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"Falam muito da beleza da certeza como se ignorassem a beleza sutil da duvida.
Crer é muito monotono; a divida é apaixonante."

Oscar Wilde

"... A senhora me desculpe, mas no momento ndo tenho muita certeza. Quer
dizer, eu sei quem eu era quando acordei hoje de manhd, mas j& mudei uma
porcdo de vezes desde que isso aconteceu. (...) Receio que ndo possa me
explicar, Dona Lagarta, porque € justamente ai que esta o problema. Posso
explicar uma porg¢do de coisas mas ndo posso explicar a mim mesma..."

Lewis Caroll
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Resumo

Astrécitos sdo células que desempenham funcdes chave para o funcionamento do
sistema nervoso central (SNC), atuando na manutencdo da homeostase do
microambiente neural, influenciando a migragéo celular, a captacdo e liberacdo de
neurotransmissores, a concentracdo iénica do tecido nervoso e a estabilidade da barreira
hematoenceféalica. Os astrdcitos apresentam ainda atividade de regulacdo da
concentracdo extracelular de ions, além de participarem do metabolismo da glicose e
sintetizarem e liberarem diversos fatores neurotroficos. Adicionalmente, os astrocitos
sdo os principais transportadores da tiroxina do sangue e, sendo responsaveis pela sua
converséo a T3, fornecem aos tecidos nervosos o hormonio em sua forma ativa. A falta
deste hormonio durante o primeiro trimestre de vida pds-natal em humanos resulta em
cretinismo, sindrome caracterizada por retardo mental severo e, em modelo de rato,
promove anormalidades morfoldgicas irreversiveis no cérebro. O objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos do hipotireoidismo no crescimento de neurdnios,
cultivados em regime de co-cultura com astrécitos cerebelares provenientes de animais
Wistar neonatos eutiredideos ou hipotiredideos. Observou-se uma visivel diminui¢do no
numero de neurbnios ao serem cultivados sobre astrécitos hipotiredideos, que é ainda
mais pronunciada quando os neurdnios sdo hipotiredideos. Na condicdo de astrocitos
eutiredideos, ndo houve diferenca significativa no niumero de neurénios normais ou
hipotiredideos. Nos experimentos de tratamento com T3, 0 aumento no ndmero de
neurdnios foi maior nas concentracfes de 1 nM e 10 nM de T3 apesar da concentragdo
de 0,5 nM também ter apresentado aumento significativo no crescimento neuronal em
relacdo a condicdo controle. Quando os neurdnios hipotiredideos foram cultivados
diretamente sobre poli-ornitina e mantidos com meio condicionado por astrécitos
hipotiredideos tratados com T3, 0 nimero de neurdnios encontrado foi muito inferior ao
visto nas condicdes de culturas anteriores. Apesar disso, todas as células que receberam
0 meio condicionado por astrocitos que haviam sido tratados com T3 apresentaram
crescimento neuronal significativo em relacdo a condi¢do controle. Estes resultados
demonstram que o crescimento neuronal depende diretamente da influéncia dos
astrdcitos, tanto pelo contato-célula quanto pela influéncia da matriz extracelular (MEC)
e dos fatores sollveis secretados pelos neurdnios, ja que podem ser encontrados estudos
na literatura que indicam que o microambiente gerado por astrocitos hipotiredideos é
mais pobre em MEC e fatores de crescimento que o gerado por astrocitos normais.
Portanto, conclui-se que a melhor condicdo para o desenvolvimento neuronal envolve a
secrecdo de fatores secretados pelos astrocitos em resposta ao horménio tireoidiano
além de contatos célula-célula.
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1. Introducao

1.1 - As células do sistema nervoso de vertebrados

As células que compdem o sistema nervoso de vertebrados sdao 0s neurbnios e as
células da glia (Figura 1). Neurbnios sdo células altamente polarizadas, que s&o
responsaveis pela transmissdo de impulsos elétricos, através de modificacbes do

potencial elétrico de membrana (Guyton & Hall, 2002).

A glia é classificada em ependimdcitos, a microglia e a macroglia. As células
ependimarias sdo responsaveis pelo revestimento interno das cavidades do sistema
nervoso central (SNC), estando em contato com o liquido cefalorraquidiano. Estas
células derivam do revestimento interno do tubo neural embrionério e se mantém em
arranjo epitelial, enquanto as demais células dai originadas se diferenciam em neurdnios

e em células da glia (Gilberts, 2006).

A microglia e a macroglia correspondem a 50% da massa cerebral em vertebrados
(Laming et al., 2000), sendo que a primeira tem propriedade de protecdo ao tecido
nervoso contra danos e infecgdes, respondendo a danos, fagocitando restos celulares e
participando de respostas inflamatdrias. Em contraste com as células macrogliais, as
quais derivam de precursores ectodermais, as células da microglia derivam
embriologicamente de mondcitos na medula 6ssea. Alem da funcéo cléssica de defesa
do SNC, atualmente acredita-se que a microglia pode inclusive responder a impulsos
nervosos e a interagcBes neuroimunoldgicas, como, por exemplo, em condic¢des de dor

cronica (revisado em Fields & Grahan, 2002).



A macroglia é composta pelos oligodendrdcitos e pelos astrécitos (Figura 1).
Oligodendrdcitos sdo células formadoras de mielina no SNC, semelhantes as células de
Schwann no sistema nervoso periférico. Ambas atuam englobando 0s processos
axonicos e formando camadas, interrompidas pelos nddulos de Ranvier (Laming et al.,

2000).

Os astrocitos sdo células que desempenham funcBes consideradas chave para o
funcionamento do SNC, com papel fundamental na manutencdo da homeostase do
microambiente neural. Desta forma, os astrdcitos podem influenciar a migracéo celular,
a captacdo e liberacdo de neurotransmissores, a concentracao idnica do tecido nervoso e
a estabilidade da barreira hematoencefalica. Além disso, os astrocitos atuam na
eliminacdo de substancias tdxicas criadas no SNC e estdo envolvidos em uma variedade

de desordens neurodegenerativas (Bignami & Dahl, 1994; Morte et al., 2004).

; 7 7 [~ Astrécito
Oligodendrdcito N 7 ¥ 4 ~Capilar

Axdnio
mielinizado

— Células
ependimdrias
Bainha de mielina —
(corte)

~ Ventriculo

Figura 1. Desenho esquematico representando as células que compdem o sistema nervoso central de
vertebrados. Adaptado de Rienstra, 2006.



1.2 - O papel dos astrdcitos no sistema nervoso central

Os astrocitos constituem as maiores e mais numerosas células gliais nos
mamiferos, apresentando muitos prolongamentos e nucleo esférico central, excedendo o
numero de neurdnios na proporcao de 10:1. Sdo divididos em protoplasmaticos (tipo I),
que possuem prolongamentos curtos, sendo encontrados apenas na substancia cinzenta;
e em astrocitos fibrosos (tipo 1), presentes na substancia branca e caracterizados por
apresentar prolongamentos longos (Sallis, 2005). Os astrocitos caracterizam-se pela
presenca de prolongamentos com filamentos intermediarios (fibrilas gliais), cujo
componente principal € a proteina glial fibrilar acidica glial (GFAP) e a vimentina, que
servem como meio de identificacdo desse tipo celular em estudos in situ e in vitro
(Montgomery, 1994). Alguns astrocitos podem apresentar formas especializadas, o que
inclui a glia de Bergmann no crtex cerebelar, as células de Muller na retina, pituicitos
na neurohipdfise e tanicitos no terceiro ventriculo (Garcia-segura et al., 1996; Fields &
Steven-Grahan, 2002). Os astrocitos podem fazer contato com a parede endotelial dos
vasos sanguineos através de dilatacdes das regides terminais dos seus prolongamentos,
chamados pés vasculares. Além disso, formam uma interface com o plexo corodide,
regulando assim as trocas idnicas entre o liquido cefalorraquidiano, o plasma e o tecido
nervoso (Laming et al., 2000). A astroglia esta também implicada na fisiologia dos
nodulos de Ranvier, devido a seus processos perinodais que estdo em contato intimo

com a membrana dos axdnios (Waxman & Black, 1984).

Os astrocitos apresentam ainda atividade de regulacdo da concentracdo
extracelular de ions como potassio e calcio, que funcionam como sinalizadores entre as

células (Laming et al., 2000). Durante o desenvolvimento do SNC os astrdcitos
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participam da orientacdo na migracdo neuronal, da modulacdo de sinapses excitatorias e
inibitorias, da regulacdo da sinaptogénese, do processamento da informacdo (Ransom et
al., 2003) e da regulacdo da expresséo de proteinas de heparan sulfato (sindecanas) no
cerebelo (Mendes de Aguiar et al. (b), 2008). Através do espessamento dos feixes de
filamentos gliais, os astrdcitos participam da reparacdo do tecido nervoso (Bondan et
al., 2003; Montgomery, 1994), além de servirem de suporte mecéanico para 0S
oligodendrocitos durante a mielinizacdo e degradacdo da mielina extracelular (Raff,
1989; Peters et al., 1991; Michael & Norenberg, 1994; Montgomery, 1994; Summers et
al., 1995). Outra funcdo astrocitaria que se destaca é a participacdo no metabolismo da
glicose, uma vez que nestas células ocorre a conversdo da glicose para lactato, que é
liberado no espaco extracelular e utilizado como substrato metabdlico pelos neurdnios
(Tsacopoulos & Magestreti, 1996). Devido a presenca de jun¢Ges de comunicagdo, 0s
astrdcitos formam um sincicio funcional no qual mudanc¢as na concentracdo de ions e

moléculas solUveis sdo rapidamente equilibradas (Sallis, 2005).

Os astrdcitos também sintetizam e liberam diversos fatores neurotréficos, como
fatores de crescimento peptidicos, como o fator de crescimento de nervo (NGF), fator
de crescimento de fibroblastos (FGF), fator neurotréfico ciliar (CNTF),
neurotransmissores (como o glutamato, Figura 2), moléculas de adesdo celular (N-
CAM) (Dow & Wang, 1998) e proteinas de matriz extracelular (como laminina e
fibronectina) (Trentin et al, 2003). Com relacdo ao glutamato, o astrécito age na
captacdo desta molécula no espaco extracelular, protegendo assim os neurdnios contra a
excessiva estimulacdo, que pode levar a excitotoxidade e morte celular (Mendes de

Aguiar et al. (a), 2008).
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#=<3 Neurdnios ==Filamentos intermediarios  \/ Receptor de glutamato ) ATP
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Figura 2. Esquema representativo das funcbes dos astrécitos. (1) Captagdo de glutamato na fenda
sindptica via transportador de glutamato; (2) interacdo entre astrdcitos via ATP; (3) comunicagdo entre
astrdcitos, via juncdes gap; (4) liberacdo de glutamina; (5) transporte de glicose; (6) liberacdo de
substancias vasoativas; (7) liberacdo de glutamato; (8) liberacdo de glutamato pelos hemi-canais; (9)
captacdo do glutamato. Adaptado de Maragakis e Rothstein (2006).

Adicionalmente, os astrdcitos apresentam papel central no metabolismo dos
hormonios tireoidianos no cérebro, sendo 0s principais transportadores da tiroxina do
sangue e sendo responsaveis pela sua conversdo a 3, 5, 3’ -triiodotironina, fornecendo
aos tecidos nervosos o horménio em sua forma ativa (Anderson et al, 2001; Trentin

2006).

Desta forma, € importante ressaltar que as funcdes cerebrais dependem de uma
intima sinalizacdo entre neurdnios e células da glia, que se influenciam mutuamente

durante a diferenciacdo celular, desenvolvimento e metabolismo. Os sinais entre



neurbnios e glia incluem fluxos de ions, neurotransmissores, moléculas de adesdo
celular e moléculas de sinalizacéo liberadas nas regides sinapticas e ndo sinépticas dos
neurbnios. Pela liberagcdo de neurotransmissores e outras moléculas de sinalizagdo
molecular, a glia pode afetar a excitabilidade neuronal e a transmissdo sinaptica,
coordenando a atividade de uma rede inteira de neurdnios (Fields & Steven-Grahan,

2002).

1.3. - O hormonio da tiredide

O principal produto secretado pela glandula tiredide é a tiroxina — Ty,
considerado um pré-hormoénio. Através da desiodacdo do anel externo, o T, €
convertido em T3, evento regulado pela acdo de enzimas desiodases, as quais regulam a
distribuicdo local do T3 para seus receptores nucleares (Figura 3). No encéfalo, o
suprimento de T3 depende da captacdo celular deste hormonio ou da desiodagéo
intracelular de T, pela desiodase tipo Il. A desiodase do tipo Il catalisa a
monodesiodacdo do T4 a Tz e do rTs (T3 reverso) para T, (diiodotironina). A desiodase
do tipo Il catalisa a desiodacédo do T4, em rTs e do Tz em T,. Como rT3 e T, tém pouca
atividade bioldgica, o papel mais importante dessa enzima é o de regulacdo da
concentracdo intracelular de T3, sendo uma enzima essencial na maturacdo e funcédo

cerebral (revisado em Trentin, 2006).

A atividade das desiodases pode alterar substancialmente a sinalizagdo do
hormonio tireoidiano em uma célula (Bianco et al., 2002). Quando a concentragdo total
de T4 excede duas vezes a de T3, 0 T4 € ligado a proteinas carreadoras e a concentragao

livre de T4 e T3 se torna similar novamente (Bianco & Kim, 2006).



O hormoénio da tiredide € citado como um dos grandes reguladores do
metabolismo de mamiferos adultos (Guyton & Hall, 2002). Além da regulacdo da
atividade metabdlica, o T3 age como fator de transcricdo, regulando positivamente a
ocitocina, a proteina basica mielinica (BMP), NGF, FGF, a fibronectina e um grande
namero de outras moléculas, podendo regular de maneira negativa moléculas como
hormbnio de crescimento humano (GH), proteina G- B e o receptor para fator de

crescimento epidermal (EGF) (Jameson & Degroot,1994).

T4 T3r

HO

HO

Figura 3. Esquema representativo das enzimas desiodases. D3 e D1 catalisam a desiodacdo do anel
interno, convertendo T,em Tzr e T3 em T,. D2 e D1 catalisam a desiodacéo do anel externo, convertendo
T, em T3 e Tar em T, T4 tiroxina Ta: triiodotironina; T,: diiodotironina; Tar: triiodotironina reverso.As
bolas azuis representam a molécula de iodo. Adaptado de Bianco e Kim (2006).

No adulto, o horménio da tiredide chega ao cérebro por duas rotas. A
predominante é via barreira hematoencefalica, envolvendo transporte direto através do

7



epitélio capilar até as células nervosas; e a segunda e menos significante € via plexo

cordide-fluido cerebrospinal (Ahmed et al., 2007).

A auséncia do horménio da tiredide durante o primeiro trimestre de vida em
humanos resulta em cretinismo, sindrome caracterizada por retardo mental severo. Em
modelo de rato, a deficiéncia em T3 promove anormalidades morfologicas irreversiveis
no cérebro (revisado em Farwell et al., 2006), como reducdo na densidade dendritica,
migracéo e proliferacdo de neurdnios anormais e malformagdes (Ahmed et al., 2007).
No cerebelo, a falta do horménio da tiredide durante a fase de desenvolvimento pos-
natal promove defeitos na migracdo e aumento de morte das células granulares e na
arborizacdo das células de Purkinje (revisado em Bernal et al., 2007). Apesar disso, a
reposicdo de T; durante as primeiras duas semanas de vida permite ao cerebelo a
maturacdo eutiredidea do mesmo, por restaurar a migracao das células granulares e a
arborizacdo das células de Purkinje (Farwell et al., 2005), j& que o horménio age mais
tardiamente no desenvolvimento dos roedores, no final do periodo pré e peri natal

(Ahmed et al., 2007).

O feto inicia a sintese do horm6nio da tiredide a partir da metade do periodo
gestacional em humanos e do dia embriondrio E17.5 e E18 em ratos (o periodo
gestacional em ratos corresponde a 21 dias). Assim, o cérebro fetal é exposto ao Ts
produzido pela mde no inicio do desenvolvimento, sendo esta a Unica fonte deste

hormonio durante este periodo (revisado em Ahmed et al., 2007).

Considerando as caracteristicas do desenvolvimento de roedores e sua relacao
com os horménios tireoidianos, pode-se ressaltar o cerebelo como importante modelo
para o entendimento dos eventos tardios do hipotireoidismo congénito no

desenvolvimento humano. Em humanos o desenvolvimento do cerebelo comega durante
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o fim do segundo trimestre de gestacdo, enquanto em ratos comega no 13° dia
embrionario (E13). Progenitores neuronais migram dorsalmente, guiados pela matriz
extracelular (MEC) (Porcinatto, 2006), a partir do l1abio rémbico para formar os nucleos
cerebelares primordiais (Wingate, 2001). A diferenciacdo destes progenitores ocorre
principalmente entre o terceiro trimestre fetal e 0 sexto més de vida em humanos. Em
ratos, esta diferenciagdo celular ocorre durante o periodo pds-natal, entre 0 nascimento

até a segunda semana (PO — P14) (Trentin et al., 2003).

Os efeitos do hormonio da tiredide no desenvolvimento do SNC sdo bem
conhecidos, porém ndo totalmente esclarecidos. Desta forma, trabalhos que busquem o
entendimento a respeito da forma como o hormonio da tiredide influencia no
crescimento das células deste sistema sdo fundamentais. Os dados na literatura sugerem
que o T3 promove a formacdo de um microambiente mais adequado ao desenvolvimento
e sobrevida neuronal e neuritogénese. Assim, nesse trabalho sera avaliada a influéncia
do hipotireoidismo no crescimento neuronal mediado por astrocitos cerebelares
provenientes de animais normais ou hipotiredideos, bem como os efeitos do tratamento

de astrdcitos hipotiredideos com T neste processo.



2. Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do hipotireoidismo no crescimento de neurdnios, cultivados

em regime de co-cultura com astrocitos cerebelares normais ou hipotiredideos.

2.2 - Objetivos Especificos

Determinar o crescimento no nimero de neurdnios normais e hipotiredideos,
quando cultivados sobre monocamadas de astrocitos provenientes de ratos

neonatos normais e hipotiredideos;

Verificar uma possivel recuperacdo no crescimento de neurbnios
hipotiredideos apos tratamento da monocamada de astrdcitos hipotiredideos

com Tj;

Observar os efeitos do meio condicionado de astrocitos hipotiredideos
tratados com T3 no crescimento de neurbnios hipotiredideos, em cultura

primaria.
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3. Materiais e Métodos

3.1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus) neonatos PO-P3 para as
culturas de astrocitos e PO para as culturas de neurdnios, normais e hipotiredideos de
ambos os sexos. Fémeas prenhas foram fornecidas pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidas no biotério do Laboratorio de
Neurobiologia e Hematologia Celular e Molecular, seguindo as indica¢des do cddigo de
ética de utilizacdo de animais para pesquisa (Protocolo 100/CEUA 2007), em ciclo de
claro/escuro, com 4gua e racdo ad libitum até o nascimento dos filhotes. Para obtencédo
de filhotes hipotiredideos, as fémeas receberam MMI (metil-mercapto-imidazol-2-tiol a
0,02%, Sigma), adicionado a agua durante os Ultimos 14 dias gestacionais (Mendes de
Aguiar, 2008), que inibe a acdo das desiodases. Os filhotes foram sacrificados por

decapitagdo com tesoura.
3.2 - Cultura primaria de astrocitos cerebelares

Apobs a decapitacdo, os encéfalos foram colocados em placa de Petri com PBS
glicose (0, 6%) e os cerebelos dissecados sob microscopio estereoscopico em fluxo
laminar, tendo suas meninges retiradas completamente, para serem em seguida
dissociados com pipeta Pasteur. Apés centrifugacdo (5 minutos a 2.000RPM) o
sobrenadante foi retirado e as células foram ressuspensas em meio de cultura DMEM-
F12 (Gibco). As celulas foram quantificadas em camara de Neubauer e plagueadas em
placas de cultura de 24 pocos, na densidade de 3 x 10° células por poco, previamente
tratadas com solucdo de 1,5ug/mL poli-ornitina (Sigma). As células provenientes de
animais normais foram mantidas em DMEM-F12 acrescido de 10% de soro bovino fetal

(SBF, Gibco), enquanto as células provenientes de animais hipotiredideos foram
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mantidas em DMEM-F12 acrescido de 10% de SBF depletado de T3;. Em ambas as
condicBes, as culturas foram mantidas em estufa imida com 5% de CO? a 37°C , com
troca de meio a cada 3 ou 4 dias, até que atingissem a confluéncia, o que ocorria entre o

décimo e o décimo quarto dia.

3.3 - Preparo de SBF depletado de T3

A deplecdo de T3/T4 do SBF foi realizada por adsor¢do, com 0 uso da resina
analitica por troca anidnica AG 2-X8. A auséncia de T3 e T4 no SBF ap06s a deplecao
dos horménios foi confirmada por Radio-Imuno-Ensaio (Lima et al., 2001). A resina foi
adicionada ao SBF e a solucéo foi mantida em agitacdo, no escuro a 4°C, por 6 horas. A
sequir, o SBF foi mantido em repouso por aproximadamente 1 hora, no escuro,
permitindo a decantacdo da resina, que foi descartada. O SBF foi entéo transferido para
outro frasco contendo resina e novamente a solugéo foi mantida em agitacdo, no escuro
a 4°C, desta vez por 12 horas. Apds o periodo de decantacdo da resina, o SBF foi
transferido para tubos de centrifuga de vidro e centrifugado por 20 minutos a 12.000 g,
a 4°C. Em seguida, o SBF depletado de Ts/T, foi adicionado ao DMEM/F12 ou

estocado a -20°C. (Mendes de Aguiar, 2008).
3.4 - Co-culturas astrécitos/neuronios

As co-culturas foram realizadas quando as monocamadas astrocitarias atingiram
a confluéncia. O procedimento para a obtencdo dos neurdnios foi o0 mesmo realizado
para obter os astrocitos. Neurdnios foram obtidos de animais normais e hipotiredideos e
plagqueados (1,5 x 10° células) tanto sobre astrécitos normais como sobre astrocitos
hipotiredideos e mantidos por 24 horas em estufa imida a 37°C com 5% de CO, com

DMEM-F12 sem adi¢do de soro bovino fetal ou hormonio.
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3.5 - Tratamento com T3

O tratamento com T foi realizado assim que as culturas primarias de astrocitos
hipotiredideos atingissem a confluéncia, da seguinte forma: nos trés primeiros dias
ocorreu troca didria do meio de cultura DMEM-F12 suplementado com T3 (Sigma), nas
concentragdes de 0,5, 1 e 10 nM, seguido por uma pausa de dois dias sem troca de meio.
No quinto dia de tratamento o meio foi removido e, apds lavagem com PBS, foram
plagueados neurdnios isolados a partir de cerebelos de animais hipotiredideos e
adicionado meio de cultura fresco, sem SBF e sem Ts. Estas co-culturas foram mantidas
por 24 horas em estufa imida a 37°C com 5% de C0,, para serem em seguida fixadas e

tratadas conforme o procedimento de imunocitoquimica descrito abaixo.

3.6 - Culturas de neurdénios hipotiredideos com meio condicionado de astrdcitos
hipotiredideos tratados com T3

Para este experimento, foi realizada a cultura priméria de neurdnios
hipotiredideos sobre placas preparadas com solugdo de 1,5ug/mL poli-ornitina, os quais
foram mantidos por 24 horas com o meio condicionado pelos astrocitos previamente
tratados com T3 nas concentragdes de 0,5, 1, 5 e 10 nM, conforme ja descrito
anteriormente. ApoOs este periodo, as culturas foram fixadas e submetidas a
imunocitoquimica para B-tubulina I11. E importante salientar que, para este experimento,
foi plaqueado 0 mesmo nimero de neurdnios (1,5 x 10° células) do que o utilizado para

as co-culturas.
3.7-- Imunocitoquimica para g-tubulina 111

A imunocitoquimica foi realizada a temperatura ambiente, diretamente sobre as

co-culturas fixadas com paraformaldeido 4% durante 30 minutos e em seguidas lavadas
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trés vezes com PBS. Inicialmente, as células foram permeabilizadas com solugdo de
PBS contendo 0,25% de Triton X-100 (Sigma), por 20 minutos, para permitir ao
anticorpo 0 acesso aos antigenos citoplasmaticos. Os sitios inespecificos foram
blogueados com 5% de SBF diluido em PBS, durante 30 minutos. As células foram
novamente lavadas com PBS e incubadas por 12 horas, com o anticorpo monoclonal
IgG de camundongo anti-B-tubulina-111 (1:400) (Sigma), em camara Gmida a 4°C. Apds
esse periodo, as células foram lavadas com PBS, seguindo-se a incubacdo com o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo, conjugado a rodamina (Cy3, 1:2500)
(Sigma) durante uma hora, a temperatura ambiente. Por fim, as células foram cobertas
com glicerina (Merck) tamponada (pH 9,0), observadas ao microscopio epifluorescente
invertido (Olympus 1X71) e fotografadas através do sistema de captura de imagem

(Olympus DP71).

3.8 - Analise estatistica

Nas co-culturas astrécitos-neurdnios normais e hipotiredideos, a analise
estatistica foi realizada pelo método ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
Bonferroni, onde foram analisadas duas variaveis (astrocito ou neurdnio e normal ou
hipotiredide). As co-culturas com curva de tratamento de T3 e as culturas primarias de
neurdnios foram analisadas estatisticamente pelo método ANOVA de uma via,
comparando-se as médias de cada grupo tratado em relacdo as médias de um grupo
controle, seguido pelo teste de Newmann-Keuls, o qual compara todos 0s grupos entre
si. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Graphpad

Prism 4.
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4. Resultados

4.1 - Culturas de neurdnios normais e hipotiredideos sobre culturas de astrocitos

normais e hipotiredideos

Neurdnios provenientes de cerebelos tanto de animais hipotiredideos quanto de
animais normais foram cultivados sobre uma monocamada formada por astrocitos
normais e hipotiredideos, formando assim quatro tipos diferentes de co-culturas:
neurdnios normais sobre astrocitos normais, neurénios hipotiredideos sobre astrécitos
normais, neurdnios normais sobre astrocitos hipotiredideos e neurdnios hipotiredideos

sobre astrocitos também hipotiredideos.

As Figuras 4 e 5 demonstram uma visivel diminuicdo no nimero de neurdnios
quando estes sdo cultivados sobre astrdcitos hipotiredideos. Esta reducdo é ainda mais
pronunciada quando os neurénios também apresentam esta deficiéncia. Na condicdo de
astrocitos eutiredideos, ndo houve diferenca significativa no nimero de neurénios

normais ou hipotiredideos.
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Ast normal/Neu normal

Ast hipo/Neu normal Ast hipo/Neu hipo

Figura 4. Fotografia representativa de imunofluorescéncia para B-tubulina 111 em co-culturas
astrdcitos-neurdnios.(A) Neurdnios normais sobre astrdcitos normais; (B) Neur6dnios hipotiredideos sobre
astrdcitos normais; (C) Neurbnios normais sobre astrdcitos hipotiredideos; (D) Neurdnios hipotiredideos
sobre astrocitos hipotiredideos. Foram contados pelo menos 8 campos de cada condi¢do, em trés

experimentos independentes realizados em duplicatas. Barra = 50 pm.

150+
o |:| Neurdnio normal sobre
g. astrocito normal
8 1004 = . Neurdnio hipo sobre astrocito
o) i normal
o
Q . Neurdnio normal sobre
£ 50- astroAcho h|_po N
5 .l Neurdnio hipo sobre astrocito
2 hipo

0

Figura 5. Representacéo grafica do nimero de células positivamente marcadas para p-tubulina 111 em co-
culturas astrdcitos-neurdnios. Os resultados representam a média do niimero de neurdnios por campo *
erro padrdo de pelo menos oito campos contados de cada condicdo, em trés experimentos independentes
realizados em duplicata. **p < 0,01, em relacdo as culturas de neurdnios sobre astrécitos normais, por
ANOVA de duas seguido de teste de Bonferroni.
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4.2 - Culturas de neur6nios hipotiredideos sobre astrocitos hipotiredideos tratados

com T3

Culturas de astrdcitos hipotiredideos foram tratadas T3 nas concentracGes de 0,5,
1 e 10 nM, conforme Materiais e Métodos. Neurdnios hipotiredideos foram plaqueados

sobre estes astrocitos e, apds 24 horas, submetidos as analises.

Na Figuras 6 e 7, pode-se observar que o tratamento com T3 exerceu um efeito
dramatico no crescimento neuronal. A Figura 7 demonstra que 0 aumento no nimero
de neurénios foi significativo em todas as concentracdes de tratamento com T3, em

relacdo a condi¢do controle, que ndo recebeu o0 horménio.

Ast hipo/Neu hipo Ast hipo + T3 0,5 nM/Neu hipo

Ast hipo + T3 1 nM/Neu hipo Ast hipo + T3 10 nM/Neu hipo

Figura 6. Fotografias representativas das imunofluorescéncias para B-tubulina Il em co-culturas de
neurdnios hipotiredideos sobre astrdcitos hipotiredideos tratados com T3 em trés concentragdes distintas
(0,5, 1 e 10 nM). (A) Neurbnios hipotiredideos sobre astrdcitos hipotiredideos sem tratamento com T

(condigdo controle); (B) Neurdnios hipotiredideos sobre astrdcitos hipotiredideos com tratamento de 0,5
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nM de T;; (C) neurbnios hipotiredideos sobre astrécitos hipotiredideos com tratamento de 1nM de Ts e

(D) neurdnios hipotiredideos sobre astrécitos hipotiredideos com tratamento de 10 nM de T3, Barra = 50

pm.
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Figura 7. Representacdo grafica do niimero de células marcadas positivamente para B-tubulina 111 em
co-culturas de neurdnios hipotiredideos sobre astrocitos hipotiredideos tratados com T3 em trés diferentes
concentragdes (0,5, 1 e 10 nM) .Os resultados representam a média do niimero de neurénios por campo *
erro padrdo de pelo menos oito campos contados de cada condicdo, em trés experimentos independentes
realizados em duplicata, por ANOVA de uma via seguido de teste de Newmann-Keuls. **p < 0,001.

4.3 - Culturas priméarias de neurdnios cultivados com meio condicionado por

astrocitos hipotiredideos tratados com T3

Para este experimento, neur6nios provenientes de animais hipotiredideos foram
cultivados em meio condicionado por astrécitos hipotiredideos tratados com diferentes
concentragfes de Ts, por 24 horas, conforme Materiais e Métodos. Como pode ser
observado na Figura 8, nenhuma das condigdes foi eficiente no desenvolvimento
neuronal, demonstrando que o papel de suporte desempenhado pelos astrécitos ndo se
resume aos fatores secretados, ja que o nimero de neurdnios nestas culturas foi muito
inferior ao que foi observado nas co-culturas, onde os astrocitos estavam presentes
formando uma monocamada. Apesar disso, o papel dos fatores secretados pelos

astrécitos ndo pode ser descartado, jA que, como mostra a Figura 9, o crescimento
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neuronal teve aumento significativo nas culturas que receberam meio condicionado de

astrocitos tratados com Ts,

MC ast hipo/Neu hipo MC ast hipo + T3 0,5 nM/Neu hipo

MC ast hipo + T3 1 nM/Neu hipo MC ast hipo + T3 10 nM/Neu hipo

Figura 8. Fotografias representativas das imunocitoquimicas para pB-tubulina Il realizadas em culturas
de neurbnios incubados com meio condicionado por astrocitos hipotiredideos tratados com Ti. (A)
Neurdnios hipotiredideos mantidos com meio condicionado por astrécitos hipotiredideos; (B) Neur6nios
hipotiredideos mantidos com meio condicionado por astrocitos hipotiredideos tratados com 0,5 nM de Tyj;
(C) Neurdnios hipotiredideos mantidos com meio condicionado por astrécitos hipotiredideos tratados com
1 nM de Tz e (D) Neurdnios hipotiredideos mantidos com meio condicionado por astrocitos
hipotiredideos tratados com 10nM de T3. Barra = 50 pum.
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Figura 9. Representacdo grafica do nimero de células marcadas positivamente para B-tubulina 111 em
culturas de neurdnios hipotiredideos mantidos durante 24 horas com meio condicionado por astrécitos
hipotiredideos, tratados com o hormdnio T3 nas concentracdes de 0,5, 1 e 10 nM por cinco dias. Os
resultados representam a média do nimero de neurdnios * erro padrdo de pelo menos oito campos
contados de cada condicdo, em trés experimentos independentes realizados em duplicata. ***p < 0,001,
em relacdo as culturas com meio condicionado de astrocitos sem o tratamento com Tj, por ANOVA de
uma via seguido de teste de Newmann-Keuls.
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5. Discussao

Os efeitos do hormonio da tiredide, T3, no desenvolvimento do SNC sdo bem
documentados, regulando diversos aspectos da diferenciagdo astrocitaria, o que implica
diretamente no desenvolvimento neuronal. Neste trabalho, demonstramos que o
hipotireoidismo promove menor crescimento neuronal e que o tratamento de astrocitos
hipotiredideos com T3 recupera o0 crescimento dos neurdnios. Além disso, nossos
resultados demonstram que o contato dos neurénios com os astrécitos € fundamental
para 0 seu desenvolvimento, ja que o meio condicionado por astrocitos hipotiredideos
tratados com T3 ndo foi eficiente no crescimento neuronal, em comparacdo as co-

culturas.

No primeiro grupo de experimentos foi observado que a melhor condicdo de
cultivo para neurdnios foi sobre uma monocamada de astrécitos eutiredideos, ja que a
abundancia de neurdnios diminuiu consideravelmente quando estes foram cultivados
sobre astrocitos hipotiredideos. Além disso, quando neurdnios hipotiredideos foram
cultivados sobre astrocitos eutiredideos, o nimero de neurdnios manteve-se semelhante
ao encontrado na condicdo que continha neurdnios normais cultivados sobre astrocitos
normais. Desta forma, pode-se perceber que o astrdcito desempenha papel crucial na
manutencdo do crescimento neuronal, onde é fundamental que a glia apresente a
condicdo eutiredidea para o crescimento normal do neurénio. Segundo Dezonne et al.
(2009), astrdcitos normais de cortex de camundongos cultivados em meio de cultura
depletado de T3 ndo apresentam diferenca na taxa de crescimento, morfologia e
viabilidade, mas quando estas culturas foram analisadas a sua matriz extracelular, foi
percebida uma queda de 50% na fibronectina, enquanto a laminina se manteve em nivel

semelhante & condicdo controle, apesar de apresentar mudancas drasticas no seu padréo
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de organizacdo. Desta forma, é possivel que esteja acontecendo algo semelhante em
nossas culturas e a diminuicio no numero de neurbnios se deva ao mau

desenvolvimento da matriz extracelular.

Este resultado complementa estudos anteriores realizados em nosso laboratorio,
onde foi demonstrado que o microambiente formado por astrdcitos cerebelares tratados
com T3 é melhor para o desenvolvimento de neur6nios do que o de células néo tratadas,
ja que este promove aumento na expressao e modifica a organizacdo das moléculas de
matriz extracelular, laminina e fibronectina (Trentin et al 2003). Adicionalmente,
Mendes de Aguiar (2008) demonstrou que astrécitos hipotiredideos apresentaram
reducédo da expresséo de laminina e de fibronectina, em aproximadamente 25% para as
duas proteinas, além de reducdo da &rea de distribuicdo das mesmas em 60% para
fibronectina e 45% para laminina, quando comparados a astrocitos eutiredides. A
literatura descreve a MEC como sendo fundamental para a migragéo, diferenciacdo e
proliferacdo de células neurais, além ter acdo na sinaptogénese, mielinizacdo,
crescimento e orientacdo axonais (Porterfield & Hendrich, 1993; Farwell & Dubord-
Tomasetti, 1999; Koibuchi & Chin, 2000; Martinez & Gomes, 2002; Trentin et al.,
2003; Martinez & Gomes, 2005). Desta forma, o menor nimero de neurbnios
encontrado nas co-culturas com astrécitos hipotiredideos pode ser relacionado a
diminuicdo da expressdo e distribuicdo de proteinas de MEC, como, por exemplo,
laminina e fibronectina. Apesar disso, outras moléculas de MEC também estdo
envolvidas neste processo, como as proteoglicanas sindecanas. Estas moléculas tém sua
expressdo regulada pelo T3, efeito mediado pelo FGF,, j& que servem de co-receptores

para este fator, e os efeitos do hipotireoidismo na expressdo destas moléculas no
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desenvolvimento do SNC ja foram bem descritos por Mendes de Aguiar e
colaboradores (b) (2008).

O segundo grupo de experimentos foi realizado no intuito de verificar se o
tratamento dos astrocitos hipotiredideos com o horménio T3 recuperaria a condicdo
eutiredidea dos neurbnios e em qual concentracdo do hormonio isto ocorreria. Estas co-
culturas foram realizadas sobre culturas primarias de astrocitos mantidas durante os
cinco dias de tratamento com meio de cultura sem SBF, o que pode explicar a queda no
desenvolvimento neuronal observada no controle. Por outro lado, as co-culturas de
astrdcitos-neurbnios normais ou hipotiredideos, sem o tratamento com T3, sdo mantidas
ao longo de todo o tempo de cultura na presenca de SBF. O fato do SBF néo ter sido
utilizado durante o tratamento se deve ao fato de que ele contém consideraveis
quantidades dos hormdnios tireoidianos (revisado em Dezonne et al, 2009), o que
influenciaria no resultado. Portanto, as diferencas no nimero de neurénios encontrados
nestes dois tipos de co-culturas podem ser explicadas pelas diferencas nos protocolos.

Apesar do aumento no crescimento neuronal ter sido mais pronunciado nas
maiores concentracdes do horménio, mesmo a condigéo de tratamento com 0,5 nM de
T; ja foi suficiente para que o aumento no nimero de neurdnios fosse significativo em
relagdo ao controle, e este resultado pode ser explicado pelas concentragdes de Tj
utilizadas serem semelhantes as encontradas no plasma dos mamiferos (cerca de 0,9 a

2,8 nM) (Davies et al., 2002).

Como ja foi discutido anteriormente, a quantidade de moléculas secretadas pelos
astrocitos é muito grande, indo muito além da secrecdo de fatores de crescimento como
0 FGF e 0 NGF. Os astrécitos também secretam moléculas de matriz extracelular como

laminina, fibronectina e proteoglicanas, moléculas de adesdo celular e até
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neurotransmissores, como o0 glutamato (Dow & Wang, 1998). O tratamento de
astrocitos hipotiredideos com T3 promoveu aumento na imunorreatividade e na area de
distribuicdo de laminina e fibronectina nestas culturas (Mendes de Aguiar, 2008), o0 que
pode explicar o aumento progressivo do nimero de neurdnios ao longo da curva de
tratamento de T3 (0,5, 1 e 10 nM) no presente trabalho. Desta forma, o papel do
astrocito como célula provedora de moléculas sinalizadoras é indiscutivel.

Apesar disso, o fato dos astrdcitos estabelecerem contatos célula-célula atraves
de jungdes gap evidenciou uma necessidade de estabelecer se o papel da astroglia no
crescimento neuronal devia-se apenas aos produtos secretados ou Se 0s contatos
neurbnios-astrécitos também contribuem para este processo, ja que este tipo de contato
se mostrou importante em outros modelos (revisado em Martinez & Gomes, 2005). Para
isto, foram feitos experimentos onde os neur6nios eram cultivados diretamente sobre
poli-ornitina e mantidos por 24 horas em meio condicionado por astrocitos
hipotiredideos tratados com T3 Todas as condicdes foram pobres em neur6nios,
apresentando numero de células muito inferior ao encontrado quando estes eram
cultivados sobre uma monocamada de astrécitos. Mesmo assim, a importancia dos
fatores secretados pelos astrdcitos ndo pode ser descartada, ja que todas as culturas que
receberam meio condicionado tratado com T3 apresentaram aumento no crescimento
neuronal significativo em relacdo as culturas neuronais que receberam o meio
condicionado por astrdcitos hipotiredideos sem 0 mesmo tratamento. Em trabalhos
anteriores realizados por nos e outros autores, foi demonstrado que T3 induz astrdcitos
cerebelares a secretar uma combinacdo de fatores de crescimento, incluindo FGF;
(Trentin et al., 2001) e EGF (Gomes et al., 1999; Martinez & Gomes, 2002). Além
disso, Mendes de Aguiar e colaboradores (a) (2008) demonstraram que o tratamento

com T3 afeta diretamente a captacdo de glutamato, através do aumento dos
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transportadores de glutamato GLAST e GLT-1. Este transporte de glutamato ndo € so6
importante para manter os niveis extracelulares do neurotransmissor em concentragdes
fisiologicas, mas também é necessario para a producdo de energia destas células e para a
sintese de glutationa, um tripeptideo com funcdes antioxidantes essenciais para 0 SNC.
(Mendes de Aguiar, 2008)

No presente trabalho, mesmo a menor concentracédo de T3 foi capaz de aumentar
em quatro vezes o nimero de neurbnios por campo, em comparagdo ao controle. Este
valor corresponde ao dobro do aumento visualizado no experimento das co-culturas
tratadas com T3 mostrando que os fatores de crescimento presentes no meio
condicionado atuam na manutencdo do ndmero celular. Apesar disto, 0 nimero absoluto
de neurdnios foi muito maior em co-cultura, em relacdo ao observado em cultura
primaria, apenas com o meio condicionado dos astrécitos. Estes resultados corroboram
0s encontrados em estudos similares, como o realizado por Martinez (2005), que
encontrou um aumento de 60% no numero de neurdnios quando estes eram cultivados

sobre monocamada de astrécitos, em condi¢des semelhantes de cultivo.
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6. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a melhor
condicdo para o desenvolvimento neuronal a secrecdo de fatores pelos astrocitos em
resposta ao horménio tireoidiano. Assim sendo, monocamadas de astrocitos normais
foram mais eficientes em manter o desenvolvimento de neurénios, tanto eutiredideos
quanto hipotiredideos. Além disso, o contato glia-neurénio também se mostrou
fundamental para o crescimento neuronal, ja que o crescimento neuronal foi
drasticamente reduzido em culturas primarias de neurdnios. Com relacdo ao tratamento
com T3, este se mostrou capaz de reverter a deficiéncia no crescimento neuronal causada
pelo hipotireoidismo e que a concentragcdo requerida para isto ndo é necessariamente
superior a fisioldgica. Portanto, o horménio da tiredide influencia o desenvolvimento
neuronal por diferentes mecanismos, como contato célula-célula e célula-matriz

extracelular e através de fatores de crescimento sollveis.
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