de elevar a expressao da uncoupling
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protein 1 (UCP-1), a enzima chave da termogénese, mas nao € capaz de, como 0
T3, aumentar a responsividade adrenérgica e, consequentemente, induzir a
termogénese [127]. Esses achados sugerem que a estimulacdo da UCP-1 e o
aumento da responsividade adrenérgica sdo mediados por diferentes isoformas de
TR no BAT: TRB e TRa1, respectivamente. A observacao dos efeitos do GC-1 no
BAT e no esqueleto levantou as seguintes questbes: O GC-1 € incapaz de causar
perda de massa Ossea porque, como no BAT, é incapaz de aumentar a
responsividade do tecido 6sseo as catecolaminas? O hormdnio tireoideano depende
do SNS para regular a massa 6ssea, assim como depende do simpatico para induzir
a termogénese? Com o objetivo de responder essas questdes, este estudo tem
como meta investigar uma possivel interagdo do horménio tireoideano com o SNS

na regulacdo do remodelamento e da massa éssea.

2.7 Camundongos com inativacdo génica dos receptores dass- € dxc-
adrenérgicos como modelo para o estudo da interacao do horménio
tireoideano com o SNS na regulacdo do remodelamento 60sseo e da massa

ossea

Como dito anteriormente, os receptores az-adrenérgicos sdo autoreceptores
inibitérios pré-sinapticos. Assim sendo, tém um importante papel no SNS, pois
regulam (inibem) a liberagdo de neurotransmissores das terminagbes nervosas
simpaticas e de neurdnios adrenérgicos no SNC [128]. Uma evidéncia disso é que a
ativacdo desses receptores no tronco cerebral leva a uma reducdo do tdnus
simpatico [86, 129].

Hein et al. [87], através da inativacdo dos genes dos receptores adrenérgicos
O2a, O2B, Ooc € Q2a/0zc de camundongos, mostraram que 0s subtipos aza € aoc Sa0
requeridos para o controle pré-sinaptico normal da liberagdo de noradrenalina dos
nervos simpaticos no coracdo e dos neurdnios noradrenérgicos centrais. Mostraram
ainda, que o receptor adrenérgico a»a inibe a liberacdo de noradrenalina quando
estimulado em alta freqiiéncia, enquanto que o receptor adrenérgico a,. modula a
neurotransmissao em baixa frequéncia de estimulacdo nervosa. Além disso,
mostraram que a regulagdo de alta e baixa freqléncias parecem ser importantes
fisiologicamente, uma vez que camundongos com a dupla inativacdo dos receptores
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asa € Ozc (camundongos aga/asc-AR™) apresentaram concentragdes plasmaticas
elevadas de noradrenalina e desenvolveram hipertrofia cardiaca, o que configura
aumento do ténus simpatico [87].

Os animais oaa/ac-AR”  apresentam  cardiomiopatia induzida pela
hiperatividade simpatica, reducdo da capacidade de exercicio, diminuicdo do
consumo maximo de oxigénio e significativas anormalidades na ultraestrutura dos
cardiomiécitos [92]. Também foi observado um aumento na mortalidade a partir dos
6 meses de idade. Além disso, os estudos de Brum et al. [92] também mostraram
que, apesar do elevado tdnus simpatico, ndo foi observada dessensibilizacao dos
receptores B-adrenérgicos durante a resposta cronotrépica maxima ao isoproterenol.

O fendtipo 6sseo dos camundongos aza/dzc-AR” ainda ndo havia sido
investigado. Considerando-se os varios estudos que mostraram que o SNS regula
negativamente a massa éssea [3, 4, 9], ndés acreditdvamos que esses animais
apresentassem massa 0Ossea reduzida. Vale ressaltar que a caracterizacdo do
fenotipo ésseo desses animais foi, também, um objetivo deste estudo.

Independentemente do fendtipo Osseo, esses animais representam um
modelo importante de elevagdo cronica do tdnus simpatico. Assim sendo, nés
acreditavamos que o tratamento com T3 causasse uma osteopenia mais intensa nos
camundongos aza/0oc-AR™, em relacdo a animais selvagens, o que seria mais uma
forte evidéncia de que o horménio tireoideano interage com o SNS para regular a

fisiologia 6ssea.
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7 CONCLUSAO

e O fato do propranolol (antagonista 3-adrenérgico) e do isoproterenol (agonista
B-adrenérgico) limitar e intensificar, respectivamente, os efeitos deletérios da
tireotoxicose no esqueleto sugere que o hormonio tireoideano interage com o

SNS via sinalizagédo B.-adrenérgica para regular a fisiologia 6ssea.

e A inativacdo dos receptores adrenérgicos aqa € aoc resulta em fenétipo de alta
massa Ossea, devido ao aumento da formacado e redugdo da reabsorcao

Ossea presente nestes animais;

e O fato dos animais asa/axc-AR” apresentarem HBM a despeito do seu
elevado tbnus simpatico e de uma sinalizacao B.-adrenérgica intacta, sugere
que o B2-AR nao € o unico receptor adrenérgico envolvido no controle do
metabolismo 6sseo. Além disso, levanta a hipétese de que a sinalizacao dos
024 €/0u aoc-AR também possa mediar as acdes do SNS no esqueleto;

e A resisténcia dos animais asa/asc-AR” & osteopenia induzida pelo T3, sugere
que o horménio tireoideano interage com SNS ndo sé através de receptores
B2-adrenérgicos, mas também através de receptores o adrenérgicos,
especialmente, via axc-AR, uma vez que estes receptores foram regulados

negativamente pelo T3 somente nos animais selvagens;
e Nossos resultados também sugerem que o hormdnio tireoideano age

negativamente na massa 0ssea através do 31-AR e da via da OPG, e que

esta via seja provavelmente modulada pelo SNS.
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