AVALIAGAO MOLECULAR DE MUSCULOS MASTIGADORES NUM MODELO
EXPERIMENTAL DE PATOLOGIA ENDOCRINA

Introducao

O sistema endocrino regula e coordena as actividades celulares em todo o corpo,
permitindo que as células e tecidos trabalhem em conjunto como um organismo Unico **.
Este sistema é responsavel pelo crescimento, desenvolvimento e comportamento do
organismo. Nos humanos, o sistema enddcrino é constituido por sete glandulas
especializadas: a glandula pituitaria, a paratirdide, o timo, as glandulas adrenais, o
pancreas, a tirdide e as goénadas, e suplementados por varios tecidos enddcrinos 4. Estes
orgaos e tecidos produzem diferentes tipos de sinais enddcrinos. Os sinais enddcrinos
podem ser constituidos por cadeias de aminoacidos ou péptidos (como a insulina e a
hormona do crescimento), por esterdides (como os estrogénios e a testosterona), por
tirosina iodada (como as hormonas da tirdide) e por acido araquidonico (como as

prostaglandinas) **.

O sistema enddcrino é influenciado por uma grande quantidade de compostos quimicos.
Os compostos bioactivos sdo encontrados na maioria dos poluentes, incluindo dioxinas e

furanos, compostos organicos halogenados e pesticidas **.

As hormonas da tiréide interagem com os varios sistemas do organismo, um dos quais o
sistema muscular. Quando ha um aumento destas hormonas, o musculo reage de forma
energética, mas quando esta quantidade se torna excessiva, o musculo enfraquece

devido a sobrecarga do metabolismo proteico °.

Este trabalho de mestrado tem como objectivo a revisdo bibliografica sobre os varios
métodos moleculares utilizados actualmente: a gendmica, a protedmica e a
metaboldmica, com particular enfoque na utilizagdo destes para a deteccdo das lesGes

moleculares, precedentes das alteragGes morfoldgicas.

Este trabalho de mestrado inclui uma contribuicdo pessoal, onde pretendemos dar o
nosso contributo na caracterizagdo do perfil metabdlico dos musculos mastigadores, que
permitira no futuro a sua avaliagdo molecular num modelo de hipertiroidismo

experimental.
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Aspectos Morfofuncionais dos Musculos Mastigadores
Tecido Muscular

O tecido muscular é constituido por células alongadas, que possuem grande quantidade
de filamentos citoplasmaticos de proteinas contracteis, geradoras das forcas necessarias

para a contracgdo do musculo, com consumo de energia contida nas moléculas de ATP 34,

De acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais, distinguem-se trés tipos
de tecido muscular. O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células
cilindricas muito longas e multinucleadas, que apresentam estriacdes transversais; as
suas fibras tém contraccdo rapida e vigorosa, sujeitas ao controlo voluntario. O musculo
estriado cardiaco, cujas células também possuem estriacdes transversais e é formado por
células alongadas e ramificadas, que se unem por intermédio dos discos intercalares
(exclusivas deste tipo de musculo); a sua contracgao é involuntaria, vigorosa e ritmica. O
musculo liso é formado por aglomerados de células fusiformes que ndo possuem estrias

transversais; o seu processo de contracgdo é lento e involuntario 3*.
Histofisiologia do musculo esquelético

As células musculares sdo células contracteis, adaptadas especialmente para gerar forgas

35 Fazem

contracteis através da interaccdo de cadeias das proteinas actina e miosina
ainda parte do grupo de células contracteis: as células mio-epiteliais, os mio-fibroblastos
e os pericitos 3°. Os pericitos encontram-se em redor dos vasos sanguineos. S&o células
lisas, semelhantes as células musculares. Os mio-fibroblastos tém um papel de
contracgdo, para além de poderem segregar colagénio. As células mio-epiteliais, por sua

vez, sd80 uma componente importante de algumas glandulas excretoras .

As células musculares esqueléticas sdo a base estrutural e funcional dos musculos,
responsaveis pelos movimentos voluntarios sob a influéncia do sistema nervoso central e

pela manutencgdo da postura corporal 3

Cada célula do musculo esquelético € multinucleada, pois na embriogénese os mioblastos
(células percursoras) juntam-se e fundem-se, havendo varios nlcleos que se deslocam
para a periferia das células, podendo mesmo encontrar-se na proximidade da membrana

35

citoplasmatica As células do musculo esquelético sdao longas e finas, de forma

cilindrica, possuem um didmetro de aproximadamente 50 a 60 pum, atingindo

comprimentos até 10 cm 3435,

Durante a diferenciacdo dos mioblastos ha um aumento da expressdo das proteinas

actina e miosina, sendo estas posteriormente alinhadas em sarcomeros. Estes sdo
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colocados topo-a-topo e alinhados na perfeicao para formarem uma unidade estrutural

celular: as miofibrilhas, que ocupam a totalidade do citoplasma muscular 3¢,
Organizacao do misculo esquelético

Num musculo, como por exemplo, o musculo deltdide ou o masseter, as fibras
musculares estdo organizadas em grupos de feixes, sendo o conjunto de feixes envolvido
por uma camada de tecido conjuntivo - epimisio 3*. Desta camada partem finos septos
de tecido conjuntivo que se dirigem para o interior do musculo, separando os feixes.
Estes septos designam-se de perimisio, e envolvem os feixes de fibras 3*. Cada fibra
muscular é envolvida individualmente pelo endomisio, que é formado pela lamina basal
da fibra muscular, associada a fibras reticulares. O endomisio apresenta uma populagao

34 Todas estas membranas de tecido

celular escassa, constituida por fibroblastos
conjuntivo unem-se, unindo também todas as fibras musculares e permitindo que a forga
de contraccdo gerada por cada delas actue sobre o musculo inteiro. Este tecido
conjuntivo desempenha um papel funcional muito importante, até porque algumas vezes
as fibras musculares ndo se estendem de uma extremidade do musculo até a outra 3*, E
ainda por intermédio do tecido conjuntivo que as forgas de contracgdo musculares sdo

transmitidas a outras estruturas, como sejam tenddes e ossos 3*.

As fibras musculares também apresentam uma estrutura complexa. Quando observadas
ao microscopio Optico, estas mostram estriagdes transversais, pela alternancia de feixes
claros e escuros 3*. Foi realizada a sua classificacdo apds observagdo ao microscépio de
luz polarizada, onde se verificou que a banda escura era anisotrdpica, atribuindo-se o
nome de banda A, enquanto que a banda clara era isotrépica, assim designada de banda
I 3. No centro de cada banda I verifica-se uma linha transversal escura - a linha Z 3*. As
estriacbes das miofibrilhas ocorrem pela repeticdo das unidades - sarcomeros. Cada
sarcomero mede aproximadamente 2,5 uym e é formado pela parte da miofibrilha que fica
entre duas linhas Z sucessivas e contém uma banda A a separar duas semi-bandas I 3.
Cada fibra muscular contém muitos filamentos cilindricos - miofibrilhas, que tém um
diametro de 1 a 2 ym, sdo paralelas ao eixo maior da fibra muscular e consistem num

arranjo perfeito e repetitivo de sarcémeros >*.

Ao observar as miofibrilhas a microscopia electronica de varrimento, estas revelam a
presenca de filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina dispostos
longitudinalmente nestas, e organizados numa distribuicdo simétrica e paralela 3*. Esta
organizacdo € mantida por varias proteinas, como por exemplo, os filamentos
intermediarios de desmina (ligam as miofibrilhas umas as outras). Para além das
proteinas actina e miosina, as miofibrilhas do musculo esquelético possuem ainda

tropomiosina, que sdo proteinas com cerca de 40 nm de comprimento que se unem umas
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as outras pelas extremidades para formar filamentos que se localizam ao longo do sulco
existente entre dois filamentos de actina 3*. As miofibrilhas possuem também troponina,
um complexo de trés sub-unidades proteicas: o TnT (liga-se fortemente a tropomiosina);
o TnC (que permite a ligacdo com ides calcio); e o Tnl (que cobre o local activo da
actina, onde ocorrem as interaccdes entre a actina e a miosina, permitindo os
) 34

movimentos musculares, através de contraccdes Cada molécula de tropomiosina

possui um local especifico para a ligacao deste complexo.

As fibras musculares esqueléticas podem ser de dois tipos: fibras de contraccdo lenta
(fibras S ou tipo 1) ou fibras de contracgao rapida (fibras F ou tipo 2). Esta classificagdo
assume relevancia, uma vez que a cada unidade motora estd associada apenas um
destes tipos de fibras 33, As fibras de contracgdo lenta s3o menos susceptiveis a fadiga,
o que significa que suportam estimulos prolongados *°. Possuem uma grande densidade
de capilares e mitocondrias e tém armazenado grandes quantidades de energia, sob a
forma de lipidos, bem como a mioglobina, que representa o organelo de armazenamento
de oxigénio de curta duragdo 3*°3. As fibras de contraccdo rapida caracterizam-se por
contracgGes musculares extremamente rapidas e breves, pelo que sofrem fadiga
rapidamente. Possuem grandes quantidades de glicogénio, mas quantidades reduzidas de
mioglobina *®. Todos os musculos da mastigagdo contém uma mistura destes tipos de
fibras, sendo que as fibras do tipo I representam uma pequena parte das fibras dos

musculos mastigadores 3°.

A contraccdo muscular é influenciada pela disponibilidade de ides Ca* (célcio), havendo
relaxamento muscular quando a sua concentragcdo diminui no sarcoplasma. O reticulo

sarcoplasmatico armazena e regula o fluxo dos ides Ca®* 3¢

. Quando a membrana do
reticulo sarcoplasmatico é despolarizada através de estimulos nervosos, da-se a abertura
dos canais de Ca®*, e os ides de calcio saem por difusdo passiva, actuando sobre a
troponina e favorecendo a formacdo de pontes entre a actina e a miosina. Quando a
despolarizagdo termina, a membrana do reticulo sarcoplasmatico, por processo activo,
transfere iGes calcio para o interior das suas cisternas, interrompendo a actividade

contractil e consumindo energia 3.

A contraccao das fibras musculares esqueléticas é comandada por nervos motores que se
ramificam no tecido conjuntivo do perimisio, onde cada nervo origina numerosos ramos.
O ramo terminal do nervo, no local de contacto com a fibra muscular, perde a sua bainha
de mielina e forma uma dilatagdo que se posiciona no interior de uma depressdo da
superficie da fibra muscular - denomina-se de placa motora ou jungdo mioneural **.
Quando uma fibra do nervo motor recebe um impulso nervoso, o terminal axdnico liberta

acetilcolina, que se difunde através da fenda sinaptica e vai se prender aos receptores
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situados no sarcolema das dobras juncionais. A ligagao com o neurotransmissor faz com
gue o sarcolema fique mais permedvel ao sodio, o que resulta na despolarizacao
muscular. O excesso de acetilcolina é hidrolisado pela colinesterase que se encontra na
fenda sinaptica. A sua destruicdo é necessaria de forma a evitar o contacto prolongado

deste com os receptores do sarcolema **

. A despolarizacdo que se iniciou na placa
motora propaga-se ao longo da membrana da fibra muscular e penetra em profundidade
através do sistema de tubulos transversais. Em cada triade o sinal de despolarizacao
passa para o reticulo sarcoplasmatico e resulta na libertacdo de calcio, que da inicio ao
ciclo de contraccao. Quando a despolarizacdo termina, o calcio é transportado de forma

activa para as cisternas do reticulo sarcoplasmatico e a fibra muscular relaxa 3.

A fibra nervosa e as fibras musculares por ela inervadas formam uma unidade motora *.
As variagOes na forga de contraccao do musculo sdo devidas as variagdes no numero de
fibras que contraem num determinado momento, pelo que a contraccdo do musculo vai

depender do nimero de unidades motoras accionadas >*.
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Avaliacdao Molecular de Misculos Mastigadores

Muitas das doencgas resultam de alteragOes especificas e caracteristicas no perfil quimico
e bioquimico dos tecidos e fluidos bioldgicos *°. As medicdes directas das expressdes
proteica e metabdlica sdo essenciais para o estudo dos processos biolégicos quer no
individuo saudavel, quer no doente, permitindo a identificacdo das causas da doenga e de
biomarcadores, bem como da sua progressdo toxicoldgica *°. Os avangos do instrumental
e das técnicas analiticas nas Ultimas décadas permitiu a analise global de compostos
bioldgicos como o DNA (gendmica), RNA (transcriptomica), proteinas (protedmica) e

pequenas moléculas (metaboldmica) 2°:3.
Metabolomica

A analise metaboldmica consiste em identificar o maior conjunto de metabolitos visiveis a
técnica e na medida do possivel quantificd-los, comparando-os posteriormente com
amostras puras disponiveis em bases de dados 1718192229 Dedica-se ao estudo da sua
composicdo, dindmica, interaccdes e respostas a mudancas ambientais nas células,
tecidos e biofluidos 2. A espectroscopia por ressondncia magnética nuclear (NMR) é a
ferramenta de eleicdo na metabolémica /. A espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear por protdo uni-dimensional acumula a vantagem de ser sensivel e de permitir
quantificar, aproveitando em parte mecanismos de processamento de dados semi-
automaticos 7. A espectroscopia de ressonancia magnética bi-dimensional comegou a ser
usada na metaboldmica muito recentemente, tendo como vantagens uma maior
especificidade para deteccdo de metabolitos e a resolugdo de superimposicoes
unidimensionais do espectro, enquanto mantém uma boa sensibilidade, especialmente
em associacao com os cilindros de alta resolucdo, tais como as usadas no high resolution

magic angle spinning (HRMAS) 7.

As aplicacbes da metaboldmica expandiram-se com as técnicas de protedmica e
genomica, com o objectivo de determinar a funcdo dos genes em microorganismos,
plantas e animais '®2%, Actualmente, tem varias aplicagdes, como a determinagdo de
biomarcadores metabodlicos que se alteram na presenca de doenca ou em resposta a
intervencGes medicamentosas; a determinacdo do efeito bioquimico ou stress ambiental
em plantas ou microorganismos, o que inclui as plantas geneticamente modificadas; a
caracterizagdo bacteriana; a avaliagdo da salde nos humanos; e a engenharia

metabdlica 18:25:27,28,30

A MS (espectroscopia de massa) e a NMR sdo as principais plataformas tecnoldgicas
utilizadas para determinar o perfil metaboldmico, ambas com vantagens e desvantagens.

A maior vantagem na utilizacgdo da espectrometria de massa é a sua sensibilidade.
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Quando combinada com a cromatografia liquida (LS), a MS consegue facilmente detectar

centenas de espécies individuais numa Unica amostra clinica 2%:26:27:28,:32,33,

A MS fornece uma analise quantitativa e qualitativa selectiva, rapida e sensivel, e possui
a capacidade de identificacdo dos metabolitos. Os espectrometros de massa funcionam
por formacdo idnica e separacdo destes de acordo com a sua relagdo massa e carga, com

capacidade de detectar ides separados 182>,

Os metabolitos ndo possuem o modelo de fragmentacdo dos péptidos, tornando a sua
identificacdo mais dificil. A sua quantificacdo, que é critica para o reconhecimento de
potenciais biomarcadores, € uma das falhas da MS. Existem diversos factores que
influenciam a intensidade do sinal de um composto na MS, incluindo a composicao da

21

mistura <*. Para maximizar a cobertura metaboldomica, a MS recorre a cromatografia

liquida (LS) para separar os metabolitos antes da andlise, o que significa que cada

amostra necessita de horas para ser analisada 2%°.

Em metabolémica, a espectroscopia NMR é um método rapido, ndo destrutivo, que
fornece muita informacdo e requer uma preparacdo minima da amostra 1819:20:24,:29.31
Esta técnica tira vantagem das propriedades rotacionais dos nucleos dos atomos °. A
espectroscopia NMR funciona através da aplicacdo de campos magnéticos fortes e
frequéncias radio aos nucleos dos dtomos. Para os atomos quer com numero atdémico
impar, quer com numero de massa impar, a presenca de um campo magnético vai
causar rotacdo no nucleo (rotacdo nuclear) 8. A absor¢do da energia das frequéncias
radio vai fazer com que o nucleo do atomo passe de uma rotacdo baixa para uma alta
rotacdo, e a subsequente emissao de radiacdao durante o processo de relaxamento deste

é detectada por uma sonda %19,

A espectroscopia por NMR apresenta como vantagens a reprodutibilidade, a capacidade
de quantificar compostos em misturas, bem como a capacidade de identificar metabolitos
desconhecidos. Outra caracteristica da NMR é a sua versatilidade para analisar
metabolitos no estado liquido, em tecidos intactos ou in vivo. No entanto a MS é mais

sensivel do que a NMR 21:24:29:30,33,

O controlo das amostras a analisar deve ser rigoroso, uma vez que pequenas mudancgas
na temperatura, pH e a presenca de impurezas ou degradacdo da amostra pode levar a
deteccdo de mudangas metabdlicas falsas, bem como indicar erradamente diferentes

metabolitos 19232°,
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Genomica

A genodmica é o estudo do genoma dos organismos, ou seja, o estudo de todos os genes
da célula/tecido ao nivel do DNA (gendtipo), RNAm (transcriptdmica) ou proteinas

(proteoma). As ferramentas mais importantes nesta técnica sdo os microarrays °.

Com a publicacdo da sequéncia do genoma humano, as prioridades dos investigadores
passaram da identificacdo dos genes para a compreensao da sua fungdo na fisiologia
celular **. Uma forma classica de monitorizar a actividade génica é medir a quantidade
de RNAm (RNA mensageiro) **. Os microarrays de DNA quando aplicados a analise da

expressdo, permite a medigdo dos niveis de RNAm de todo um organismo ***7:>%,

Os microarrays de DNA sdo laminas crivadas com fragmentos de DNA, cada um contendo
uma sequéncia de nucledtidos que ird servir como “sonda” para um gene especifico.
Permitem a diferenciacao em duas dimensdes e sao muito pequenos, tipicamente

43,44,45,46,47,48,50,54,62

constituidos por vidro ou silicone . No seu interior os fragmentos de

DNA sdo depositados ou sintetizados numa matriz de alta densidade, com uma ordem

43, De todos os materiais disponiveis para os microarrays de DNA, os de

pré-definida
vidro sdo os que se encontram mais adaptados a deteccdo fluorescente, sendo os Unicos
que permitem sobreposicdo dos arrays para comparacdo *°. Além disso, sdo mais faceis

de manipular, tém maior sensibilidade e resisténcia **.

A técnica com os microarrays de DNA consiste na extraccdo do RNAm das células-alvo do
estudo e a sua copia sobre a forma de DNA complementar (DNAc) através de transcrigdo
reversa; este é mais facil de trabalhar do que o RNAm. O DNAc é marcado com uma
sonda fluorescente. O microarray de DNA é incubado com o DNAc marcado e é
hibridizado. Posteriormente, o microarray é lavado para promover a remocao de
moléculas ndo-ligadas; as posicdoes nas quais os fragmentos de DNA marcados
hibridizaram sdo identificadas como pontos fluorescentes por um microscépio
automatizado de varrimento a laser #3:4546:47,48,50,53,59,61 " Ag posicdes do DNA no array sio
comparadas com outro array ou com genes dum software informatico especifico,

correspondendo cada um dos circulos a um gene especifico #°:47:48:49,50,51,58,59

Os microarrays de DNA revolucionaram a maneira de analisar os genes, uma vez que

permitem a monitorizacdo dos produtos de RNA de milhares de genes ao mesmo tempo
43,44,45,48,50,51,52,53

A maior aplicacdo dos microarrays de DNA é a quantificacdo da expressdao génica em
varias situacbes experimentais que incluem a descoberta génica para os genes
potencialmente envolvidos nos processos patoldgicos, fisioldgicos e do desenvolvimento;

a realizagdo do perfil das neoplasias; a regulagdo génica para a descricdo das redes
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reguladoras, assumindo que os genes que se regulam em paralelo tém mecanismos de
controlo comum; o diagnéstico, para a identificacdo dos padrdoes da expressdo génica
relacionada com o estado de doenca, que podem ser usados como indicadores de
diagndstico e progndstico; e a farmacologia, para verificar qual o medicamento mais
indicado para determinada patologia, o que permite a personalizacdo da medicacao

utilizada 45:52:55:56,57,60,61,63

Os microarrays de DNA também podem ser utilizados para identificar variagdes na
sequéncia de DNA, quer em situacdes patogénicas (mutagdes) ou ndo patogénicas

(polimorfismos) #3:4>>9

Proteomica

A protedmica define-se como o estudo de todas as proteinas produzidas pelas
células/organismo, o que envolve a identificacdo das proteinas presentes no corpo € a

determinagdo do seu papel nas fungdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas 384570,

No passado, o estudo das proteinas e a sua associagdo com doencas apresentava varias
limitagbes, em particular as relacionadas com os anticorpos especificos utilizados para
identificar péptidos e antigénios, e que davam na generalidade resultados pouco

satisfatérios .

Com o desenvolvimento da separagao das proteinas, usando o gel de electroforese
bidimensional (2-DE), a cromatografia liguida multidimensional e a identificacdo de
proteinas por espectrometria de massa (MS), a protedmica moderna passou a conseguir
a obtencdo de melhores resultados 3°*¢, Estes instrumentos/técnicas ndo s6 facilitaram a
separacdo e identificacdo das proteinas, como também permitiu a obtencdo de

informacdo acerca das redes proteicas 337,

A separacdo das proteinas é o passo inicial para a analise da expressdo proteica. Esta
pode ser feita por um método selectivo ou ndo-selectivo. Os métodos selectivos tém
como objectivo identificar uma Unica proteina da amostra com propriedades especificas,
sendo semelhante a purificacdo da proteina 3°. Os métodos ndo-selectivos, por sua vez,

fraccionam misturas complexas antes da analise 3°.

Varias técnicas podem ser utilizadas para separar a mistura de proteinas. No entanto, a
técnica de separacdo seleccionada deve ser capaz de fraccionar eficazmente misturas
complexas de proteinas, ou seja, fornecer uma proteina individual ou um ndmero
limitado de proteinas. As duas técnicas de separagdo de proteinas que sdao usadas mais

frequentemente na protedmica sdo o gel de electroforese e a cromatografia liquida *°.
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O gel de electroforese uni-dimensional (1-DE) é um método frequentemente utilizado
para a separacao de proteinas, pois € uma técnica relativamente simples, acessivel e
facilmente reprodutivel *°. Esta técnica consiste, de uma forma geral, na separagdo de
uma amostra de proteinas em bandas de acordo com os seus diferentes pesos

moleculares, por electroforese, utilizando um gel com suporte de acrilamida *°.

Por sua vez, o gel de electroforese bi-dimensional (2-DE) baseia-se no principio de que
as proteinas ndo so6 possuem diferentes pesos moleculares, como também possuem
pontos isoeléctricos (pI) diferentes 383%%° A primeira dimens&o de separacdo na 2-DE é a
que consiste na migracdo das proteinas através de um gradiente de pH, até que cada
proteina se encontre numa concentracdo de pH equivalente ao seu pl. A segunda
dimensdo de separagao é geralmente feita através de um gel de poliacrilamida, em que
as proteinas sdo separadas de acordo com o seu peso molecular 3%3° A maioria das
proteinas sdo separadas por carga na direccdo horizontal e por massa na direccao
vertical 8. A principal limitagdo desta técnica era a sua pouca reprodutibilidade, mas esta
ja& foi ultrapassada devido ao desenvolvimento de gradientes de pH estaticos *%3°. Nos

dias de hoje, a 2-DE esta sempre associada a utilizagdo da MS 38,

A cromatografia é aplicada para separar e analisar moléculas complexas, o que inclui as
proteinas 3%3°, Os componentes a serem separados sdo distribuidos em duas fases: uma
fase estaciondria e uma fase moével que se infiltra na fase estacionaria *°. Uma mistura
com varias moléculas é dissolvida com um solvente e aplicada numa matriz
cromatografica, e os diferentes componentes eluem pelo sistema a diferentes
velocidades. As diferentes taxas de migracdao resultam da interaccdo mais ou menos
favoravel das moléculas com a matriz, o que significa que as moléculas com mais
afinidade com esta progridem mais. A cromatografia liquida (LS) é a mais aplicada na

proteémica, desde que se mostrou compativel com a MS 3839,

Apds a separacdo da mistura complexa de proteinas em componentes individuais, o

proximo passo é a sua identificacdo. O método para tal mais amplamente usado é a MS
39

A identificacdo de proteinas esteve durante muito tempo limitada devido ao seu custo

elevado e resultados pouco satisfatérios 3°.

Por exemplo, o Western blotting e a
imunohistoquimica sdo técnicas comuns e fidedignas utilizadas para confirmar a presenca
de proteinas especificas. No entanto, apenas uma proteina pode ser detectada de cada
vez, sem falar na necessidade de um anticorpo especifico para a proteina em questdo *°.
A aplicagdo da MS a protedmica permite a identificacdo directa e simultdnea de um
grande numero de proteinas funcionais num sistema bioldgico particular, pelo que se

tornou o método de eleicdo 3°*°. A MS é uma técnica que permite separar os ides de
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acordo com a sua relacdo massa e carga ¥3°. A sua maior vantagem é a capacidade de
detectar proteinas de baixo peso molecular, que normalmente a 2-DE ndo consegue

detectar 3°*,

Depois de se obter a sequéncia de péptidos é necessario analisar e fazer a

correspondéncia das proteinas pesquisadas na base de dados *°.

A protedmica é extensamente aplicada no estudo das proteinas envolvidas na

carcinogénese, bem como na procura de biomarcadores para uso clinico .

Os ultimos objectivos da protedmica vao além da simples catalogacao das proteinas que
as células expressam no individuo sauddvel e sua comparacdo com o individuo doente **.
O objectivo principal é elucidar a organizacdo e a dinamica das redes metabdlicas,
sinalizadoras e reguladoras através das quais a vida da célula se processa *!. Além disso,
a protedmica procura compreender como essas redes se tornam disfuncionais na doenca,
e prever como a sua funcdo pode ser manipulada através da utilizacdo de farmacos e da

manipulacdo genética ***2.

Imunohistoquimica

A imunohistoquimica consiste na utilizagdo de anticorpos monoclonais ou policlonais para
detectar antigénios especificos em cortes de tecido ®. E uma técnica coadjuvante que

ndo substitui o diagndstico morfoldgico tradicional ®*.

Representa uma ferramenta importante e poderosa na identificacdo e localizacdo de uma
ampla variedade de antigénios em cortes de parafina, tecidos congelados e preparacdes
celulares %5¢7:%8  por outro lado, este método permite a deteccdo de depdsitos de tecido
anormal, bem como a determinacdo do imunofendtipo das células normais e dos seus

6566 Assim, tem sido Util na determinagdo da linhagem das

65,66

homodlogos neoplasicos
células tumorais, propagagdao e metastases, bem como dos factores de progndstico

Desta forma, a imunohistoquimica pode ter aplicagdes terapéuticas em muitas doencgas
65

As técnicas de imunohistoquimica sdao métodos muito sensiveis e especificos que utilizam
complexos antigénio-anticorpo . Dois tipos de técnicas que sdo muito utilizadas sdo a
imunoflurescéncia directa que permite a visualizagdo de imunocomplexos e depdsitos
complementares em tecidos congelados; e o método avidina-biotina que permite a
detecgdo de antigénios celulares em cortes de tecido, tecidos congelados e esfregagos de

células °.
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A imunofluorescéncia é uma técnica rapida que consiste na aplicacdo de um anticorpo
fluorescente num corte histoldgico, que se deixa incubar durante 30 minutos.
Posteriormente, lava-se e observa-se ao microscopio de luz UV. Todos os anticorpos que
se ligaram ao antigénio especifico vdo aparecer sob a forma de areas verdes

fluorescentes °°.

O outro método envolve a ligagdo de um anticorpo primario para o antigénio de
interesse, e depois a visualizacdo do anticorpo ligado através de um sistema indirecto
avidina-biotina associado a um produto enzimatico (anticorpo secundario que reconhece
o anticorpo primario) ®7!. Este método fornece excelente sensibilidade e um bom

desempenho nas aplicagdes imunohistoquimicas ©°.

A imunohistoquimica é muito utilizada para efeitos de diagndstico e progndstico, sendo
importante a sua padronizacdo para resultados confidveis e reprodutiveis 5. A
imunohistoquimica pode ser afectada por diversos factores, incluindo os pré-analiticos,
analiticos e pds-analiticos, resultando em pouca reprodutibilidade, consisténcia variavel e
variabilidade inter-laboratorial ®8. Apesar de grandes dificuldades, foram feitos esforgos
no sentido de padronizar o diagndstico imunohistoquimico e varias sugestdes, solucbes e

regras com processos de fixacdo, processamento e analise foram padronizados ®&.

Embora a introducdo de reagentes mais sensiveis e sistemas de deteccdo automaticos
tenham aumentado consideravelmente a reprodutibilidade e consisténcia das técnicas

imunohistoquimicas, a padronizacdo ainda se encontra aquém do que seria desejado 8.
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Patologia Endécrina e Modelos Experimentais

A manipulacdo das patologias enddcrinas requer conhecimentos de varias areas, tais
como o metabolismo intermediario, a fisiologia reprodutiva, o metabolismo 6sseo e o
crescimento. A pratica de endocrinologia estd intimamente relacionada com a
compreensdo da secrecdo hormonal, a sua acgdo e os principios de controlo. As

patologias endécrinas mais comuns s3o o hipertiroidismo e a diabetes mellitus .
Hipertiroidismo

A tiréide produz duas hormonas, a tiroxina (T4) e a tri-iodotironina (T3). A tri-
iodotironina é a mediadora da accdo da tirdide na célula. As funcbes destas duas
hormonas sdo qualitativamente idénticas. No entanto, diferem quanto a rapidez e a
intensidade de acgdo °. A tri-iodotironina é quatro vezes mais potente que a tiroxina,
mas esta presente no sangue em quantidade menor e ai persiste por um periodo muito

>, A auséncia completa da secregdo tiroideia

mais curto de tempo do que a tiroxina
geralmente faz com que o metabolismo basal fique cerca de 40 a 50% abaixo do normal,
ao passo que excessos extremos de secrecao tiroideia podem fazer com que o
metabolismo basal fique até 60 a 100% acima do normal °. A secrecdo da tirdide é
controlada principalmente pela hormona estimulante da tirdide, segregada pela hipdfise
anterior °. As hormonas tiroideias tm como funcdo regular a energia e o calor, facilitar o
desenvolvimento saudavel do sistema nervoso central, o crescimento somatico e a
puberdade. Sdo ainda responsaveis pela regulacdo da sintese de proteinas importantes

para a funcdo hepatica, cardiaca, neuroldgica e muscular 247879,

A nivel do musculo esquelético, um ligeiro aumento das hormonas da tirdide faz com que
0os musculos reajam de forma energética. Mas, quando a quantidade de hormona de
torna excessiva, os musculos enfraquecem em virtude do acentuado catabolismo proteico
>, Um dos sinais mais caracteristicos do hipertiroidismo é o tremor muscular fino, que é
causado pela maior reactividade das sinapses neuronais na area da medula, que

controlam o tédnus muscular °.

Na maioria dos doentes com hipertiroidismo, a tirdide aumenta até duas a trés vezes o
seu tamanho normal, com elevado pregueamento do revestimento das células foliculares
no interior dos foliculos, de modo que o numero de células aumenta varias vezes, a par
do tamanho da glandula. Além disso, cada célula aumenta diversas vezes a intensidade

da sua secrecgdo °.

No hipertiroidismo os tecidos encontram-se expostos a grandes quantidades de
hormonas tirdideias. A tirotoxicose é o termo classico para descrever a aparéncia dos

doentes afectados, que apresentam taquicardia, sudorese e temperatura corporal
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aumentada. Alguns especialistas restringiram o termo hipertiroidismo a doenca na qual a
glandula tirdide sintetiza e segrega uma quantidade excessiva de hormona. O termo
tirotoxicose passou a ser utilizado para referir situagcbes em que existe grande

quantidade de hormonas tirdideias em circulagdo, independentemente da causa .

O hipertiroidismo pode resultar de varias situagbes. A doenca de Graves, uma patologia
autoimune causada pela estimulagdo dos receptores de tirotropina por anticorpos é a
principal causa na maioria dos doentes. O desenvolvimento de um ou mais nédulos com
funcionamento auténomo da tirdide, que produzem quantidades excessivas de hormona
tirdideia, também ¢é um problema comum. Menos comuns sdo as varias formas de
tiroidite, na qual a inflamacdo da tirdide danifica os foliculos, resultando numa libertagdo

desregulada de hormona na circulagdo sanguinea %34,

Os sintomas tipicos do hipertiroidismo indicam a accdo excessiva das hormonas nas
células, bem como a actividade B-adrenérgica reforcada. Os doentes normalmente
apresentam fadiga, nervosismo ou ansiedade, perda de peso, dificuldade em dormir,
palpitagdes e hipersensibilidade ao calor. As mulheres podem apresentar menstruagdes
irregulares e diminuicdo da fertilidade. Os homens por sua vez, podem ter diminuicao da
libido e por vezes ginecomastia dolorosa. Os achados clinicos quase sempre incluem
taquicardia, pele hiumida e quente, a presenga de um aumento do tamanho da tirdide e
tremores ligeiros. Os individuos mais velhos apresentam menos sinais e sintomas que os
mais novos, incluindo uma baixa taxa de bdcio e uma alta prevaléncia de manifestacGes
cardiacas como a fibrilhagdo arterial, e, mais raramente a paragem cardiaca congestiva.
Outros indicadores de hipertiroidismo incluem osteoporose, hipercalcémia, paragem
cardiaca congestiva, fibrilhagdo arterial ou contracgdes arteriais prematuras, dificuldades
respiratérias, fraqueza muscular, ansiedade e amenorreia. Em doentes idosos, a perda
de peso pode ser acompanhada por anorexia ao invés de ingestdo caldrica excessiva,
levantando muitas vezes pesquisas extensivas, dispendiosas e, em Uultima instancia,
pautadas pelo insucesso, pois visam procurar doengas malignas 2*°, Muitas pessoas com

hipertiroidismo, embora ndo todas, apresentam exoftalmia °.

O hipertiroidismo pode ainda apresentar-se como uma crise aguda, designada por alguns
autores de “tempestade tiroideia”, uma situacao que coloca a vida em risco com sinais de
taquicardia que pode evoluir para fibrilhagdo ventricular, paragem cardiaca congestiva,
hiperpiréxia, agitacdo, psicose e coma. Este evento ocorre mais frequentemente apds a
ocorréncia de factores precipitantes, tais como situacdes de trauma, parto, infecgdo ou

cirurgia invasiva em doentes diagnosticados com hipertiroidismo 2.

A tri-iodotironina (T3) estimula a taxa metabdlica com o aumento concomitante do

consumo de fontes energéticas ®. Os musculos esqueléticos respondem com grande
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plasticidade as mudancas do estado da tirdide (hipotiroidismo e hipertiroidismo). A sua
resposta implica uma remodelacdo citoarquitectural e caracteristicas metabdlicas
individuais dos midcitos em consonancia com a utilizacdo de fontes de energia °. Isto é
particularmente verdade para os musculos com fibras mistas, como o gastrocnémio °.
Para aumentar a taxa metabdlica do musculo esquelético, a T3 estimula a utilizacdo de

lipidos, bem como de hidratos de carbono °©

. No hipertiroidismo, taxas relativamente
elevadas de utilizacdo de glicose podem ser mantidas no musculo, apesar da
concomitante taxa elevada de circulacdo de derivados de lipidos e da supressdo

significativa da oxidacdo do piruvato °.

Em adicdo a esta actividade metabdlica, a hormona T3 afecta os processos de
desenvolvimento, e é considerada o maior regulador in vivo do desenvolvimento

muscular 112,

Esta hormona ndo so6 estimula o crescimento deste tecido através do aumento do nimero
e diametro das fibras musculares, como também regula a transicdo entre isoformas de
miosina neonatal e adultas, bem como influencia as propriedades contracteis das fibras

musculares adultas '.

Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus (DM) refere-se a um grupo comum de desordens metabdlicas.
Existem varios tipos distintos de DM e sdo causados por uma interacgdo complexa entre
factores genéticos e ambientais. Dependendo da etiologia da DM, os factores que
contribuem para a hiperglicémia incluem a reduzida secrecao de insulina, a diminuicdo da
utilizacdo de glicose e o aumento da producdo de glicose. A desregulacdo metabdlica
associada a DM causa alteragbes fisioldgicas secundarias em multiplos sistemas de

érgdos que conduz a sua disfungdo ou faléncia 14,

A DM pode apresentar sintomas caracteristicos como polidipsia (sede), politria (aumento
do volume urinario), visdo turva e perda de peso, normalmente quando os valores de
glicose no sangue sdo 250mg/dl **. Os doentes hiperglicémicos podem n&o ter
sintomas e consequentemente possuir hiperglicémia suficiente para causar mudancas

patoldgicas e funcionais algum tempo antes do correcto diagndstico da doenca '*.

Os efeitos a longo prazo da DM o incluem desenvolvimento progressivo de complicagdes
especificas, tais como retinopatia com potencial cegueira, nefropatia que pode conduzir
mesmo a faléncia renal, e neuropatias '*. Os doentes diabéticos tém risco aumentado de

doencas cardiovasculares, vasculares periféricas e cerebrovasculares **. A combinagdo de
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micro e macro angiopatias conduz a um alto risco de desenvolvimento de Ulceras
indolores nas extremidades, sobretudo inferiores, e em muitos casos complicagdes que

podem obrigar & amputagdo .

A DM ¢é classificada de acordo com o processo patogénico que leva a hiperglicémia, em
oposicao aos critérios anteriores, como a idade de inicio ou o tipo de tratamento. Ambos
os tipos de diabetes sdo precedidos por uma fase de homeostase da glicose, que com o
tempo progride. Existem varias formas de DM, mas apenas nos iremos debrugar sobre a

DM tipo I e tipo II, que s&o as mais frequentes '

A DM tipo I resulta da completa ou quase total deficiéncia de insulina. A DM tipo II, por
sua vez, € um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas por graus variaveis de
resisténcia a insulina, diminuicdo da secrecdo de insulina ou aumento da producdo de

19 A DM tipo II é precedida por um periodo de niveis de glicose anormais,

glicose
classificada como glicémia de jejum alterada (IFG) ou tolerancia diminuida a glicose

(IGT) °,

Os termos diabetes mellitus insulinodependente e diabetes mellitus ndo -
insulinodependente ndo sdo actuais a luz da nova forma de classificacdo da diabetes
mellitus, uma vez que os individuos com DM tipo II, eventualmente requerem tratamento
com insulina para controlo da glicémia. Também a idade ndo constitui um critério para a
classificacdo. Apesar da DM tipo I se desenvolver mais comummente antes dos 30 anos,
0S processos auto-imunes destrutivos de células B podem desenvolver-se em qualquer
idade. Estima-se que entre 5 a 10% dos individuos que desenvolvem DM apds os 30
anos tém DM tipo I. Da mesma forma, a DM tipo II que se desenvolve, tipicamente, com
0 aumento da idade, estd a ser agora diagnosticada mais frequentemente em criancas e

adultos jovens, especialmente em adolescentes obesos °.

Outras etiologias para a DM incluem defeitos genéticos especificos na acgdao ou secrecdo
de insulina, alteragbes metabdlicas que comprometem a secrecdo de insulina,
anormalidades mitocondriais e uma série de condigdes que prejudicam a tolerancia a

glicose 1°,

A DM tipo I resulta da interaccdo de factores genéticos, ambientais e imunoldgicos que
conduzem a destruicdo das células B do pancreas e a deficiéncia de insulina. Os
individuos com susceptibilidade genética possuem uma massa de células B normal
aquando do nascimento, mas comecam a perdé-las secundariamente a destruicdo auto-
imune que ocorre ao longo de meses ou anos. Pensa-se que este processo auto-imune é
desencadeado por um estimulo infeccioso ou ambiental e sustentado por uma molécula

especifica para células B, resultando numa deficiéncia absoluta de insulina %37, Na
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maioria dos individuos os marcadores imunoldgicos aparecem depois do inicio do
processo, mas antes da diabetes se tornar clinicamente evidente. A massa de células B
comeca a diminuir, e a secrecao de insulina torna-se progressivamente diminuida,
embora a tolerdncia a glucose normal seja mantida. A taxa de diminuicdo da massa das
células B varia entre individuos; em alguns doentes evolui rapidamente para diabetes
diagnosticavel clinicamente, noutros tem evolucdo mais lenta. As caracteristicas da
diabetes sé se observam quando a maioria das células B sdo destruidas (= 80%). Neste
ponto, apesar de ainda existirem células B funcionais, estas sdo em numero insuficiente
para manter a tolerancia a glicose. Apds a manifestacao clinica da DM tipo I, pode surgir
uma fase durante a qual o controlo da glicémia é feito através da administracao de doses
baixas de insulina, ou mais raramente, pode nem sequer ser necessaria. No entanto,
esta situacdo é transitoria, e a producdo enddgena de insulina, pelas células B vai
desaparecendo a medida que o processo auto-imune as vai destruindo, tornando-se o

individuo completamente deficiente em insulina %,

A resisténcia a insulina e a secrecdo anormal desta sdo fundamentais para o
desenvolvimento de DM tipo II. A maioria dos estudos defende que a resisténcia a
insulina provém de um defeito da sua secrecdao, mas que a diabetes sé se desenvolve

quando a secrecdo de insulina é insufuciente 1%131¢,

A DM tipo II é a forma mais prevalente de DM (90% dos doentes com DM) e caracteriza-
se pela secrecao de insulina insuficiente, resisténcia a insulina, producdao excessiva de
glicose hepatica e metabolismo anormal das gorduras *?. A obesidade, particularmente a
visceral ou central (da zona abdominal) é muito comum na DM tipo II. No inicio da
doencga, a toleréncia a glicose permanece quase normal, apesar de existir resisténcia a
insulina, j@ que as células B do pancreas compensam a resisténcia peridodica com o

aumento da producgdo de insulina, até a exaustdo 1913141516

O risco de desenvolver DM tipo II aumenta com a idade, obesidade e auséncia de
exercicio fisico. Ocorre mais frequentemente em mulheres com antecedente de diabetes
gestacional e em individuos com hipertensdo ou dislipidémia, estando sempre associada
com uma predisposicdo genética familiar, mas que ainda ndo se encontra claramente

definida #1>16,

Na DM tipo II os dois 6rgaos mais afectados pela resisténcia a insulina sdo o figado e o
musculo esquelético 3. O musculo esquelético é responsavel pela maior parte (> 80%)

da distribuicdo de glucose corporal libertada por estimulo insulinico *3.

A capacidade
metabodlica do musculo esquelético resistente a insulina parece ser organizada para a
esterificacdo lipidica ao invés da oxidagdo lipidica **. Um desequilibrio entre a absorgdo

de acidos gordos e a oxidacdo destes pode conduzir a uma acumulagdo de gordura no
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interior do musculo esquelético, o que contribui para a inducdo da resisténcia a insulina e

o0 aparecimento de um quadro de DM tipo II 315,

Diana Filipa Rebelo 18



AVALIAGAO MOLECULAR DE MUSCULOS MASTIGADORES NUM MODELO
EXPERIMENTAL DE PATOLOGIA ENDOCRINA

Modelos Experimentais para o Estudo do Hipertiroidismo

Os modelos animais sdo utilizados ha varios anos na pesquisa biomédica do
hipertiroidismo, ndo sendo possivel substitui-los por modelos in vitro. Os modelos in vivo,
em animais de laboratdrio, sdo importantes para o estudo das alteragdes que o
hipertiroidismo provoca nos varios 6rgaos, tais como o coragao, o figado, o musculo e o
cérebro, bem como no estudo de farmacos que sdo capazes de normalizar os valores de
hormonas tirdideias. Os modelos experimentais permitem a utilizagdo de métodos que

ndo podem ser utilizados em humanos, por questdes éticas.

Para se utilizar modelos animais no estudo de doencas humanas, é necessario existir
relacdo entre a espécie humana e os animais em que se desenvolve o estudo
experimental. Sabe-se que o desenvolvimento embriondrio da maioria dos mamiferos é
semelhante ao dos humanos. No entanto, é necessario compreender que a leitura dos
resultados depende da espécie escolhida. Convém ainda reter que os modelos
experimentais sdo modelos, e como tal, apenas permitem retirar conclusdes que devem

poder ser extrapolados para a espécie humana.

Os modelos animais mais utilizados na pesquisa do hipertiroidismo sdao desenvolvidos
com o objectivo de compreender os mecanismos patogénicos, ao nivel morfoldgico e
molecular, e utilizam normalmente pequenos animais de laboratério, nomeadamente as

varias estirpes de rato.

Sdo descritos na literatura cientifica varios modelos animais que possibilitam o estudo do
hipertiroidismo, como os efeitos no sistema cardiovascular e renal, no crescimento e no

metabolismo, na maturagao cerebral e na funcao gastrointestinal
72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86

Existem varios métodos de induzir o hipertiroidismo experimental, um dos quais é
através da administracdo de agua suplementada com hormonas tirdideias. Exemplo deste

método é um modelo experimental executado por Broedel 7*

com o objectivo de
determinar os efeitos da concentracdo de hormonas em regides cerebrais especificas.
Para a inducao do hipertiroidismo recorreu a ratos Sprague-Dawley macho, aos quais
forneceu agua de bebida com hormona T4 (24 pug/30ml de agua) diariamente, durante 4
semanas. Verificou que a concentragcdo de T4 no tecido cerebral encontrava-se

aumentada em todas as regides estudadas "*.

No modelo utilizado por Branvold 8 com o objectivo de estudar algumas das vias de
sinalizacdo basicas responsaveis pelo efeito do excesso de hormona tirdideia na
biogénese mitocondrial, foi utilizado o rato Sprague-Dawley. A racdo foi comida

pulverizada com 3 mg de tiroxina e 1 mg de 3,5,3'-triiodotironina por kg, durante 4
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semanas. O autor verificou que teve sucesso na obtencdao de hipertiroidismo
experimental, e que as hormonas tirdideias desempenham um papel importante na

regulacdo das vias estudadas .

O hipertiroidismo experimental também pode ser induzido através da injeccdo sub-

77.78,79.8384 o intra-peritoneal 7>®%8182 de hormonas. Bussemaker 7> , com o

cutanea
objectivo de estudar a influéncia das hormonas tirdideias no relaxamento do endotélio da
artéria renal, recorreu a ratos Wistar-Kyoto macho, nos quais injectou diariamente e
intra-peritonealmente, durante 8 semanas triiodotironina (300 ug/kg dissolvido numa
solucdo de 1% de Carbonato de sddio). O autor observou a influéncia que o
hipertiroidismo exerce sobre o relaxamento do endotélio da artéria renal através de dois

mecanismos diferentes: via AMP ciclico e NO 7°. Honda 7/

, por sua vez, para estudar
alteracGes nas respostas mediadas por receptores adrenérgicos e muscarinicos injectou
sub-cutaneamente ratos Wistar-Imamichi com T4 (0,5mg/kg dissolvido em solugdo
salina) durante 3 dias. O autor concluiu que o hipertiroidismo foi induzido com sucesso e

que a vasoconstricdo induzida pela noradrenalina diminui em ratos tratados com T4 7.

Existe outro método de induzir hipertiroidismo experimental, através de gavagem &,

8 pretendeu estudar a influéncia da diabetes e das hormonas tiroideias na

Mitasikova
expressdo da conexina-43 e PKC-g no atria do coracdo. Para tal, recorreu a ratos Wistar-
Kyoto macho, nos quais induziu diabetes através de uma injeccdo Unica de
estreptozotocina (50 mg/kg). Para a inducao do hipertiroidismo administrou por gavagem
em ratos diabéticos e ndo diabéticos triiodotironina (10 pg/100g/dia) durante 10 dias. O
autor observou um aumento da expressdao de conexina-43 na diabetes e no

hipertiroidismo ®°.
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Contribuicao Pessoal

Nota Introdutoria e Objectivos do Estudo

O sistema enddcrino é responsavel pela regulacdo e coordenacdo das actividades
celulares em todo o corpo, para além de também ser responsavel pelo seu crescimento e
desenvolvimento.

As hormonas da tirdide participam em varios sistemas do organismo, sendo um deles o

muscular.

Sabendo de antemdo que os efeitos a nivel molecular se manifestam primeiro que os
morfoldgicos, este modelo experimental tem como objectivo avaliar o perfil metabdlico
dos musculos mastigadores normais (temporal), para posterior estudo de alteracGes
decorrentes do hipertiroidismo experimental.

Material e Métodos

Preparacdo dos animais

No estudo foram utilizados 16 ratos da estirpe Wistar, com 8 semanas de idade no inicio
do ensaio, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. Antes de iniciar o estudo, todos os animais foram submetidos a um periodo de

quarentena de uma semana.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente por dois grupos com igual numero de
elementos: o grupo controlo (Grupo CTRL 1) e o grupo teste (Grupo TST 2), cada um dos
quais com 8 animais cada. Os animais de cada grupo foram distribuidos por gaiolas com

trés individuos.

Protocolo de Inducdo do Hipertiroidismo

O farmaco utilizado para a inducdo de um hipertiroidismo sub-agudo foi a levotiroxina

injectavel.

Os animais do grupo teste foram submetidos a administracdo de levotiroxina trés vezes

por semana na dose de 250mg/kg de peso corporal, por gavagem, durante 2 semanas.
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Manutencdo dos animais

Os ratos foram mantidos nas condigdes padrdo do biotério: temperatura de 22°C e 60-
65% de humidade, com regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Os dois
grupos, teste e controlo, foram mantidos com agua e ragdo ad libitum durante duas

semanas, findas as quais foram sacrificados todos os animais.

A vigilancia para rastreio de alteracbes patoldgicas foi diaria. A pesagem foi realizada

diariamente, coincidindo a ultima pesagem com a hora do sacrificio.

Sacrificio, Colheitas e Registos

Todos os animais que chegaram ao fim da experiéncia foram eutanasiados e

necropsiados. A eutanasia foi realizada por deslocamento cervical.

Na necropsia foram registados os dados referentes a observacao do habito externo,
observacao detalhada do habito interno e fragmentos de tecidos colhidos e respectiva

finalidade, em modelo préprio em utilizagcdo no Instituto de Patologia Experimental.

Foram colhidos fragmentos dos musculos masseter e temporal para fixagdo com etanol a
70% e formaldeido tamponado a 10%. Em todos os animais foram colhidos dois
fragmentos de figado, da tirdide e dos musculos masseter e temporal para congelagdo

rapida em azoto liquido e posterior conservagdo a -70°C.

Histopatologia, Histoguimica e Histoenzimologia

Todos os fragmentos colhidos para histopatologia de rotina foram incluidos em parafina e
foram realizados cortes de micrétomo. Destas amostras foi feito o estudo histoldgico de

rotina, usando a metodologia padrao para coloracao de Hematoxilina e Eosina.

Metabolémica

Os fragmentos de tecido muscular foram colocados a temperatura ambiente para a
realizacdo de cortes que permitissem ter amostras com uma massa média de 30mg. Os
tecidos foram colocados nos rotores, preenchidos com D20 para permitir uma rotagao
constante de cada amostra. A espectroscopia de alta resolucdao com sonda 1H (high
resolution magic angle spinning NMR spectroscopy - HRMAS) foi realizada num

espectrometro Tesla Varian 14.1 (Varian NMR Inc) com uma consola informatica com o
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software VNMRj para aquisicdo grafica dos espectros. A temperatura da sonda foi

mantida a 20°C e a rotagdo maxima da amostra a 3500 Hz.

Para cada amostra foram realizados 128 scans, com um tempo de aquisicdo total médio
de 10 minutos.

A analise dos espectros com recurso ao software Nuts permitiu a observacdao da variagao
de cada um dos metabolitos em analise e colheita de dados sobre o comportamento geral
dos espectros nas diversas amostras do grupo muscular estudado em todos os individuos

(temporal).

Analise Histopatoldgica e Morfométrica

Para cada musculo masseter e temporal de cada individuo, foram realizadas 10
fotografias dos cortes histopatologicos transversais corados com Hematoxilina e Eosina,
utilizando os padroes esteroldgicos de aquisicdo de imagem, com padronizacdo da

aleatorizagcao dos campos fotografados.

A analise morfométrica foi realizada com o auxilio do programa desenvolvido pelos
Institutos Nacionais de Saude (EUA), Image J 1.42q, que permitiu a medicdo da area de

seccao das fibras musculares em corte transversal.

Assim, a variacao deste parametro pode ser descrita utilizando a média, desvio padrdo e
coeficiente de variacdo. Com base nestes dados definem-se para o grupo controlo sem
patologia, e para cada um dos musculos estudados, cinco tipos de fibras musculares, de
acordo com as seccdes observadas: fibras muito pequenas, fibras pequenas, fibras
médias, fibras grandes e fibras muito grandes. Designamos de fibras médias aquelas cuja
area se encontra compreendida no intervalo [média-SD, média+SD]. Designamos fibras
grandes, aquelas cujo valor da area se encontra incluido no intervalo [média+SD,
média+2SD]. Designamos fibras pequenas, quando o valor da area esta incluido no
intervalo [média-SD, média-2SD]. Consideramos que as fibras musculares sdao muito
pequenas, quando o valor da sua area se encontra abaixo do considerado como fibras
pequenas, € as fibras sdo consideradas como muito grandes quando a sua area excede a

area das fibras grandes.
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Resultados

Analise Morfométrica

Grupo Controlo

No grupo controlo observa-se uma distribuicdo uniforme das fibras musculares em corte

transversal, com preservacao dos feixes.

Figura n.? 01. Microfotografia de um corte de musculo masseter do grupo controlo. HE,

100X no original.
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Figura n.° 02. Microfotografia de um corte de musculo temporal do grupo controlo. HE,

100X no original.

A determinacdo da area ocupada por cada uma das fibras de cada um dos musculos, em
corte transversal, mostrou para o musculo masseter que esta area tinha um valor de 10
704 £ 6 835 px, variando entre 3 869 e 17 539 px, para um intervalo de confianga de
95%.

Tendo em consideragdo as cinco classes referidas anteriormente para descrever a area
ocupada por cada uma das fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao se
observam casos de fibras muito pequenas; 7,32% das fibras medidas sao pequenas;
80,49% das fibras medidas sdo médias; 7,32% das fibras medidas sdo grandes e 7,32%

das fibras medidas sdao muito grandes.

A determinagdo da area ocupada por cada uma das fibras do musculo temporal, em corte
transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 7 211,32 + 2 864,38 px, variando

entre 4 347 e 10 075 px, para um intervalo de confianca de 95%.
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Considerando também as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada
uma das fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao existem fibras
musculares muito pequenas; 17,07% sdo pequenas; 70,73% das fibras medidas sao
médias; 9,76% das fibras medidas sdo grandes e 2,44% das fibras medidas sdo muito
grandes.

Grupo Teste

No grupo teste observa-se uma distribuicao uniforme das fibras musculares em corte
transversal, com preservacao dos feixes. Nao se observam quaisquer tipos de alteragdes
histoldgicas, o que inclui a auséncia de necrose, hemorragia, infiltrado inflamatério ou de
focos de degenerescéncia.

~

Figura n.? 03. Microfotografia de um corte de musculo masseter do grupo teste, sem
qualquer sinal evidente de lesdo morfoldgica. HE, 100X no original.
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Y

Figura n.° 04. Microfotografia de um corte de musculo temporal do grupo teste, sem
qualquer sinal evidente de lesdo morfoldgica. HE, 100X no original

A determinacdo da area ocupada por cada uma das fibras de cada um dos musculos, em
corte transversal, mostrou para o musculo masseter que esta area tinha um valor de 13
620 £ 5 013,97 px, variando entre 8 607 e 18 635 px, para um intervalo de confianga de
95%.

Considerando também as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada
uma das fibras musculares em corte transversal, verifica-se que ndao se observam casos
de fibras muito pequenas; 2,44% das fibras medidas sao pequenas; 78,05% das fibras
medidas sdo médias; 18,29% das fibras medidas sdo grandes e 1,22% das fibras

medidas sdo muito grandes.
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8 607 - 18 635

3 869 -17 539

Figura n.° 05. Representacdo esquematica da area das fibras musculares em corte
transversal no muasculo masseter (a azul encontra-se representado o grupo teste e a rosa

encontra-se representado o grupo controlo).

A determinagdo da area ocupada por cada uma das fibras do musculo temporal, em corte
transversal, mostrou que esta area tinha um valor de 21 826 + 12 020 px, variando

entre 9 806 e 33 846 px, para um intervalo de confianga de 95%.

Considerando as cinco classes referidas para descrever a area ocupada por cada uma das
fibras musculares em corte transversal, verifica-se que nao existem fibras musculares
muito pequenas nem pequenas; 10% das fibras medidas sdo médias; 7,14% das fibras

medidas sdo grandes e 82,86% das fibras medidas sdo muito grandes.

9 806 — 33 846

4 347 - 10 075

Figura n.° 06. Representacdo esquematica da area das fibras musculares em corte
transversal no musculo temporal (a azul encontra-se representado o grupo teste e a rosa

encontra-se representado o grupo controlo).
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Masseter

Grupo Teste

Temporal

Grupo Controlo

Figura n.° 07. Representacdo esquematica da distribuicdo das fibras musculares em
corte transversal dos musculos mastigadores masseter e temporal (a azul encontra-se

representado o grupo teste e a rosa encontra-se representado o grupo controlo)
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Andlise Metaboldmica

A observacao dos espectros obtidos permitiu a caracterizagdo de alguns dos metabolitos
considerados como chave no metabolismo do tecido muscular, no sentido de servir de

referéncia na analise e comparacdo dos espectros do grupo teste e controlo.

Lactato

Creatina

A

s
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Figura n.° 08. Espectro obtido para o musculo temporal (grupo controlo).

A andlise estatistica dos picos assinalados permitiu observar que: o aspartato tem uma
intensidade de cerca de 223 123,37 £ 192 858,06; a colina tem uma intensidade de
15 445,58 £ 13 690,47; a creatina tem uma intensidade de 299 264,59 + 280 257,97; o
lactato tem uma intensidade de 423 549,06 + 368 867,95; e os lipidos apresentam-se
com uma intensidade de 25 252,75 + 24 778,35 e 45 421,16 + 42 121,30.
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Discussao

Os musculos mastigadores sdao constituidos por muasculo esquelético. Este é constituido
por feixes de células cilindricas muito longas e multinucleadas, que apresentam
estriacbes transversais, e as suas fibras tém contraccdo rapida e vigorosa, sujeita a

controlo voluntario 34.

As fibras musculares também apresentam uma estrutura complexa, pois estas quando
observadas ao microscépio Optico, mostram estriagdes transversais, pela alternancia de
feixes claros e escuros **. Estas também podem ser de dois tipos: fibras de contracgdo
lenta ou fibras de contraccdo rapida. Ambos os tipos de fibras estdo presentes nos
musculos da mastigacdo, sendo que as fibras de contraccdo lenta representam uma

pequena parte das fibras dos musculos mastigadores 3¢,

Muitas das doencas no ser humano resultam em mudangas especificas no perfil
bioguimico e quimico dos tecidos e fluidos bioldgicos, pelo que, a medicdo directa das
expressdes proteicas e metabdlicas ira fornecer dados preciosos quer do estado de
saude, quer do estado de doenca, permitindo assim a identificacdo das causas das
doencgas %°. Para tal, é necessario recorrer aos varios instrumentos de analise molecular

disponiveis, como a metabolémica, a gendmica, a protedmica e a imunohistoquimica.

A analise metabolomica consiste na identificacdo e quantificagdo dos metabolitos
presentes na amostra do grupo teste, e do grupo controlo e sua posterior comparagao

17.18,19,22.29 Esta pode ser efectuada através de NMR ou MS simples ou combinada com LS
17,21,26,27,28,32,33

Por sua vez, a gendmica consiste no estudo do genoma dos organismos, sendo a

ferramenta mais importante desta técnica os microarrays de DNA °*,

A protedmica define-se como o estudo de todas as proteinas produzidas pelas células de

um dado organismo, o que permite a determinacdo do seu papel nas funcgdes fisioldgicas

38,4670 para proceder a determinacdo do proteoma é necessario

e fisiopatologicas
recorrer a géis de electroforese uni ou bi-dimensionais ou cromatografia liquida para
proceder a separacdo das proteinas, e a espectroscopia de massa para a sua

identificacdo 383959,

A imunohistoquimica, por outro lado, recorre a anticorpos monoclonais ou policlonais

para detectar antigénios especificos em cortes de tecido .

Esta técnica pode ser
efectuada através da utilizagdo do método de imunofluorescéncia directa ou método

avidina-biotina ©°.
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O sistema endocrino é responsavel por regular e coordenar actividades celulares de todo
o organismo, pelo que qualquer perturbacdo neste ird acarretar repercussdes a varios

niveis **.

O hipertiroidismo caracteriza-se pelo aumento da sintese e secrecdao de hormonas por
parte da tirdide >3, Os sintomas tipicos do hipertiroidismo reflectem a accdo excessiva
das hormonas nas células, pelo que os doentes normalmente apresentam taquicardia,
sudorese, nervosismo ou ansiedade e tremores (devido ao aumento das hormonas da
tirdide, os musculos reagem de forma energética, o que aumenta o numero de sinapses

neuronais na area da medula, responsavel pelo controlo do ténus muscular) °.

A hormona T3 (triiodotironina), produzida pela tirdide, é considerada o maior regulador
in vivo do desenvolvimento muscular. Estimula ndo s6 o crescimento do tecido muscular,

como também influéncia as propriedades contracteis das fibras musculares adultas **2,

Na literatura consultada foram referidos varios modelos experimentais para o estudo do
efeito do hipertiroidismo nos varios sistemas e 6rgaos do organismo. Os modelos in vivo
como espécie de laboratério o rato, mas recorrem a estirpes diferentes. Ha diferencas
nos grupos experimentais, na hormona utilizada e sua concentracdo, no modo e duragao

da sua administracdo, e nos periodos de exposigdo 747>77:8>86,

No presente estudo recorremos a administracdo de levotiroxina na concentragdo de

250mg/kg de peso corporal, através de gavagem.

A analise morfométrica do musculo masseter indica-nos um ligeiro aumento da area das
fibras musculares, sem significado estatistico, provavelmente a custa do aumento da
area ocupada pelas fibras grandes e diminuicdo dos restantes tipos de fibras. O musculo
temporal, por sua vez apresenta resultados estatisticamente significativos, pois verifica-
se um aumento da area ocupada pelas fibras, principalmente das fibras muito grandes

(ver figura n.° 07), pelo que se torna aliciante o estudo desta situagdo a nivel molecular.

Esta analise foi objecto de apresentacdo em poster com o titulo “Morphometric
Evaluation of Masticatory Muscles After Experimental Hyperthyroidism Induction”, no

congresso internacional Experimental Biology 2010 em Anaheim, CA, EUA.

Com vista a proceder ao estudo molecular do musculo temporal procedemos a analise
metaboldmica do grupo controlo de forma a determinar os metabolitos chave para o
nosso futuro estudo. Obtivemos os picos de intensidade correspondentes ao aspartato,

creatina, lactato e lipidos, de que iremos posteriormente verificar a sua variagdo.
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Conclusoes

Com o presente estudo experimental, observdamos que o hipertiroidismo influencia os
musculos mastigadores, muito embora ndo nos seja possivel inferir sobre a causa e

significado real observados.

Sdo necessarios mais estudos nesta area, uma vez que todos os estudos por néds
encontrados tém como objectivo o estudo de outros sistemas humanos, como sejam o
sistema cardiovascular e renal, o crescimento e o metabolismo, a maturacdo cerebral e a

funcdo gastrointestinal.

Podemos também concluir que o modelo experimental para inducdo de hipertiroidismo
por gavagem com administracao da levotiroxina na dose de 250 mg/kg de peso corporal

é valido e conduz ao hipertiroidismo (avaliado através do peso diario).

O estudo metabolomico do grupo teste do musculo temporal possibilitar-nos-a a
obtencdo de respostas mais concretas acerca da influéncia do hipertiroidismo nos

musculos mastigadores.
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Resumo

O sistema enddcrino é responsavel pela regulacdo e coordenagdo das actividades
celulares em todo o corpo, para além de também ser responsavel pelo seu crescimento e

desenvolvimento.

As hormonas da tirdide participam em varios sistemas do organismo, sendo um deles o

muscular.

No estudo foram utilizados 16 ratos da estirpe Wistar, com cerca de 8 semanas de idade,
divididos por dois grupos de forma aleatéria (grupo controlo e grupo teste). Todos os
animais foram mantidos nas condicdes padrao do biotério e foi fornecida dgua e racao ad
libitum. Os animais do grupo teste foram submetidos a administracdo de levotiroxina trés
vezes por semana na dose de 250mg/kg de peso corporal, por gavagem, durante 2
semanas, no fim das quais ambos os grupos foram sacrificados. Foram colhidos
fragmentos de musculos masseter e temporal para fixacdo com etanol a 70% e em
solucdo de formaldeido tamponado a 10%. Em todos os animais foram colhidos dois
fragmentos dos musculos masseter e temporal para congelacdo rapida em azoto liquido e
posterior conservacao a -70°C. Todos os fragmentos colhidos para histopatologia de
rotina foram incluidos em parafina e cortados para ldaminas, e posteriormente colorados
com Hematoxilina e Eosina. Efectuou-se anadlise morfométrica e metaboldmica dos
fragmentos dos musculos. Na analise morfométrica mediu-se a area de seccdo das fibras
musculares em corte transversal e definiu-se para ambos os grupos (controlo e teste),
cinco tipos de fibras musculares, de acordo com as seccdes observadas: fibras muito
pequenas, fibras pequenas, fibras médias, fibras grandes e fibras muito grandes. Na
analise metabolémica, os fragmentos de tecido muscular do grupo controlo (temporal) foi
submetido a espectroscopia de alta resolucdao com sonda 1H (high resolution magic angle
spinning NMR spectroscopy — HRMAS), e nos espectros obtidos foi analisado a variacao
de cada um dos metabolitos em analise e feita colheita de dados sobre o comportamento
geral dos espectros nas diversas amostras do grupo muscular estudado em todos os

individuos.

Nos resultados verifica-se que a analise morfométrica do musculo masseter indica-nos
um ligeiro aumento da area das fibras musculares, sem significado estatistico. O musculo
temporal, por sua vez, apresenta aumento da area ocupada pelas fibras, sendo
estatisticamente significativos. A nivel metabolomico determinamos os metabolitos

chave, presentes no grupo controlo do temporal para futuro estudo.
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Em conclusdo, podemos afirmar que o hipertiroidismo pode provocar alteracdes a nivel
dos musculos mastigadores, nomeadamente do temporal, sendo necessarios mais

estudos nesta area.

Summary

Endocrine system is responsible for cellular activity regulation and coordination in the

human body, being also responsible for the human growth and development.

Thyroid hormones act in various human systems, being one of those the muscular

system.

On the current study, 16 male Wistar rats, with 8 weeks of age, were divided in two
groups randomly (control and test group). All animals were kept in standard bioterium
conditions, with ad libitum water and ration. Animals in the test group were doused with
250mg/kg levothyroxine by gavage, during two weeks on the end of which they were
sacrificed. Fragments of masseter and temporal muscles were collected and fixed in 70%
ethanol and in 10% buffered formaldehyde. In all animals, two fragments of masseter
and temporal muscles were collected for quick-freezing and conservation in -70°C liquid
nitrogen. All fragments collected for routine histopathology were included in liquid
paraffin and cut in a microtome, being then colorized in HE standard protocol.
Morphometric and metabolomic analysis to the masticator muscles was then performed.
In the morphometric analysis, muscular fibers were analyzed in transversal cuts,
measuring their section area. Five muscle fiber groups - very small, small, medium,
large and very large - were then defined and both groups were then categorized. In the
metabolomic analysis, fragments collected from temporal muscle control group were
submitted to high-resolution 'H probe HRMAS, analyzing each of the metabolites

obtained through the control spectra.

The results obtained from morphometric analysis revealed a slight increase in muscle
fiber area from masseter muscles, with little significance. Temporal muscle, on the other
hand, revealed a significant increase in muscle fiber area. In the metabolomic analysis
we determined the key metabolites derived from control temporal muscles, for future

studies.

In conclusion, we are able to say that hyperthyroidism can induce alterations in
masticator muscles, especially in the temporal muscle, being however necessary further

studies.
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