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RESUMO

A desregulagéo das desiodinases tipos 2 e 3 (D2 e D3) altera o metabolismo
dos horménios tireoidianos na sindrome da doenca néo tireoidiana (NTIS). A
funcao alterada dessas enzimas nas células do sangue periférico pode ser um
dos fatores que levam a essa sindrome. O efeito do estresse oxidativo, da
colocalizacéo e da expressao de D2 e D3 em células extraidas e purificadas de
pacientes doentes é desconhecido. Objetivo: Avaliar a presenca e variacdes da
expressdo de D2 e D3 em neutréfilos e mondcitos de pacientes de terapia
intensiva internados em UTI por qualquer doenca. Métodos: Noventa e seis
pacientes internados em UTI por qualquer causa tiveram seu sangue coletado
na admisséao e ap0ds sete dias. As células do sangue total foram separadas por
diferentes gradientes celulares e purificadas por citometria de fluxo. Os teores
de carbonila total, sulfidrila e GSH foram parametros de equilibrio redox. A
expresséo e colocalizacdo de D2 e D3 foram determinadas com RNAscope,
PCR em tempo real e imunofluorescéncia. Os niveis celulares de T3 foram
medidos. Resultados: A formacg&o de carbonilas, um marcador de dano
oxidativo as proteinas, foi aumentada em todos os pacientes (todos P<0,0001), e
a sulfidrila e GSH foram diminuidas (P<0,001). A expressao de DIO2 e DIO3 foi
aumentada em neutrofilos e mondécitos de pacientes vivos e falecidos, e sua
localizacdo na célula e colocalizacdo de D2 e D3 notavelmente diferentes entre
os dois grupos. A imunofluorescéncia mostrou proteina D2 diminuida e
distribuicdo enzimatica distinta em ambos os tipos de células. Os niveis de
proteina D3 estavam elevados e também observamos diferentes distribuicfes
da enzima nas células. Os niveis de T3 em cadatipo de célula eram diferentes e
relacionados ao destino. O crosstalk diferente de D2 e D3 em neutrofilos e
mondcitos fornece um novo mecanismo para explicar a redu¢cdo nos niveis de
T3 em pacientes doentes. Além disso, a distribuicdo distinta da enzima esta
correlacionada com o progndstico. Esses novos resultados iluminam a

fisiopatologia do NTIS e podem representar uma ferramenta de progndstico.

Palavras-chave: Deiodinases, metabolismo, hormoénio Tireoideano



ABSTRACT

Dysregulation of types 2 and 3 deiodinases (D2 and D3) alter the metabolism of thyroid
hormones in the nonthyroidal iliness syndrome (NTIS). Altered function of these enzymes in
peripheral blood cells can be one of the factors that leads to this syndrome. The effect of
oxidative stress, the colocalization and D2 and D3 expression in cells extracted and purified
from ill patients is unknown. Objective: Evaluate the presence and variations of D2 and D3
expression in intensive care patients' neutrophils and monocytes admitted in ICU due to any
disease. Methods: Ninety-six patients admitted to ICU due to any cause had their blood
collected at admission and after seven days. Cells from whole blood were separated by different
cell gradients and purified by flow cytometry. The total carbonyl, sulfhydryl contents, and GSH
were redox balance parameters. D2 and D3 expression and colocalization were determined with
RNAscope, real-time PCR and immunofluorescence. Cellular T3 levels were measured.
Results: The formation of carbonyls, a marker of oxidative damage to proteins, was increased
in all patients (all P<0.0001), and sulfhydryl and GSH were diminished (P<0.001). Expression
of DIO2 and DIO3 was augmented in neutrophils and monocytes from alive and deceased
patients, and its localization in the cell and colocalization of D2 and D3 strikingly different
between both groups. Immunofluorescence showed diminished D2 protein and distinct enzyme
distribution in both cell types. Levels of D3 protein were high, and we also observed different
distributions of the enzyme in the cells. T3 levels on each type of cell were different and related
to fate. The different crosstalk of D2 and D3 in neutrophils and monocytes provides a novel
mechanism to explain the reduction in T3 levels in ill patients. Further, distinct enzyme
distribution is correlated with prognosis. These new results illuminate NTIS pathophysiology
and might represent an easy prognosis tool.

Keywords: Deiodinases, metabolism, Thyroid hormone
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1 INTRODUCAO
1.1 ALTERACAO DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS NAS
CELULAS IMUNES

Os horménios da tireoide (HTs) desempenham um papel essencial no crescimento,
desenvolvimento e metabolismo energético[1]. Recentemente, as células imunes foram
identificadas como alvos dos HTs[2]. Os mondcitos e macr6fagos, que séo células imunes
inatas importantes, juntamente com os neutréfilos desempenham fungdes essenciais na
homeostase e na imunidade dos tecidos. A disfuncdo dessas células tem sido associada a
uma variedade de condicbes fisiopatologicas, incluindo céncer, diabetes, doenca
inflamatdria intestinal e aterosclerose[3].

A triiodotironina (T3), a forma ativa dos HTs, desempenha um papel crucial na
funcdo adequada dos macrofagos[4]. Os horménios da tireoide sdo produzidos
principalmente pela glandula tireoide na forma de pré-horménio tiroxina (T4). Apds ser
absorvida pela célula, o T4 precisa ser convertido em T3, o hormonio ativo, para exercer
suas funces. Para realizar essa conversdo, as células imunes possuem a enzima desiodase
tipo 2 (D2), que faz parte de uma familia de enzimas chamadas desiodases, responsaveis
por ativar ou inativar as diferentes formas moleculares dos hormonios tireoidianos dentro
da célula. A D2 é especialmente crucial como ativador dos horménios tireoidianos. A
desiodase tipo 2 que converte T4 em T3[5].

Sabe-se que o metabolismo dos hormonios tireoidianos passa por alteracdes
significativas durante doencas e infecgdes, que sdo coletivamente conhecidas como

sindrome da doenca ndo tireoidiana[6, 7].

1.2 ALTERACOES DO METABOLISMO DOS HORMONIOS
TIREOIDIANOS NA DOENCA CRITICA

A doenca critica é caracterizada por um desajuste uniforme de todo o eixo
hipotalamico-hipofisario. Estas alteracbes neuroenddcrinas contribuem para o maior
risco de morbidade e mortalidade nas unidades de terapia intensiva. A resposta hormonal
é caracteristicamente diferente nas fases aguda e crénica das doencas graves, com
alteracdes do metabolismo periférico predominando na fase aguda e supressao do eixo

neuroendocrino contribuindo de forma adicional na fase prolongada da doenca
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critica[8].

A sindrome do T3 baixo (ST3B), também conhecida como doenga nao tireoidiana ou
sindrome do eutireoideo doente, refere-se a alteracdes nos niveis séricos dos horménios
tireoidianos (HT) presentes em quase todas as formas de doenca aguda e crénica[9]. A fase
aguda da doenca grave é caracterizada por niveis baixos de T3 e T3 livre (T3L) e niveis
elevados de T3 reverso (rT3). Os niveis séricos de T4 podem ser normais ou reduzidos. A
reducdo dos niveis de T4 esta associada com a gravidade da doenca, enquanto niveis baixos
de T3L s&o um marcador de mau progndstico[10, 11]. Embora os niveis de TSH permanecam
dentro dos limites normais, o pico noturno de TSH observado no estado fisiolégico normal é

ausente[12].

1.3 EXPRESSAO E ATIVIDADE DAS DESIODASES

A desiodacdo é um passo critico na regulacdo da disponibilidade periférica dos HTs,
permitindo mudangas rapidas no perfil hormonal tireoidiano intracelular de um modo tecido-
especifico. As iodotironinas desiodases - D1, D2 e D3 - constituem uma familia de
oxirredutases que remove uma molécula de iodo do anel externo (tirosil) e / ou o interno
(fendlico) dos HTs, levando a ativacédo e inativacdo dos mesmos, respectivamente. Assim, é
possivel controlar os niveis de T3 intracelulares independentemente dos niveis plasmaticos
de T3[13].

Na sindrome do T3 baixo, as alteracdes observadas nos parametros dos hormonios
circulantes sugerem que a diminuicéo da conversdo de T4 para T3 e 0 aumento da inativacao
de T4 em rT3 pelas desiodases poderiam estar envolvidos no mecanismo da doenca. A anélise
de tecidos obtidos de pacientes criticamente enfermos imediatamente apds a morte
documentam que as concentracfes da D1 hepética estdo reduzidas em compara¢do com
controles saudaveis, enquanto sua atividade foi positivamente correlacionada com a relagéo
T3/rT3 sérica[14]. O papel de D2, que converte T4 em T3, é ainda indefinido na sindrome
do T3 baixo, uma vez que a analise da atividade da D2 em humanos tem mostrado resultados
contraditorios. Enquanto alguns estudos ndo encontraram diferenca na atividade da D2 no
musculo esquelético de pacientes graves comparados a controles saudaveis, outros estudos
ndo identificaram atividade da D2 no masculo ou figado na fase cronica da doenga critica[14,
15]. Outros autores, no entanto, identificaram um aumento da expressao e da atividade da D2
em bidpsias de musculo esquelético de pacientes com doenca critica prolongada[16]. Esta

grande variacao nos resultados pode ser explicada por dificuldades na afericéo da atividade
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da enzima.

Sob condigdes fisiopatoldgicas associadas a doenga grave, a atividade da D3,
responsavel pela inativacdo de T4, é induzida. Analise post-mortem de tecidos adultos
documentou a reativacdo da D3 no figado e no musculo esquelético de pacientes criticamente
enfermos. Demonstrou-se que a atividade de D3 hepatica estd associada com os niveis séricos
de rT3 e negativamente correlacionada com a relagdo T3/ rT3[17, 18].

A identificacdo de D3 em neutrofilos favorece a hipdtese de uma participacdo dessa
enzima na resposta imune inata, uma vez que desempenha papel na funcdo bactericida dos
neutrofilos, seja por disponibilizar iodeto para a ativacdo do sistema mieloperoxidase ou por
modula¢do da biodisponibilidade de horménios tireoidianos e controle do estresse
oxidativo[19, 20].



1.4

MANUSCRITO ORIGINAL

13
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1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo explora prospectivamente o crosstalk das desiodases no metabolismo do
horménio tireoidiano dentro de neutréfilos e mondcitos em pacientes gravemente
enfermos. Demonstramos uma variagdo na expressdo da quantidade proteica e
localizagé@o das desiodases nessas celulas, o que pode ser pelo menos um dos fatores
potencialmente correlacionados com o desfecho do paciente. Além disso, as
desiodases tipos 2 e 3 apresentam distribuicdo diferente nas células, o que também
foi associado ao desfecho do paciente. A incubacdo com T3, NAC ou GSH mostrou
gue a expressdo da D3 é regulada pelo antioxidante GSH, sem resposta ao T3 ou
NAC. Esta correcéo relativa da expresséo da DIO3 sugere acesso da enzima ao
exterior da membrana celular, uma vez que o GSH nao cruza a membrana.

Em conclusédo, nosso estudo revelou que niveis baixos de T3 combinados com
medicOes simples de DIO2 e DIO3 no sangue, medidos na admisséo na UTI, podem
ser marcadores independente da evolucdo para o 6bito. Contrariamente a crenca
comum de que as alteracbes de TH na fase inicial da doenca sdo adaptativas e
apresentam vantagens de sobrevivéncia, os pacientes com niveis mais baixos de T3
apresentam uma disfuncéo significativamente maior no metabolismo dos horménios
tireoidianos, inclusive nas células sanguineas. Desta forma, podemos afirmar que
niveis baixos de T3 nas células do sistema imunoldgico, por disfuncdo das
desiodases, representam uma medida integrativa de multiplos processos patoldgicos
prejudiciais que ocorrem em pacientes com doencas criticas e estdo associados ao

prognéstico.
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