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RESUMO

O hipotireoidismo congénito gera uma variedade de alteracbes
neuroquimicas e morfofisioldgicas que podem estar relacionadas a
déficits cognitivos e falhas no desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC). No presente estudo investigou-se as consequéncias do
hipotireoidismo congénito no cortex cerebral e hipocampo de ratos em
desenvolvimento, bem como o possivel efeito do horménio 3,3°,5’-
triiodo-L-tironina (T3 reverso; Tar) em reverter as alteracdes
neurogquimicas e morfoldgicass ocasionadas pela auséncia dos
horménios da tireoide (HTs) no hipocampo de ratos de 15 dias de idade.
O hipotireoidismo congénito foi induzido com propiltiouracil (PTU)
0,05% na &gua de beber de ratas Wistar prenhas, desde o 8° dia
gestacional até os filhotes completarem 15 dias de idade. O cortex
cerebral e o hipocampo de ratos eutireoideos e hipotireoideos foram
utilizados para investigar possiveis danos no sistema de glutamatérgico
e no sistema redox nessas estruturas cerebrais. O estudo foi dividido em
3 partes: i) e ii) capacidade do Tsr em recuperar os danos gerados pelo
hipotireoidismo no hipocampo de ratos em desenvolvimento; iii) estudo
do efeito do hipotireoidismo congénito no cdrtex cerebral de ratos em
desenvolvimento. Nos estudos i e ii demonstrou-se que 0s danos
neuroquimicos induzidos pelo hipotireoidismo congénito em hipocampo
de ratos em desenvolvimento podem ser revertidos, pelo menos em
parte, pelo tratamento com Tar ex vivo (1nM por 30 min) ou in vivo (50
ng/Kg por 3 dias consecutivos). O hipotireoidismo levou a alteracdo no
metabolismo do glutamato, bem como, desregulacdo na fosforilagdo do
citoesqueleto, acumulo de Ca?* intracelular, inducdo do estresse
oxidativo e reducdo da densidade de neurdnios NeuN positivos em
hipocampo de ratos em desenvolvimento. O Tsr foi capaz de reverter
estes danos tanto ap6s exposicdo por 30 minutos quanto por 3 dias
consecutivos, demonstrando que esse horménio atua por mecanismos
ndo gendmicos rapidos e sustentados em hipocampo de ratos em
desenvolvimento. Desta forma fornecemos evidéncias que o Tar é um
metabolito ativo dos HTs e estes resultados representam uma importante
contribuicdo para elucidar o mecanismo de acdo ndo classico desse
metabdlito no SNC em desenvolvimento.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, Tsr, Sistema glutamatérgico,
Estresse oxidativo, sistema redox, citoesqueleto.






ABSTRACT

Congenital hypothyroidism is associated with neurochemical and
morphophysiological changes whitin the brain, leading to cognitive
deficits and misdevelopment of the central nervous system (CNS). In
the present study we investigated the effects of congenital
hypothyroidism on the cerebral cortex and hippocampus of developing
rats. It was also evaluated the possible effect of the hormone 3,3',5'-
triiodo-L-thyronine (reverse Ts; rTs) in reversing neurochemical and
morphological changes caused by the absence of thyroid hormones
(THs) in the hippocampus. Congenital hypothyroidism was induced
with 0.05% propylthiouracil (PTU) in the drinking water of pregnant
Wistar rats, from the 8th gestational day until the offspring completed
15 days of age. The cerebral cortex and hippocampus of euthyroid and
hypothyroid rats were used to investigate possible damage to the
glutamatergic system and the redox system of developing rats. The
study was divided into three parts: i) and ii) ability of rT3 to restore the
hypothyroid-induced cell damage to the hippocampus of developing
rats; iii) the histological and neurochemical effects of hypothyroidism in
the cerebral cortex of developing rats. Results from studies i and ii have
shown that neurochemical damage induced by congenital
hypothyroidism in hippocampus of developing rats can be reversed, at
least in part, by ex vivo and in vivo treatment with rTs. Hypothyroidism
leads to intracellular Ca?* accumulation, glutamate excitotoxicity,
affects cytoskeletal dynamics, decreases the NeuN-positive neuronal
density and induces oxidative stress in hippocampus of developing rats.
These results were reverted by rTs through non-genomic and sustained
mechanisms in the hippocampus of developing rats. Thus, we provide
evidence that rTs is an active metabolite of THs. These results represent
an important contribution to elucidate the non-classical mechanism of
action of this metabolite in the developing CNS.

Keywords: Congenital hypothyroidism, rTs, Glutamatergic system,
Oxidative stress, redox system, cytoskeleton.
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1 INTRODUCAO

O hipotireoidismo congénito é um distlrbio endécrino que se
refere & diminuicdo ou a auséncia dos horménios da tireoide ao nascer,
podendo ser classificado como permanente ou transitério, dependendo
de sua etiologia (Rastogi e Lafranchi, 2010; Grasberger e Refetoff,
2011). O hipotireoidismo transitorio é atribuido principalmente a
disturbios na tireoide materna (Teng et al., 2013). Sendo que até a
completa maturagdo da glandula tireoide os fetos sdo totalmente
dependentes das concentra¢es hormonais maternas (Williams, 2008;
Ghanbari e Ghasemi, 2017).

Os hormoénios da tireoide (HTs), 3,5,3’-triiodo-L-tironina (T3) e
tiroxina (T4), sdo essenciais para o correto desenvolvimento celular e
metabolismo nos vertebrados (Zamoner, Royer, et al., 2007; Barez-
Lopez e Guadano-Ferraz, 2017). Na tltima década, os efeitos do 3,3°,5’-
triiodo-L-tironina (Ts reverso; Tar), antes considerado a forma inativa
dos HTs, vem sendo estudados em diferentes tipos celulares (Farwell et
al., 2005; Zanatta et al.,, 2013), ainda o Tsr é descrito como a
iodotironina mais abundante durante o periodo fetal (Roti, 1982).

O sistema nervoso central (SNC) em desenvolvimento é
particularmente sensivel a deficiéncia na sinalizagdo dos HT. O
hipotireoidismo congénito ndo tratado pode causar cretinismo, atraso
neurocognitivo e retardo mental (Porterfield e Hendrich, 1993; De
Escobar et al., 2008; Berbel et al., 2009). Ainda, ja foi observado
comprometimento dos processos de memoria e aprendizado tanto em
humanos quanto em roedores com essa deficiéncia dos HTs (Berbel et
al., 2001). No entanto a gravidade desses danos é dependente do tempo
e da causa do déficit hormonal (Kunitake et al., 1989; Morreale De
Escobar et al., 2000; Wong e Leung, 2001; Zoeller e Rovet, 2004).

Neste contexto, os HTs sdo considerados fundamentais nos
processos de mielinizacdo (Fernandez et al., 2009), neuritogénese
(Martinez e Gomes, 2002), maturacdo dos sistemas de
neurotransmissores (Bauer e Whybrow, 2001), plasticidade sinaptica
(Vallortigara et al., 2008; Fernandez et al., 2009), fosforilacdo dos
filamentos intermediarios (Zamoner et al., 2006b; Zamoner, Heimfarth,
Oliveira Loureiro, et al., 2008; Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur,
2008) e regulacdo de canais ibnicos (Madeira et al., 1988; Zamoner,
Royer, et al., 2007).

Os HTs podem atuar nas células cerebrais de diferentes
maneiras: através de mecanismos de sinalizacdo genémicos, classicos,
pela interacdo do Ts com os receptores nucleares ocasionando a
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modulacdo da expressdo génica (Williams, 2000), ou por mecanismos
ndo gendmicos, rapidos, independentes da ativacdo de receptores
nucleares (Davis et al., 2005). Neste sentido, o dimero de integrina av33
tem sido sugerido como um provavel receptor de membrana para 0s
HTs, tendo maior afinidade para o T4 e 0 Tar do que para o Ts (Plow et
al., 2000; Bergh et al., 2005), enquanto o receptor nuclear para os HTs
interage com T3, mas € pouco responsivo aos demais HTs (Davis et al.,
2008).

Considerando nossos dados e evidéncias na literatura que o
horménio Tsr poderia desempenhar papéis bioldgicos no cérebro de
ratos hipotireoideos em desenvolvimento, abordamos no presente estudo
a capacidade do Tar restaurar a homeostase do sistema glutamatérgico
bem como a atividade de enzimas envolvidas no sistema de defesa
antioxidante, além do papel do receptor de integrina ovp3. Ainda,
investigamos a implicacdo do Tsr no metabolismo energético e na
fosforilagdo da proteina glial fibrilar &cida (GFAP). Para isso,
utilizamos um modelo experimental de hipotireoidismo congénito em
ratos com foco em mecanismos gendmicos e ndo gendmicos de acdo do
hormdnio através de acBes rapidas ex vivo e classicas in vivo do Tar no
hipocampo de filhotes imaturos. Utilizamos analises de “docagem”
molecular para propor que as a¢des do Tar podem estar relacionadas
com a interagdo do hormdnio com o receptor de integrina avp3 na
superficie celular.

A elucidacdo dos efeitos do Tar, considerado um metabdlito
inativo dos HTs, no SNC podera fornecer alvos moleculares de acdo
hormonal direcionados a terapia ou reversdao dos danos causados por
disfungdes da tireoide.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Elucidar possiveis desequilibrios histolégicos e na homeostase
do sistema glutamatérgico, sistema de defesa antioxidante, no
metabolismo energético no hipocampo e cortex cerebral de ratos
hipotireoideos em desenvolvimento e verificar o possivel efeito
bioldgico do horménio Tsr apds tratamento ex vivo e in vivo no
hipocampo destes animais.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar a capacidade do tratamento com o horménio Tsr em
restaurar os efeitos do hipotireoidismo congénito no sistema
glutamatérgico no hipocampo de animais em desenvolvimento;

e Avaliar o efeito do Tsr no metabolismo energético no
hipocampo de ratos hipotireoideos em desenvolvimento;

e Determinar a possivel interacdo entre 0 Tar e 0 receptor de
integrina avp3 através de ensaios de “docagem” molecular;

e Estudar o efeito do Tsr na fosforilagdo da Proteina Glial Fibrilar
Acida em fatias de hipocampo de ratos hipotireoideos em
desenvolvimento;

e Investigar o efeito da administracdo in vivo do Tar sobre
parametros morfoldgicos no hipocampo de ratos hipotireoideos
em desenvolvimento;

e Determinar se o tratamento in vivo com o hormdnio Tar é capaz
de reverter os efeitos do hipotireoidismo congénito sobre
pardmetros do estresse no hipocampo de ratos em
desenvolvimento.

e Estudar os efeitos do hipotireoidismo congénito sobre a
captagdo e o metabolismo do glutamato no cértex cerebral e
hipocampo de animais hipotireoideos;

e Auvaliar o efeito do hipotireoidismo congénito no transporte de
amino&cidos neutros no cértex cerebral de animais submetidos
ao modelo experimental de hipotireoidismo congénito;

e Determinar pardmetros de estresse em fatias de cortex cerebral
de animais hipotireoideos;
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Estudar o efeito do hipotireoidismo congénito sobre parametros
histol6gicos no cortex cerebral de ratos;

Avaliar a funcdo locomotora dos animais com hipotireoidismo
congénito.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 HORMONIOS DA TIREOIDE

Os HTs tém um papel chave no sistema enddcrino, controlam o
metabolismo global do corpo, a sintese de proteinas, a proliferacao
celular, o desenvolvimento neural, o crescimento normal e a maturagao
dos ossos, bem como as funcgBes cardiovascular, reprodutiva e renal
(Bernal et al., 2003; Boelaert e Franklyn, 2005; Zamoner, Funchal, et
al., 2007; Patrick, 2009; Zamoner e Pessoa-Pureur, 2011; Zamoner et
al., 2011; Mullur et al., 2014; Ramos e Zamoner, 2014; Mondal et al.,
2016; Barez-Lopez e Guadano-Ferraz, 2017). Os HTs sdo sintetizados e
liberados pela glandula tireoide por um complexo processo que envolve
a captacdo do iodeto da circulacdo sanguinea através do sistema de
simporte Na*/l- (Dai et al., 1996). A tireoide normal mantém uma
concentracdo de iodeto livre 20 a 50 vezes maior que a do plasma,
dependendo da quantidade de iodo disponivel e da atividade da
glandula. Uma vez no meio intracelular, o iodeto é oxidado na presenca
de peroxido de hidrogénio pela acdo da tireoperoxidase (TPO) sob a
influéncia da tireoglubulina, uma glicoproteina que contém cerca de 115
residuos de tirosina; a iodacdo desses residuos é capaz de produzir os
HTs. As tirosinas iodadas sdo combinadas para formar a L-tiroxina
(3,3',5,5'-tetraiodotironina; L-T4), a triiodo-L-tironina (3,3’,5-triiodo-L-
tironina; T3) e o T3 reverso (3,3',5'-triiodo-L-tironina; Tar) (Kohrle,
1999; Brent, 2012).

No sistema enddcrino, o hipotdlamo e a hipdfise controlam a
producdo dos HTs pela glandula tireoide. Neurbnios hipotalamicos
secretam o horménio de liberacdo da tireotrofina (TRH), que por sua
vez induz a liberagcdo do hormonio estimulante da tireoide (TSH) pela
hipdfise. O TSH atua em receptores de membrana das células foliculares
da glandula tireoide, estimulando a sintese e a liberacdo dos HTs. Uma
vez na corrente sanguinea, esses hormonios exercem funcdes especificas
em 6rgdos alvo. A agdo combinada do hipotalamo, hipofise e glandula
tireoide, é conhecida como eixo hipotalamo-hipo6fise-tireoide. Este eixo
é responsavel pelo controle das concentracdes de TRH e TSH através de
um sistema de retroalimentacdo negativa, no qual as concentracfes
plasmaticas dos HTs modulam negativamente a liberagdo hormonal,
tanto no hipotalamo como na hipéfise (Lechan e Fekete, 2004; Boelaert
e Franklyn, 2005; Brent, 2012).

Sabe-se que a biodisponibilidade dos HTs durante a vida fetal
apresenta diferencas entre humanos e algumas outras espécies. Em
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humanos, a secrecdo de T4 e T3 € regulada pela da glandula tireoide do
feto a partir da segunda metade da gestagdo; em ratos, isso sO €
observado a partir da segunda semana de vida pds-natal. O rato é,
portanto, totalmente dependente das concentracdes de HTs maternas ao
longo de toda vida fetal (Forhead e Fowden, 2014; Barez-Lopez e
Guadano-Ferraz, 2017; Ghanbari e Ghasemi, 2017). O mecanismo de
regulacdo da atividade da tireoide, que envolve o eixo hipotadlamo-
hipdfise-tireoide, bem como a regulacdo dos HTs na gravidez estdo
representados esquematicamente na Figura 1.

Apbs a biossintese, 0 T4 - 0 principal horménio produzido e
secretado pela glandula tireoide, € transportado e distribuido na
circulacdo periférica através de sua associacdo com proteinas de ligacao,
como a globulina de ligagdo de tiroxina, transtirretina e albumina. Sua
internalizacdo nas células ocorre através da associagdo com
transportadores acoplados a membrana como os de monocarboxilato 8
(MCT8) e monocarboxilato 10 (MCTO) (Kohrle, 1999; Mondal et al.,
2016). Desta maneira, o T4 é amplamente distribuido nos tecidos
periféricos, podendo inclusive atravessar as barreiras placentaria e
hematoencefalica. Uma vez dentro das células, o T, pode ser
metabolizado a T3, considerado o HT biologicamente ativo sobre a
modulagdo da transcricdo génica, ou ainda, ser metabolizado a Tar,
sendo esta iodotironina descrita como a mais abundante durante o
periodo fetal (Chopra et al., 1975; Roti et al., 1982; Farwell et al.,
2005).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do eixo hipotalamo-hip6fise-tireoide e a
gestacéo
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A sintese e a liberagdo dos HTs reguladas pelo eixo hipotalamo-hipofise-tireoide. O
horménio de liberacdo da tireotrofina (TRH), liberado pelo hipotalamo, induz a
liberagdo do horménio estimulante da tiroide (TSH) pela hipofise, que estimula a
sintese e liberagdo dos HTs. As concentracdes de TRH e TSH sdo controladas por
um sistema de retroalimentacdo negativa. Os HTs sdo transportados para o espago
extratireoidal através de proteinas de ligacdo como a globulina de ligagdo a tiroxina,
transtirretina e albumina. O T4 é capaz de atravessar a barreira placentaria sendo as
concentragfes maternas fundamentais no periodo embrionario. Uma vez dentro das
células os HTs podem ser desiodados por desiodases teciduais.

Fonte: Adaptado de Tingi, 2016.

As reacGes de metabolizacdo dos HTs sdo catalisadas pelas
desiodases teciduais, que sdo um conjunto de selenoenzimas expressas
em todas as espécies de vertebrados em 3 isoformas (D1, D2, D3), essas
desiodases se diferem por suas propriedades cataliticas, mecanismos de
regulagdo e padrbes de expressdo durante o desenvolvimento, sendo
especificas para cada tecido (Bianco et al., 2002; Boelaert e Franklyn,
2005). A atividade das desiodases consiste na remocdo dos iodos
presentes nos anéis fendlico (externo) e tirosinico (interno) dos HTS,
especificamente nas posi¢des 5” e 5 (Bianco et al., 2002).

A D1 tem atividade sobre os anéis tirosinico e fendlico, desta
maneira esta isoenzima pode converter T, em T3 ou Tar, assim como



36

produzir 3,3°-T» a partir do T3 ou Tar (Gereben et al., 2008). Semelhante
a atividade da D1, a D2, também catalisa, porém com mais eficiéncia a
producdo de T3 através da desiodacdo do T, agindo diretamente no anel
fenolico (Sagar et al., 2007). Ndo obstante, a D3 é responsavel por
remover o iodo somente do anel tirosinico, desta forma converte 0 Ts
em Tar e 0 Tzem To, esses metabolitos apresentam baixa afinidade com
0 receptor nuclear dos HTs (Kohrle, 1999). As reacGes de desiodacdo de
Taa T3 0u a Tar estdo representadas esquematicamente na Figura 2.

Figura 2 - Desiodagéo enzimética dos hormdnios da tireoide pelas desiodases
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A metabolizacdo do hormonio T4 para Ts € catalisada pelas desiodases D1 e D2. A
metabolizacdo de T4 a Tar ocorre pela atividade D1 e D3. Fonte: O autor

Uma forte caracteristica das desiodases € seu padrao de expressao
tecidual. O figado, o rim, a glandula tireoide e a glandula pituitaria
expressam altos niveis de D1, com menores quantidades no encéfalo e
células do tecido adiposo (Berry et al., 1991). Em contraste, a D2 ¢é a
mais abundante na glandula pituitaria e no tecido adiposo marrom de
roedores, com quantidades significativas observadas no sistema nervoso
central (Ortega et al., 2012). A D3 é uma proteina de membrana que
contém um Unico dominio transmembrana entre os residuos 16 e 41
(Baqui et al., 2003). Esta localizacdo favorece a funcdo da D3 na
placenta, Utero e cérebro e figado fetais, limitando a passagem dos HTs
maternos para o feto (Gereben et al., 2008).

A acdo determinante da D3 no cérebro catalisa a formacéo dos
metabdlitos Tsr a partir do T4 e de T2 a partir de Ts (Peeters e Visser,
2000). O Tar foi considerado durante muito tempo um metabdlito
inativo do T4, mas hoje j& sdo conhecidas vérias acbes deste hormonio,
que atua provavelmente por meio da interacdo com receptores de
membrana para os HTs (Farwell e Dubord-Tomasetti, 1999; Peeters e
Visser, 2000; Farwell et al., 2005; Zanatta et al., 2013; Mondal et al.,
2016).
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2.1.1 Mecanismos moleculares de acdo dos hormonios da tireoide

2.1.1.1 Mecanismo classico, genémico, de acdo dos hormodnios da
tireoide

O T3 é considerado o HT biologicamente ativo em relagdo a
modulacdo da expressdo génica, tendo fundamental importancia na
regulacdo do metabolismo de inimeros tecidos, tanto durante a fase de
desenvolvimento, quanto na fase adulta. Em conjunto, os HTs sdo
essenciais para o desenvolvimento e fungdes neurais (Anderson, 2001;
Bernal et al., 2003; Zamoner et al., 2005; Cattani et al., 2013), bem
como para fungdes do sistema cardiovascular (Patrick, 2009), sistema
reprodutor (Holsberger e Cooke, 2005; Zamoner et al., 2005; Zamoner
et al., 2006a; Zamoner et al., 2011; Zanatta, Zamoner, Goncalves,
Zanatta, Bouraima-Lelong, Bois, et al., 2011; Zanatta et al., 2013), entre
outros.

O mecanismo cléssico de agdo do Ts é mediado através de
receptores nucleares para os HTs (TRs), 0os quais apresentam alta
afinidade para o horménio T (Ikeda et al., 1994). Os TRs pertencem a
uma superfamilia de receptores nucleares, que também incluem
receptores para retinoides, vitamina D, acidos graxos e prostaglandinas
(Evans, 1988). Os TRs sdo codificados por dois genes, denominados
TRa e TR, localizados em diferentes cromossomos, sendo que quatro
importantes isoformas dos TRs foram bem caracterizadas em seres
humanos (TRal, TRa2, TRB1 e TRP2) (Plow et al., 2000; Williams,
2000).

Uma vez captados pelas células, os HTs exercem uma série de
efeitos, dependentes ou independentes da interacdo com os TRs. A
classica forma de acdo dos HTs envolve a formagdo do complexo TR-
Ts, 0 qual se liga na forma de homo ou heterodimero em regiGes
especificas do DNA, conhecidas como elementos de resposta dos
horménios da tireoide (TREs), que estdo localizadas na regido
promotora dos genes alvo. A intera¢cdo do Tz com o TR favorece a
formacéo de heterodimeros com o receptor retinoide X (RXR). Durante
este processo, proteinas conhecidas como corepressoras ou coativadoras
sdo recrutadas na regido promotora do gene alvo. Este mecanismo leva a
uma modificagdo na cromatina e na regulacdo da transcrigdo génica
(Bassett et al., 2003; Boelaert e Franklyn, 2005). O horménio T4
também pode atuar através dos receptores nucleares; entretanto, a
afinidade de ligagdo destes receptores ao Ts € bem maior do que ao T4
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(lkeda et al., 1994). O mecanismo classico de acdo dos HTs estd
representado na Figura 3.

Figura 3 - Mecanismo cléssico de a¢do dos hormdnios da tireoide
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Modulagdo negativa ou positiva da expressdo génica

Os transportadores de monocarboxilato transportam os horménios da tireoide T4 e
Tz para o interior da célula, onde estes podem ser desiodados, pela acdo das
desiodases teciduais (D1, D2, D3). O Ts interage com o receptor nuclear para 0s
hormdnios da tireoide (TR), favorecendo a formacdo de heterodimeros com o
receptor RXR, que interagem com os elementos de resposta dos hormdnios da
tireoide (TRE), acarretando na modulagao da expressdo génica.

Fonte: Adaptado de Brent (2012).

2.1.1.2 Acdes ndo genbmicas dos horménios da tireoide

Diferentemente dos efeitos gendmicos, as agcBes ndo gendmicas
ocorrem rapidamente e ndo sdo afetadas por inibidores de sintese
proteica (Bitiktas et al., 2017). Neste contexto, ja sdo conhecidos sitios
de ligagdo na membrana celular para os HTs. O primeiro estudo
descrevendo a existéncia destes sitios foi na membrana de células
vermelhas do sangue (Schwartz et al., 1967).

Décadas depois, Farwell e colaboradores (1995) sugeriram que a
integrina avp3 poderia ser um possivel receptor de superficie para os
HTs. O sitio de reconhecimento Arg-Gly-Asp (RGD) na integrina avf3
foi descrito como o local responsavel por mediar a interagdo com o0s
HTs (Bergh et al., 2005). Nesse contexto, o peptideo RDG pode atuar
como antagonista da interacdo dos HTs com o receptor de integrina
avp3 (Vinatier, 1995; Kumar, 1998), enquanto o tetrac, um analogo do
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T4, também pode interferir na ligagdo dos HTs com a integrina avf3
(Bergh et al., 2005).

As integrinas sdo uma familia de moléculas de adesdo celular,
gue estdo envolvidas com interacdo celular, tanto com outras células
como também com moléculas da matriz extracelular (Hynes e Lander,
1992). Essas moléculas sdo expressas na superficie celular como
heterodimeros constituidos de subunidades o ¢ 3, nos mamiferos podem
se combinar de diferentes maneiras e desta forma produzir cerca de 25
diferentes formas de heterodimeros de integrina (Hynes, 1992).

Do ponto de vista estrutural, as integrinas sdo glicoproteinas
transmembranas com um grande dominio extracelular e um pequeno
dominio transmembrana e citoplasmatico. Foi demonstrado que a
interacdo dos HTs, Tz e T4, com a integrina avp3 ativa a via de
sinalizacdo de proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK) e desta
maneira, inicia eventos intracelulares mediados por esta via de
transducdo de sinal, incluindo a modulagéo da transcricdo génica (Bergh
et al., 2005).

A interagdo desses hormdnios com a integrina avp3 também pode
levar a ativacdo da proteina cinase regulado por sinal extracelular
(ERK1/2), culminando em ag¢des locais de membrana como no sistema
de transporte de ions, tais como a modulagdo do trocador H*/Na*,
afetando a concentracdo intracelular de Na* e o pH intracelular
(D'arezzo et al., 2004). Sabe-se que um grande nimero de mecanismos
celulares ndo gendmicos estdo envolvidos no sistema de transporte de
fons, entre estes Na*, K* e Ca?*, e estes efeitos parecem ser relevantes
para a funcdo neural (Zamoner, Royer, et al., 2007; Davis et al., 2010;
Zamoner e Pessoa-Pureur, 2011).

Além disso (Zamoner, Royer, et al., 2007) descreveram que 0 T3
e 0 T4 aumentam o influxo de Ca?* no cortex cerebral de ratos em
desenvolvimento, levando & uma oscilagdo intracelular do ion através
dos canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) dotipoLe T. A
identificacdo do Ca?* como primeiro mensageiro para a acdo do T3 na
membrana plasmatica enfatiza a captacdo de Ca?* como um evento
pioneiro ap6s a ligagdo do hormdnio com seu receptor de membrana
(Zamoner, Funchal, et al., 2007; Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur,
2008).

Hé& algumas décadas, Faivre-Sarrailh e Rabie (1988) descreveram
que o tratamento agudo com T, € capaz de restaurar a reducdo dos
filamentos de actina no cerebelo de ratos hipotireoideos. Esse estudo
demonstrou pela primeira vez a capacidade dos HTs para regular a
dindmica do citoesqueleto, um componente estrutural essencial para a
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migracdo celular e interacdo da célula com o ambiente. Posteriormente,
demonstrou-se que a formacdo de filamentos de actina (F-actina) em
astrocitos pode ser modulada pelos hormdnios T4 ou Tar através de
mecanismos rapidos, ndo gendmicos, no entanto, ndo foi observado o
mesmo efeito com o Tz (Farwell et al., 2005). A formacéo de F-actina e
a organizacdo dos microfilamentos na migracdo de neurbnios do
cerebelo também € dependente dos horménios T4 e Tar, consistente com
achados anteriores que descreveram que a polimerizacdo da actina em
astrocitos é regulada por esses horménios (Farwell e Dubord-Tomasetti,
1999).

Nosso grupo de pesquisa também observou a¢es ndo gendmicas
do Ts e do T4 sobre a fosforilagio do citoesqueleto, através de
mecanismos GABAergicos em cortex cerebral de ratos de 10 dias de
idade (Zamoner et al., 2006). Contudo, em animais hipotireoideos com
15 dias de idade, apenas 0 T4 foi capaz de estimular a fosforilagdo de
filamentos intermediarios no coértex cerebral desses animais. O
mecanismo de acdo do T, foi independente dos neurotransmissores
GABA, L-glutamato, noradrenalina e ATP, enfatizando desta forma que
0s HTs atuam sobre as células neurais por mecanismos distintos e
dependentes do estagio do desenvolvimento.

2.2 HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

O hipotireoidismo congénito é um distarbio enddcrino que se
refere a diminuicdo ou a auséncia dos HTs ao nascer, podendo ser
classificado como permanente ou transitorio, dependendo de sua
etiologia (Rastogi e Lafranchi, 2010; Grasberger e Refetoff, 2011). O
hipotireoidismo congénito permanente ocorre em 85% dos casos devido
a anomalias relacionadas ao desenvolvimento da glandula tireoide do
feto e em menor incidéncia (10 — 15%) por distlrbios na sintese,
metabolismo ou transporte dos HTs (Rastogi e Lafranchi, 2010;
Grasherger e Refetoff, 2011). Ja o hipotireoidismo transitorio é
atribuido principalmente a disturbios na tireoide materna (Teng et al.,
2013).

A incidéncia do hipotireoidismo congénito transitério € menos
observada em éreas ricas em iodo como Estados Unidos e Canada,
afetando cerca de 1:5000 nascidos vivos (Ordookhani et al., 2008;
Ghanbari e Ghasemi, 2017). Dados recentes, publicados nas Diretrizes
de Consenso sobre o rastreio, diagndstico e gestdo de hipotireoidismo
congénito da Sociedade Europeia de Endocrinologia Pediétrica, relatam
que o hipotireoidismo congénito afeta até 1:2000 recém-nascidos na
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Europa (Leger et al, 2014). No Brasil, a incidéncia é de
aproximadamente 1:2595 a 1:4795 nascidos vivos (Ramos et al., 2008;
Magalhaes et al., 2009; Maciel et al., 2013).

A triagem neonatal no Brasil é realizada conforme a Portaria
GM/MS n° 822, de 6 de junho de 2001, por meio da medida do TSH em
amostra de sangue colhida em um papel filtro (Teste do Pezinho),
seguida de medida do T4 (total ou livre) em amostras de soro quando o
TSH é superior a 20 mUI/L. O tratamento precoce com doses elevadas
de levotiroxina parece ser 0 mais adequado para pacientes com
hipotireoidismo congénito (Fisher, 2000; Maciel et al., 2013; Leger et
al., 2014).

A inducdo do hipotireoidismo neonatal em ratos tem sido
largamente utilizada para entender os mecanismos pelos quais 0s HTs
maternos exercem sua ac¢do no sistema nervoso central (SNC) em ratos
em desenvolvimento (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008;
Morte et al., 2010; Cattani et al., 2013). Sendo que a gravidade e as
condi¢cdes geradas pelo hipotireoidismo em modelos animais devem
refletir as condi¢es observadas em seres humanos.

Os modelos experimentais de hipotireoidismo durante o periodo
gestacional, associados a deficiéncia dos HTs podem ser obtidos pela
tireoidectomia materna seguida por um tratamento com drogas
antitiroidianas, ou também mantendo as ratas gravidas sob a acdo de
agentes antitiroideos, como 2-mercapto-1-metimazol (MMI) ou 6-
propil-2-tiouracil (PTU) (Morte et al.,, 2010; Ghanbari e Ghasemi,
2017).

O PTU inibe a biossintese da tireoglobulina e também tem efeitos
inibitérios sobre a biossintese dos HTs (Sue et al., 2012). Em relacdo
aos efeitos extratireoidais, o PTU e o0 MMI diminuem cerca de 85% a
ligacdo do T3 com os receptores nucleares e ainda apresentam efeito
inibitério sobre a atividade da D1 (Moriyama et al., 2007). As possiveis
acOes dos HTs do feto também sdo bloqueadas, uma vez que o PTU e
MMI atravessam a barreira placentaria (Cooper, 2005; Azizi e
Amouzegar, 2011) e sdo secretados no leite materno (Cooper, 2005;
Karras e Krassas, 2012).

Os HTs exercem um papel crucial no neurodesenvolvimento,
sendo que o hipotireoidismo congénito ndo tratado pode levar a déficits
neurolégicos e  psiquiatricos, incluindo transtorno  cognitivo,
espasticidade e distarbios da marcha e coordenacdo (Paone et al., 2016).
Contudo, o rapido diagnéstico e imediato tratamento com reposicao
hormonal com levotiroxina pode minimizar esses danos. Programas de
triagem neonatal, realizados hd mais de 30 anos nos paises



42

industrializados, tém tido grande éxito na deteccdo precoce e no
tratamento de recém-nascidos com hipotireoidismo congénito. Estudos
sobre a funcdo cognitiva de pacientes com deficiéncia dos HTs tratados
com levotiroxina logo apds o nascimento, demostraram um
desenvolvimento normal, embora danos neurocognitivos sutis foram
observados, em alguns pacientes (Bargagna et al., 1999).

Neste sentido, o desenvolvimento adequado do feto depende
tanto de sua genética (Shapira e Dolan, 2006), quanto dos ambientes
metabdlicos e nutricionais oferecidos pela mae (Tzanetakou et al.,
2011). Salienta-se que os HTs sdo essenciais para 0 metabolismo,
desenvolvimento e crescimento normais dos 6rgdos do feto (Ghanbari e
Ghasemi, 2017).

Em humanos, a glandula tireoide do feto se desenvolve a partir
do segundo trimestre de gestacdo (Williams, 2008); em ratos, a
formacéo da glandula tireoide e a produgdo dos HTs ocorre somente a
partir da segunda semana neonatal, sendo esses animais dependentes
dos HTs da méae até esse periodo (Figura 4) (Barez-Lopez e Guadano-
Ferraz, 2017; Ghanbari e Ghasemi, 2017).

Figura 4 - Desenvolvimento e maturagio da glandula tireoide em ratos
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A diferenciacéo das células tireoidianas no feto de rato acontece aproximadamente
nos dias 10-15 do periodo gestacional. Nos dias 14-16 de gestagdo, os HTs maternos
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podem se ligar a receptores em alguns 6rgédos do feto (coracédo, pulmao e figado) e
também se observa a sintese da tireoglubulina e a expressdo dos receptores de TSH
nas células da glandula tireoide fetal. Entre os dias 17 de gestacdo e 21 ap6s o
nascimento observa-se o crescimento e diferenciagdo das células tireoide, sintese e
secrecdo dos HTs. No entanto, as concentracdes e atividade dos horménios sdo mais
baixos em comparacao aos ratos adultos.

Fonte: Adaptado de Bernal, 2007.

A deficiéncia dos HTs durante a vida fetal e pds-natal pode
afetar a maturacdo do SNC e causar disfungdes irreversiveis no SNC
tanto de humanos quanto de roedores (Wong e Leung, 2001). O
hipotireoidismo neonatal provoca sintomas cardiacos, baixo ganho de
peso e manifestacdes neuroldgicas severas, como o cretinismo (Cheron
et al., 1978; Wing et al., 1994; Polak, 1998; Caffrey, 2000). O
hipotireoidismo congénito pode causar modificagdes permanentes na
morfologia e fisiologia neurais (Bernal et al., 2003; Bernal, 2015), as
quais sdo dependentes do periodo de desenvolvimento e da duracdo do
déficit hormonal (Zoeller e Rovet, 2004).

2.3 HORMONIOS DA TIREOIDE E SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Os HTs influenciam uma ampla variedade de processos durante a
maturac¢do do SNC, como a mielinizacdo, diferenciacdo e migracdo dos
neurdnios e células gliais (Bernal, 2007). A alteragdo no fornecimento
dos HTs em humanos em desenvolvimento pode levar ao retardo mental
irreversivel bem como a déficits neurolégicos. Em adultos, as acGes dos
HTs no SNC influenciam o comportamento e o humor, alteragcBes nas
concentracbes desses horménios podem levar a manifestacBes
psiquiatricas, sendo que o hipotireoidismo é descrito como a principal
causa de deméncia ndo Alzheimer (Joffe e Sokolov, 1994; Cordes et al.,
2000; Bauer e Whybrow, 2001).

Durante a primeira metade da gestacdo em humanos, antes da
maturacdo da glandula tireoidiana, o fornecimento dos HTs maternos é
de extrema importéncia para o desenvolvimento do SNC do feto. Apesar
das baixas concentracdes fetais circulantes de T4 e T3, 0S niveis de T3
aumentam no coértex cerebral durante o segundo trimestre, devido a
maior atividade da D2 (Kester et al., 2004). Desta maneira, a expressao
de D2 parece ser um importante fator regulador da acéo precoce do T3
no cérebro. Os niveis de T4 no encéfalo antes do nascimento ainda séo
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conhecidos, desta forma a hipétese de que o desenvolvimento do SNC
humano é dependente dos HTs recebeu apoio experimental a partir de
estudos com ratos (Bernal, 2007).

Os estagios de desenvolvimento dos humanos e roedores podem
ser comparados. O desenvolvimento do encéfalo dos ratos no décimo
dia de vida pos-natal equivale ao encéfalo de humanos no nascimento.
Essa relacdo também pode comparar o encéfalo do rato no momento do
nascimento ao encéfalo do feto humano entre o quinto e o sexto més de
gestacdo (Porterfield e Hendrich, 1993).

Nos modelos experimentais de ratos, o periodo critico da acdo
dos HTs no encéfalo acontece por volta do décimo oitavo dia de
gestacdo até o vigésimo primeiro dia de vida pds-natal (Porterfield e
Hendrich, 1993). Sendo assim, a maior parte das alteragdes associadas
ao hipotireoidismo nesse modelo animal sdo observadas nas primeiras
2-3 semanas de vida pds-natal, onde ocorre um aumento na secrecao dos
HTs, principalmente em regides do encéfalo que sofrem maturacéo apds
0 nascimento, como o cerebelo e o hipocampo (Clos et al., 1982;
Vincent et al., 1982; Clos e Legrand, 1990).

Ja é bem estabelecido que importantes eventos do
desenvolvimento do SNC ocorrem no inicio do desenvolvimento, como:
mielinizacdo (Fernandez et al., 2009), neuritogénese (Martinez e
Gomes, 2002), maturacdo dos sistemas de neurotransmissores (Bauer e
Whybrow, 2001), plasticidade sindptica (Fernandez et al., 2009) e
fosforilagdo dos filamentos intermedidrios (Zamoner, Funchal, et al.,
2007; Zamoner, Heimfarth, Oliveira Loureiro, et al., 2008).
Praticamente todos os eventos de maturacdo do SNC séo influenciados
pelos HTs, e muitos dos genes envolvidos nesse processo tém a sua
expressdo dependente desses horménios (Bernal, 2015). Na Figura 5
esta demonstrado a linha do tempo do desenvolvimento do cérebro fetal
e pés-natal de humanos em comparagdo com ratos, com relagdo aos
HTs.

Sabe-se que o SNC fetal de ratos é impermeavel ao Ts e que
desta maneira todo o T3 presente no cérebro destes animais é
proveniente do T4 materno (Calvo et al.,, 1990). O T4 é capaz de
atravessar a placenta e a barreira hematoencefalica, e uma vez dentro do
SNC pode ser desiodado a T3 (Grijota-Martinez et al., 2011). Diferente
do que ocorre em ratos adultos, onde a concentragdo de T3 cerebral é
derivada tanto do plasma, quanto da desiodacéo de T4 local (Galton et
al., 2007).
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Figura 5 - Resumo do desenvolvimento do cérebro fetal e pds-natal humano em
comparagao com ratos, com relagdo aos hormdnios tireoidianos
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O periodo de gestacdo do rato estd representado em dias, com o nascimento
aproximadamente no vigésimo dia de gestacdo. A marcacdo vertical em amarelo
equivale a0 momento do nascimento do rato, o que corresponde aproximadamente a
metade da gestacdo de humanos representada em 20 semanas. Ap6s 0 nascimento do
rato o sistema nervoso central assim como a glandula tiroide continuam a
maturacdo, observada a direita da linha vertical amarela. A - Representa a maturagdo
da glandula tireoide: hormdnio estimulante da tireoide (TSH), secrecdo dos
hormdnios tireoidianos, receptores nucleares dos horménios da tireoide e expressao
da desiodase tipo 2 (D2). A expressdo da desiodase tipo 3 (D3) pode ser observada
desde os primeiros estagios da gestagdo. Os hormonios da tireoide materno estéo
disponiveis para o feto por quase todo tempo de gestagdo, e se sugere que seja uma
fonte de T4, servindo como substrato para D2 e consequente formacao de Tz, como
demonstrado na seta perpendicular preta. B - Representa o tempo do
neurodesenvolvimento de alguns importantes fendmenos no sistema nervoso central,
influenciado pelos horménios da tireoide tanto em humanos como em ratos.

Fonte: Adaptado de Bernal, 2007.
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Os astrdcitos desempenham um papel central no metabolismo dos
HTs no cérebro, sendo os principais transportadores de T4 do sangue
para 0 cérebro, responsaveis pela sua conversdo para Ts, fornecendo a
forma considerada biologicamente ativa dos HTs as células neurais
(Bernal, 2015) (Figura 6). As agdes dos HTs na diferenciagdo e
maturacdo astrocitarias incluem a producdo de proteinas da matriz
extracelular e fatores de crescimento, controlado assim o crescimento
neuronal e neuritogénese (Trentin, 2006).

Figura 6 - Representagdo do papel dos astrocitos no metabolismo dos horménios
da tireoide.
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A entrada dos HTs no cérebro ocorre por dois caminhos. O primeiro é através do
transporte do T4 do plasma para o astrécito via transportadores MCT8. Uma vez no
astrocito, o T4 pode ser desiodado a T3 ou a Tar. O segundo caminho é através da
captacdo do horménio pelos neurdnios diretamente da matriz extracelular, ap6s
atravessar a barreira hematoencefalica. Nos neurdnios, o T3 pode ser desiodado a T2
por acdo da D3. Fonte: O autor.

Uma vez no SNC em desenvolvimento, os HTs exercem uma
série de efeitos importantes, sendo que no final da gestacdo controlam a
expressao de genes envolvidos na biogénese do citoesqueleto, migragao
neuronal e crescimento e ramificacdo dos neuritos no cdrtex cerebral
(Schwartz et al., 1997; Sampson et al., 2000; Dowling et al., 2001;
Chatonnet et al., 2015).
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2.3.1 Cortex cerebral como alvo da acdo dos hormonios da tireoide

O cortex cerebral corresponde a camada mais externa do cérebro
dos vertebrados sendo um elemento anatémico e funcional onde ocorre
a maior parte da interpretagdo, organizacdo e armazenamento das
informacg@es sensoriais. Para cada modalidade sensorial existe uma area
do cortex especializada em seu processamento. Desta maneira o cortex
cerebral desempenha um papel central em diversas fungdes complexas
do cérebro como na memoria, atencdo, consciéncia, linguagem,
percepcao e pensamento (Mcconnell, 1995).

De forma geral, os neurbnios do neocortex se originam na zona
ventricular (ZV), um epitélio proliferativo pseudoestratificado contendo
células progenitoras neurais multipotentes localizadas na superficie
ventricular da parede telencefdlica. Os progenitores adjacentes a
superficie ventricular sdo chamados de progenitores radiais (ou apicais),
enquanto progenitores na zona subventricular sdo denominados
progenitores intermediarios (ou basais) (Montiel et al., 2016).

Os neurdnios do neocortex sdo organizados em duas dimensfes
em relacdo a superficie cortical. Cada area é caracterizada por um
conjunto distinto de caracteristicas arquitetdbnicas (Kawamura, 2010).
Na dimensdo perpendicular, o cortex é composto por seis camadas (I, 11,
I, 1V, V e VI), sendo que cada uma é definida pela densidade
morfoldgica dos neurdnios que fazem parte da sua constituicdo. A
maioria dos neurdnios sdo granulares, fusiformes e piramidais. Desta
forma, podem ser distinguidas a area motora principal, a area sensitiva
principal e a area visual (Mcconnell, 1995). A Figura 7 apresenta uma
representacdo esquematica das camadas celulares na regido parietal do
cortex cerebral de ratos.

Figura 7 - Figura representativa das camadas moleculares da regido parietal do
cortex cerebral de ratos.

o

Plane of section

Representagdo esquematica das 6 camadas de neurdnios do cértex cerebral de ratos.
Salienta-se que essas camadas ndo possuem delimitacdo entre elas. Fonte: Adaptado
de Montiel, 2015.
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O aumento do namero de células progenitoras e a modulagdo da
citoarquitetura, sdo controlados por sinais locais e distantes durante o
desenvolvimento neocortical, resultando em mudangas e eventos
neurogénicos que conduzem alteracdes evolutivas do cérebro (Smart et
al., 2002). Neste sentido, destaca-se a interacdo do T4 com o receptor de
integrina avfB3 na regulacdo da proliferacdo de células progenitoras na
zona subventricular levando a expansdo do neocortex no cérebro em
desenvolvimento. (Stenzel et al., 2014).

Em humanos, a neurogénese do cortex cerebral ocorre em torno
da décima semana de gestagdo, contudo em ratos esse fendmeno
acontece apdés o nascimento, fazendo deste um excelente modelo
experimental para o estudo de eventos que ocorrem dentro do Gtero em
humanos (Porterfield e Hendrich, 1993). A atividade proliferativa da
camada granular externa do cdrtex cerebral de ratos ainda est4 ativa no
vigésimo dia de vida neonatal, e a auséncia dos HTs nesse periodo
resultard na organizacdo anormal do cértex cerebral, com aumento na
densidade celular bem como a reducéo dos neurdpilos (Madeira et al.,
1988; Bernal, 2015). Alguns tipos especificos de células apresentam
retardo na maturagdo e crescimento axonal, como por exemplo as
células piramidais da camada V do cértex (Ruiz-Marcos et al., 1982).

Os HTs tém extrema importancia na formagdo adequada das seis
camadas do cortex cerebral. A deficiéncia desses hormdnios durante o
periodo de desenvolvimento cortical, resulta em camadas menos
definidas em resposta a distlrbios da migracdo celular (Berbel et al.,
2001).

Um dos mecanismos pelo qual os HTs podem influenciar a
migragdo neuronal no cortex cerebral é através da regulacdo da
expressdo do gene de Reln. O produto deste gene é uma proteina de
matriz extracelular fundamental para a ordenada migracdo das camadas
neurocorticais, denominada Reelin, est4d proteina é produzida por
neurdnios localizados na camada | do neurocértex, as células Cajal-
Retzius (Marin-Padilla, 2015). As células de Retzius também tem um
importante papel na migragéo de precursores neuronais no hipocampo e
no estabelecimento de conexdes sinépticas (Del Rio et al., 1997; Bernal,
2015).
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2.3.2 Papel dos hormobnios da tireoide na fisiologia e funcdo
hipocampal

Diretamente associado ao cortex cerebral encontra-se o
hipocampo, uma estrutura do lI6bulo temporal medial que é criticamente
envolvido na consolidacdo da informacgéo a curto prazo para memdria a
longo prazo, bem como aprendizado e orientagcdo espacial (Kim e
Fanselow, 1992; Morris, 2006; Hou et al., 2013). Esta estrutura
apresenta altos niveis dos receptores nucleares para os HTs, TRal e
TRa2 (Bradley et al., 1989), diversos estudos indicam que a diminuicao
nos niveis dos HTs durante o desenvolvimento pode afetar diretamente
a formacéo do hipocampo (Bradley et al., 1989; Martinez-Galan et al.,
1997; Cattani et al., 2013; Bernal, 2015; Mercer e Thomson, 2017).

A proliferagdo e a migracdo neuronal no hipocampo ocorrem
antes mesmo do inicio da sintese fetal dos HTs, sendo totalmente
dependentes dos hormdénios maternos. Em humanos, a formacdo do
hipocampo ocorre aproximadamente entre a 16-20 semanas apds a
fertilizacdo, e em ratos esse fendmeno é observado entre 17-18 dias de
gestacdo (Williams, 2008).

Além das diferencas na migracdo neuronal, é possivel observar
diferencas na orientacéo do hipocampo ao longo do eixo em roedores e
humanos. Sua forma é longa e curva em ambas as espécies. O eixo
longitudial é descrito como ventro-dorsal em roedores e antero-posterior
em primatas. Contudo, 0 mesmo circuito intrinseco é mantido ao longo
dos eixos € entre as espécies (Insausti, 1993; Strange et al., 2014). Na
Figura 8 estdo representados o hipocampo de roedores e o de humanos.

A formacdo hipocampal inclui além do proprio hipocampo, as
areas corticais adjacentes ao qual ele esta ligado. O “cornu ammonis”
(CA) é composto pelas sub-regides: CAl, CA2 e CA3. A constituicdo
da formacdo hipocampal se apresenta como: cértex entorrinal (dividida
em cortices lateral e medial), giro denteado, CAl, CA2, CAS3,
subiculum, presubiculum e parasubiculum (Hartley et al., 2014). Tais
areas estdo envolvidas na regulagcdo emocional (regifes mais ventrais) e
processamento espacial (regides dorsais) (Strange et al., 2014). O giro
denteado é constituido de células granulares, e é considerado uma das
importantes regides do SNC, pois possui a capacidade, ao longo da vida,
de formar novos neurdnios em mamiferos (Hou et al., 2013).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da orientagdo do hipocampo ao longo do
eixo longitudinal em ratos e humanos.
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Esquema de ilustragdes da orientacdo do hipocampo ao longo do eixo longitudinal
em ratos e humanos. O eixo longitudinal é descrito como ventro-dorsal em roedores
e antero-posterior em humanos. O eixo longo completo do hipocampo (vermelho)
pode ser visto em cérebros de ratos e humanos, com o cortex entorrinal (CE)
mostrado em azul. Desenhos de secgdes transversais do hipocampo de roedores e
humanos corados com Nissl. GD, giro denteado; CA, “cornus ammonis”.

Fonte: Adaptado de Strange et al., 2014.

As conexdes neuronais no hipocampo sdo altamente ordenadas,
de maneira que o cortex entorrinal serve como porta de entrada para a
formagéo hipocampal, e 0s axbnios dos neurdnios no cdrtex entorrinal
entram no GD e assim, formam as sinapses glutamatérgicas com células
granulares do GD (Small et al., 2011). A atividade total de
neurotransmissdo do tecido cerebral representa-se predominantemente
pelo sistema glutamatérgico, sendo que no hipocampo,
aproximadamente 80 a 90% das sinapses sdo também glutamatérgicas.
A atividade do sistema glutamatérgico é responsavel pelo gasto de
aproximadamente 80% da energia do cérebro (Danbolt, 2001).

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que
0 hipotireoidismo congénito altera a fosforilagdo dos filamentos
intermediarios do citoesqueleto de neurbnios e astrocitos, bem como
induz a desregulacdo na homeostase do glutamato e na morfologia
celular, sugerindo excitotoxicidade glutamatérgica (Zamoner, Heimfarth
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e Pessoa-Pureur, 2008; Cattani et al., 2013). Além disso, pesquisadores
descreveram que animais com hipotireoidismo apresentam redugdo no
volume do hipocampo (Hasegawa et al., 2010).

2.4 SISTEMA GLUTAMATERGICO

O glutamato é o principal aminodcido excitatorio do SNC, e sua
transmissdo € mantida sob fino controle e uma vez desregulada, pode
comprometer o correto funcionamento das fungdes neurais (Mattson et
al., 2008). Apos ser liberado na fenda sinaptica, o glutamato pode
interagir com uma série de receptores e desencadear diversas fungdes
incluindo: a formacdo de redes neurais durante o desenvolvimento,
cogni¢do, memdria, movimento e aprendizado (Ottersen e Storm-
Mathisen, 1984; Gasic e Hollmann, 1992; Hanson et al., 2015).

Os receptores de glutamato (GLURS) sdo classificados como:
ionotrépicos (iGlus) e metabotropicos (mGIuRs). Os receptores
ionotropicos sdo receptores de canais ibnicos, cuja a abertura é
favorecida quando o glutamato interage com o receptor. Dentre 0s
receptores ionotrdpicos estdo os do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico) e
cainato (Meldrum, 2000). Os receptores mGIuRs por sua vez, ativam ou
inibem os sistemas de segundos mensageiros através da interacdo com
as proteinas G (Niciu et al., 2012). Estes compreendem 8 subtipos de
receptores (mGlul a mGlu8), conforme sua homologia estrutural e
funcdo farmacolégica (Coutinho e Knopfel, 2002). Além disso, 5
transportadores de glutamato foram identificados no SNC de mamiferos,
sendo dois deles predominantes nas células da glia e trés em neurénios
(Seal e Amara, 1999). O sistema de neurotransmissdo glutamatérgica
esta representado na Figura 9.

O glutamato também pode servir como precursor para a
glutamina em células gliais, e para o acido y-aminobarbitirico (GABA)
em neurdnios GABAérgicos. Além disso, o glutamato é constituinte de
proteinas e peptideos, como a GSH (y-glutamil-cisteinil-glicina),
considerada o principal antioxidante ndo enziméatico (Meister e
Anderson, 1983; Michaelis, 1998; Danbolt, 2001; Niciu et al., 2012).
Contudo, tanto a diminui¢do nas concentraces de glutamato, quanto
seu excesso podem ser prejudicais as células. A ativagdo excessiva de
receptores glutamatérgicos pode excitar as células nervosas e leva-las a
morte por meio de um processo conhecido como excitotoxicidade
glutamatérgica (Danbolt, 2001).
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A entrada do glutamato no SNC é impedida pela barreira
hematoencefalica, assim a maior parte do glutamato presente no cérebro
é sintetizado de novo pelos astrdcitos. O importante papel dos astrécitos
nesse processo, € limitar a difusdo do glutamato a partir da fenda
sindptica, apo6s sua liberacdo pelos neurdnios. A eficiéncia deste
mecanismo resulta em um constante trafego de glutamato a partir dos
neurdnios para os astrocitos, e desta forma esse aminoécido pode ser
devolvido novamente aos neurdnios através do ciclo glutamato-
glutamina ou entdo, ser degradado (Hertz et al., 1999; Popoli et al.,
2011).

Figura 9 - Sistema de neurotransmissao glutamatérgica
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A glutamina (GIn) é convertida a glutamato (Glu) pela a¢do da glutaminase ativada
por fosfato (PAG). O Glu é empacotado em vesiculas pré-sinapticas (VGLUT) e
liberado pelos neurdnios durante a neurotransmissdo. O Glu é retirado do espaco
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extracelular através dos transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS)
presentes predominantemente em células gliais. Em células gliais, Glu é convertido
a GlIn pela glutamina sintetase. Varios receptores Glu estdo presentes em neurdnios
pré e poés-sinapticos, bem como em células gliais. Estes incluem os receptores
ionotrépicos (AMPA, NMDA e cainato), hem como receptores metabotropicos
(mGIuRs). O sistema A de transporte de aminoacidos é responsavel pela captacdo
neuronal de GIn, exercendo um papel central no suprimento de GIn para a sinapse
glutamatérgica. Fonte: Adaptado de Albrecht et al. (2010) e Popoli et al. (2011).

O controle rigido das concentracBes de glutamato extracelular
tem o intuito de impedir a morte celular através da excitotoxicidade
glutamatérgica. Entretanto, quando o controle da excitacdo
glutamatérgica ¢é perdido, had uma hiperativacdo do sistema
glutamatérgico, a qual gera excitotoxicidade, devido ao aumento nos
niveis de Ca?* e Na* intracelular, desencadeando assim, uma série de
eventos que culminam em morte celular (Lipton e Rosenberg, 1994) .
Um fator crucial na manutencdo da homeostase do glutamato é o
equilibrio entre a liberacdo e captacdo de glutamato (Sanacora et al.,
2008; Albrecht et al., 2010).

2.5 METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

O metabolismo energético cerebral depende prioritariamente da
captacdo de glicose e do consumo de oxigénio. Sabe-se que as células
do SNC tém necessidades metabdlicas diferentes, sendo que o0s
neurdnios, astrocitos, oligodendrdcitos e células endoteliais dos
capilares tem uma taxa elevada de metabolismo oxidativo. Contudo,
todas as células do cérebro sdo capazes de utilizar a glicose como fonte
energética, pois possuem transportadores de glicose (GLUTS), enzimas
glicoliticas e enzimas do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA)
(Erecinska e Silver, 1990; Castro et al., 2009). Uma diminuicdo no
fornecimento de glicose para 0 SNC, gera uma rapida reducdo nos
niveis de ATP e do gradiente idnico, bem como na sintese de
neurotransmissores, como o glutamato (Erecinska e Silver, 1990). Por
outro lado, evidéncias sugerem que durante a neurotransmissao, 0
metabolismo oxidativo neuronal é dependente do lactato derivado dos
astrocitos (a hipotese do shuttle de lactato astrécitos-neurdnio), ao invés
da glicose (Castro et al., 2009; Sonnewald, 2014).

A geracdo de lactato pelos astrdcitos, ocorre por meio da
metabolizacdo da glicose. Uma vez no meio intracelular, a glicose pode
ser convertida a glicogénio, através da reacdo da enzima glicogénio
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sintase ou entdo pode ser metabolizada & piruvato via glicolise. Este
piruvato por sua vez, pode ser convertido a lactato, pela acdo da lactato
desidrogenase (LDH) ou entdo a acetil-CoA e desta forma entrar no
TCA. O a-cetoglutarato formado no TCA pode ser convertido a
glutamato (Palmada e Centelles, 1998). O diagrama de geracdo de
lactato pelos astrocitos esta representada na Figura 10.

A LDH é uma enzima tetramérica no qual duas subunidades
distintas combinam-se para formar as cinco isoenzimas (LDH-1, LDH-
2, LDH-3, LDH-4 e LDH-5). Estudos tém demonstrado que 0s
neurdnios contém predominantemente a LDH-1, principal produtora de
piruvato. Ja os astrdcitos parecem expressar a LDH-5, a qual é associada
a alta producdo de lactato (Pellerin et al., 1998). Sabe-se que 0s
astrdcitos liberam uma maior quantidade de lactato do que os neurdnios,
e que lactato € preferencialmente metabolizado em células neuronais
(Castro et al., 2009; Rodriguez-Rodriguez et al., 2013).

Figura 10 - Diagrama da geragdo de lactato a partir dos astrocitos

Metabolismo | e
energético \ é Astrocito

< piruvato icogen:
X - licogénio,
| glicose Slicogénio slntase) glicog
lactato
| ol - LDH ﬂpiruvato
eurdnio ) lactato <~ Sl

L Acetil-CoA

Glu at B
i |

A metabolizacdo da glicose dentro do astrdcito pode gerar glicogénio, através da
reacdo da enzima glicogénio sintase ou entdo ser metabolizada a piruvato via
glicolise. O piruvato por sua vez, é convertido a lactato, pela agdo da lactato
desidrogenase (LDH) ou entdo a acetil-CoA e desta forma entrar no ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA) gerando a-cetoglutarato (a-KG), o qual pode ser convertido a
glutamato, tanto no astrdcito quanto no neurénio pés-sinaptico por transaminagao.
Fonte: Adaptado de Cesconetto et al. (2016).
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E importante salientar, que a sintese de glutamato a partir da
glicose ou lactato, com posterior liberagcdo do glutamato das células,
podera esgotar o ciclo do TCA e seus intermediarios. A reposicdo dos
intermediarios do ciclo do TCA, anaplerose, &, portanto, necessaria para
a continuada sintese de ATP. Os astrocitos sdo as Unicas células capazes
de realizar a anaplerose devido a sua expressao preferencial da piruvato
carboxilase (PC), a qual € responsavel por converter piruvato a
oxaloacetato. Uma vez que 0s neurdnios ndo possuem a capacidade de
anaplerose, estes sdo criticamente dependentes dos astrécitos para a
sintese de glutamato. Ainda, o ciclo glutamato-glutamina, responsavel
por transferir a glutamina a partir dos astrécitos para 0s neurénios, é
fundamental para a sintese de glutamato nos neurdnios (Coulter e Eid,
2012).

2.6 CITOESQUELETO

Todas as fungBes realizadas na célula sdo, de alguma forma,
associadas a uma rede sofisticada de filamentos de proteinas com
diferentes composicOes, distribuicdo e atividade, formando uma malha
integrada conhecida como citoesqueleto (Huber et al., 2015). Contudo, a
caracteristica mais marcante do citoesqueleto esta relacionada com a sua
capacidade de responder a sinais e condi¢Bes aos quais as células sdo
submetidas, desta forma o citoesqueleto esta relacionado com adaptacéo
em relacdo a sobrevivéncia (Bolin et al., 2016), proliferacdo (Yi et al.,
2015), diferenciacdo (Compagnucci et al., 2016) e migracédo celular (Le
Clainche e Carlier, 2008).

O citoesqueleto é um ponto final das vias de sinalizacéo,
adaptando as células a comportamentos duradouros em organismos
saudaveis e doentes. Na maioria das células animais o citoesqueleto
forma uma rede de trés subsistemas de filamentos interligados:
microfilamentos (MF), microtubulos (MT) e filamentos intermediarios
(Fls). Esses sistemas de proteinas atuam em conjunto juntamente com
proteinas acessorias e/ou vias de sinalizacdo que permitem que o
citoesqueleto participe de inimeras respostas celulares de sobrevivéncia
ou morte celular (Pierozan e Pessoa-Pureur, 2017).

Os MFs e os MTs sdo polimeros de subunidades proteicas
globulares de actina e tubulina, respectivamente, as quais séo altamente
conservadas nas células animais. Essas estruturas possuem a
caracteristica comum de terem sua dindmica controlada pela hidrélise de
nucleotideos (Herrmann e Aebi, 2000). Por outro lado, os Fls séo
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formados pela polimerizacdo de uma familia de subunidades proteicas
fibrosas, especificas para os diferentes tipos celulares (Strelkov et al.,
2003).

Os Fls sdo codificados por uma familia de mais de 65 genes, que
formam 5 diferentes categorias de Fls, 4 destas sdo proteinas
citoplasmaticas e uma nuclear. O perfil de expressdo dos Fls
citoplasmaticos é célula- e tecido-especifico, sendo que células
mesenquimais e o0s astrocitos imaturos expressam vimentina, as
musculares desmina, os astrécitos maduros proteina glial fibrilar &cida
(GFAP), os neur6nios neurofilamentos (NFs) e as células epiteliais
citoqueratina (Albert et al., 2008). Os Fls citoplasméticos estdo
envolvidos em processos fisioldgicos como migracdo celular e
crescimento tecidual, e também modulam respostas celulares ao estresse
metabolico, levando a morte celular programada (Depianto e Coulombe,
2004). Entretanto, ainda é um grande desafio 0 melhor entendimento da
funcéo dos Fls citoplasmaticos.

A GFAP é considerada um marcador astrocitario, essencial na
modulacdo da motilidade e da estrutura celular, fornecendo estabilidade
estrutural aos astrdcitos. Além disso, a GFAP participa de um sistema
sofisticado de comunicagdo reciproca entre astrécitos e neurdnios
(Mccall et al., 1996; Eliasson et al., 1999), regulando a liberagdo de
neurotransmissores (Carmignoto, 2000). Evidéncias mostraram que a
GFAP desempenha um papel critico em uma variedade de fungdes
adicionais nos astrdcitos, como migracdo e proliferacdo celular,
homeostase de glutamato bem como crescimento de neuritos
(Middeldorp e Hol, 2011).

O principal mecanismo de regulagdo da dindmica dos Fls é
através da fosforilacéo de suas subunidades. A
fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas tem um papel essencial em
diversos aspectos de bioquimica celular, regulando o metabolismo,
transcri¢do génica, progressdo do ciclo celular, apoptose, comunicagdo
intracelular, funcGes neurais e imunol6gicas. Em especial a
fosforilagdo/desfosforilagdo dos Fls do citoesqueleto é um dos
principais mecanismos pds-transcricionais que regulam a diferenciacéo,
rearranjo e movimentacdo do citoesqueleto em resposta a sinais intra e
extracelulares (Johnson, 2009).

Proteinas alvo sdo fosforiladas por uma ampla variedade de
cinases e os grupamentos fosfato das fosfoproteinas sdo removidos por
fosfatases, traduzindo-se num processo dindmico capaz de modular uma
resposta fisiologica (Helfand et al., 2005). As proteinas fosfatases
também desempenham um papel importante na manutencdo da
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integridade estrutural dos Fls (Inagaki et al., 1990; Goto et al., 1998). O
balango entre as atividades de proteinas cinases e fosfatases parece ser
essencial ndo s6 na modulagéo da estrutura e plasticidade dos Fls, como
também na adesdo célula-substrato, motilidade celular e reorganizagdo
dos filamentos de actina durante a interfase. O estudo do mecanismo
molecular da acdo dessas proteinas é de grande importancia na
compreensdo da dindmica das proteinas do citoesqueleto e seu
envolvimento no funcionamento da célula (Inada et al., 1999).

Nesse contexto, dados prévios de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o hipotireoidismo congénito compromete a dindmica
associada ao sistema fosforilante dos Fls astrocitarios (GFAP) e
neuronais (NF) em cortex cerebral e hipocampo de ratos em
desenvolvimento (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008; Cattani
et al., 2013). Os resultados mostraram que os efeitos do hipotireoidismo
congénito nessas estruturas cerebrais estdo associados a modulagdo das
vias de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPK) e desregulagdo do sistema redox acarretando em estresse
oxidativo.

2.7 ESTRESSE OXIDATIVO

Denomina-se estresse oxidativo situacdes onde as células sdo
expostas a um ambiente pré-oxidante e os mecanismos de defesa
antioxidantes estdo diminuidos, afetando o estado redox celular
(Halliwell, 2006). Em condicdes fisiologicas normais, a formacdo de
espécies reativas € mantida por um rigoroso controle de mecanismos de
defesa celular. Contudo, em situagGes patolégicas essa producdo pode
aumentar  substancialmente, comprometendo esses mecanismos,
podendo causar lesdo celular por oxidacdo de proteinas, DNA e
membranas lipidicas (Dringen, 2000; Halliwell, 2006; Weber, 2012).

Nos sistemas biolégicos a maioria dos elementos pré-oxidantes
provem do oxigénio, e, portanto, sdo denominados genericamente de
espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs e seu potencial
deletério vem sendo relacionado com diversas doengas, como 0 cancer,
diabetes, doencas neurodegenerativas e também patologias associadas
com a desregulacdo na sintese dos HTs (Stuffins e Weatherall, 1945;
Gerschman et al., 1954; Pasquini e Adamo, 1994; Halliwell, 2006).

O cérebro pode ser particularmente vulnerdvel ao estresse
oxidativo devido sua alta demanda por oxigénio pela cadeia respiratdria
(Menon et al., 2012). Esta, que por sua vez, € a maior fonte de EROs
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intracelular. A maior parte da ocorréncia de EROs ocorre como um
resultado da reducdo parcial do oxigénio molecular, formando o anion
superdxido (O2*), que pode ser percursor de varias EROs, incluindo o
peroxido de hidrogénio (H20>), e o radical hidroxila ("OH), bem como
as moléculas organicas, tais como o radical alcoxil (RO") e o radical
peroxil (ROQO") (Dasuri et al., 2013).

Embora diversos fatores possam influenciar o surgimento de
EROs no cérebro, um dos principais é a excitotoxicidade
glutamatérgica. A toxicidade desencadeada pelo glutamato leva a um
aumento na producao de radicais livres os quais prejudicam o sistema de
transporte idnico da membrana, resultando na diminuicdo do contetdo
de GSH (Gilgun-Sherki et al., 2001; Emerit et al., 2004; Kaur e Ling,
2008; Sayre et al., 2008).

2.7.1 Sistemas de defesa antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que
atrasa, previne ou remove o dano oxidativo a uma molécula alvo e estdo
presentes em todos os organismos aerobicos (Halliwell, 2006).

Os efeitos deletérios das EROs sdo equilibrados pela agdo de
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, esses sistemas servem
como uma tentativa para as células manterem baixas quantidades do
radical anion superdxido e de peroxido de hidrogénio, prevenindo desta
forma a geracéo do radical hidroxila, que é altamente reativo e deletério
(Valko et al., 2007). Sendo que o sistema de defesa antioxidante
enzimatico mais eficiente envolve a glutationa peroxidase (GPx), a
catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD). Nesse sentido, a SOD
dismuta 0 O, gerando H202, enquanto que a CAT e a GPx convertem o
H202 em H20 e O Esse sistema também inclui enzimas evolvidas na
manutencdo da GSH, como a glutationa redutase (GR) e glutamato-
cisteina ligase (GCL) (Kaur e Ling, 2008). A Figura 11 esboca o
funcionamento do mecanismo de defesa antioxidante das células.

Dentre os mecanismos de defesa celular ndo enzimaticos frente
as EROs, destaca-se o tripeptideo, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina (Gly-
Cis-Glu) conhecido como glutationa reduzida (GSH), considerado o
antioxidante mais importante de baixo peso molecular sintetizado em
células. A GSH possui papel central na biotransformacéao e eliminacéo
de xenobidticos e na detoxificacdo celular de EROs nas células do SNC,
como por exemplo as células gliais (Dringen, 2000; Dickinson e
Forman, 2002; Forman et al., 2009).
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A GSH participa nas reacdes de detoxificacdo de compostos
eletrofilicos ao atuar como substrato para acdo da enzima glutationa-S-
transferase (GST). Também atua como doador de elétrons na redu¢do do
H20, catalisada pela GPx. Essa doacdo de elétrons para detoxificacdo de
peroxidos leva formacdo de GSSG, a qual é reduzida novamente a GSH
pela acdo da GR dependente de NADPH. O NADPH ¢é proveniente do
ciclo das pentoses pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
(Halliwell e Whiteman, 2004; Dammeyer e Arner, 2011). A deplecéo
nos niveis de GSH através da conjugacdo ou perda pela excrecdo de
GSSG demandam reposi¢do através da sintese de novo de GSH
(Dickinson e Forman, 2002).

Figura 11 - Representagdo esquematica do sistema de defesa antioxidante das
celulas.
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A superdxido dismutase (SOD) dismuta o anion superoxido (O2) gerando peroxido
de hidrogénio (H202). A catalase e a glutationa peroxidase (GSH peroxidase)
convertem o H202 em H20 e O2. A glutationa reduzida (GSH) atua como doadora de
elétrons na reducéo do H20: catalisada pela GPx. Essa doacéo de elétrons leva
formacdo de glutationa oxidada (GSSG), a qual é reduzida novamente a GSH pela
acdo da glutationa redutase (GSH redutase) dependente de NADPH proveniente do
ciclo das pentoses pela agdo da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P
desidrogenase). Fonte: adaptado de Halliwell e Gutteridge, 2006.

A biossintese da GSH ocorre no ambiente intracelular e
dependente da disponibilidade dos aminoacidos que a constituem. Nesse
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contexto destaca-se a acdo da Y-glutamil transferase (GGT), uma
glicoproteina ligada a membrana celular, responsavel pela transferéncia
de grupamentos Y-glutamil da GSH para inimeros aminoacidos ou
peptideos. Sua acdo permite a captacdo de cisteina, elemento limitante
para a sintese de novo de GSH (Meister e Anderson, 1983). A GGT,
portanto, é responsavel pela degradacdo da GSH aumento a
disponibilidade dos aminoéacidos para sintese proteica e principalmente
para sintese de novo de GSH, desempenhando desta maneira um papel
critico na defesa antioxidante (Zhang et al., 2006).

Estudos demonstraram que a auséncia dos HTs, leva a formacéo
de EROs, associado com um declinio nas concentragdes de GSH
(Rahaman et al., 2001). Nesse sentido, pesquisadores sugerem que 0S
HTs estimulam a sintese de GSH, através da regulacdo da atividade da
y-glutamilcisteina (Dasgupta et al., 2007). Em concordancia com esses
resultados, nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente que o
hipotireoidismo induz excitotoxicidade glutamatérgica e estresse
oxidativo no hipocampo de ratos imaturos (Cattani et al., 2013),
reforcando a importancia dos HTs para o correto funcionamento dos
sistemas de defesa frente a espécies reativas.

2.8 HIPOTESE E DIVISAO DO ESTUDO

O grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Ariane
Zamoner Pacheco de Souza tem contribuido muito para o
esclarecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
sinalizacdo celular induzida pelos HTs em diferentes modelos
experimentais. Resultados anteriores do grupo demonstraram que o
hipotireoidismo congénito est4d associado com a desregulacdo do
sistema fosforilante associado ao citoesqueleto e a inducdo da
excitotoxicidade glutamatérgica (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur,
2008; Cattani et al., 2013). O grupo demonstrou também que os HTs, T3
e Ta, induzem o influxo de Ca?* (Zamoner, Royer, et al., 2007) e a
fosforilagdo dos filamentos intermediarios (Zamoner et al., 2006;
Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008) em cortex cerebral de ratos
em desenvolvimento por meio de mecanismos rapidos, independentes
da sintese de novo de proteinas. Os efeitos dos HTs foram mediados
pela modulagdo do sistema GABAGérgico e de cascatas de sinalizacéo
celular envolvendo proteinas cinases.

Além disso, resultados prévios demonstraram que o Tar,
metabdlito considerado biologicamente inativo durante muito tempo, é
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capaz de modular o sistema de defesas antioxidantes e a atividade de
enzimas envolvidas no metabolismo energético por meio de
mecanismos ndo gendmicos envolvendo as MAPKSs, a PKA, a CaMKI|
e o influxo de célcio (Domingues, 2014).

Considerando-se 0os dados do presente estudo e dos trabalhos
anteriores demonstrando a¢fes gendmicas e ndo gendmicas dos HTSs,
nossas metas vislumbram novas possibilidades de trabalho com a
finalidade de elucidar o mecanismo de acdo desses horménios no
desenvolvimento do sistema nervoso e na fisiopatologia do
hipotireoidismo. Pretende-se compreender os mecanismos moleculares
envolvidos das disfungdes tireoidianas no inicio de desenvolvimento
cerebral e comprovar a hipétese de que o Tar pode ser um importante
modulador de processos fundamentais para o desenvolvimento do SNC
(Figura 12). Esta é uma proposta inovadora, visto que pretende
demonstrar 0 Tsr ndo como um metabdlito inativo, mas como um
hormdnio fundamental nos estagios iniciais do desenvolvimento
cerebral.

Neste trabalho foi utilizado um modelo experimental de
hipotireoidismo congénito e avaliado a possivel acdo neuroprotetora do
hormdénio Tar frente ao estresse oxidativo e excitotoxicidade
glutamatérgica gerados pelo hipotireoidismo congénito, através do
tratamento ex vivo de fatias de hipocampo com Tzr 1nM por 30 minutos
e/ou tratamento in vivo com Tsr 50 ng/Kg no 12°, 13° e 14° dias de vida
(TRABALHO | e II). Foi investigado também o possivel dano
neurotéxico no cortex cerebral de ratos em desenvolvimento com
hipotireoidismo congénito, através do fendbmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica (TRABALHO II1). Para isso, o presente trabalho foi
dividido em 3 estudos:

- Estudo I: Interagdo do Tar com o receptor de integrina avp3 e
restauracdo da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo
glutamatérgico e energético no hipocampo de ratos com hipotireoidismo
em desenvolvimento.

-Estudo II: Efeito do Tsr sobre parametros do estresse oxidativo e
morfologia do hipocampo de animais eutireoideos e hipotireoideos em
desenvolvimento;
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-Estudo 1ll: Efeitos do hipotireoidismo congénito sobre a
homeostase do glutamato, pardmetros oxidativos, morfolégicos e
comportamentais no cortex cerebral de animais em desenvolvimento.

Figura 12 - Possiveis danos do hipotireoidismo congénito e a agdo protetora do Tar

Hipotiroidismo Congénito

—— g
avB3 receptor

Excitotoxicidade
glutamatérgica

Deficiéncia Estresse
energética Oxidativo

\_) desregulagao (/

citoesqueleto

O hipotireoidismo congénito desregula diversos sistemas no SNC de ratos em
desenvolvimento como a homeostase do glutamato, o metabolismo energético,
enzimas envolvidas no sistema de defesa antioxidante e a fosforilagdo do
citoesqueleto. Nossa hipdtese de estudo € que o Tar interage com o receptor de
integrina avBf3 e dessa forma pode ser capaz de reverter esses danos.
Fonte: Adaptado de Domingues et al., 2017.
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

As substancias radioativas, [*°Ca?*]-CaCl; (sp. act. 321 KBg/mg
Ca?"), 14C-2-deoxi-D-glicose (}*C-DG), (sp act 9.25 GBg/mmol), [**C]-
glutamato (atividade especifica 1,85MBq) e ([**C] -MeAIB) (sp.act.
1.85 GBg/mmol), foram obtidos da “Du Pont NEN Products” (Boston,
EUA), [*P]JNa;HPO, foi obtido da CNEN (S&o Paulo, Brasil), e o
liquido de cintilacdo biodegradavel Optiphase Hisafe 111 foi adquirido
da Perkin Elmer (S&o Paulo, SP, Brasil). Os reagentes referentes as
andlises bioquimicas, foram adquiridos da marca Sigma (St. Louis, MO,
EUA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
Para a medida das absorbancias das atividades enzimaticas foi utilizado
0 leitor de placas Tecan Infinito® 200 PRO. Anticorpo de camundongo
anti-NeuN (Nucleo NEUronal; clone A60) obtido da Chemicon
Internacional (S& Paulo, Brasil).Anti-GFAP, anti-NeuN de
camundongo monoclonal - MAB377 (Burlington, Massachusetts, EUA)
e anticorpo secundéario Alexa 568 de camundongo.

3.2 METODOS

3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 15 dias de idade,
periodo em que ocorre o pico de sinaptogénese ou ratas Wistar fémeas
gestantes, provenientes do Biotério Central da UFSC, os quais foram
mantidos em gaiolas com controle do ciclo claro/escuro 12/12 h a 23 +
2°C, com é&gua e ragdo ad libitum. Foram seguidos os Principios Eticos
do COBEA durante todos os experimentos. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pela CEUA/UFSC (PP00318 e PP00820).

3.2.1.1 Ensaios in vivo

Para inducdo do hipotireoidismo, ratas Wistar fémeas foram
expostas ao PTU 0,05% na &gua de beber desde o 8° dia gestacional até
os filhotes completarem 15 dias de idade, que corresponde ao periodo
imaturo do desenvolvimento. Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, seguida de rapida remocao do hipocampo e cortex cerebral
para a realizacdo dos testes bioquimicos. As fatias foram
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homogeneizadas nos tampdes especificos dependendo da determinacéo
bioguimica a ser realizada.

3.2.1.2 Tratamento in vivo com Tar

Ratos Wistar machos com hipotireoidismo congénito receberam
injecOes i.p. de Tsr (50 ng/Kg de peso corporal) por 3 dias consecutivos
a partir do 12° dia de idade p6s natal e os experimentos foram realizados
24 horas ap6s a Ultima injecdo, quando os animais tinham 15 dias de
idade (Figura 13).

3.2.1.3 Preparacdo das fatias de hipocampo e cdrtex cerebral

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo, o hipocampo e 0
cortex cerebral foram dissecados em placas de Petri em gelo e ap6s
ambas as estruturas foram cortadas em fatias de 400um com o chopper
Mcllwain.

3.2.1.4 Tratamento ex vivo das fatias do hipocampo

Para todos os experimentos com tratamento ex vivo com os HTSs,
as fatias de hipocampo foram previamente pré-incubadas por 15 min a
37°C, em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl; 1,29 mM,
NaCl 136,9 mM, KCI 5,36mM, MgSO. 0,65 mM, NaHPO4 0,27 mM,
KH2PO4 1,1 mM, D-glicose 2 mM e Hepes 5 mM) seguido por uma
incubacdo de 30 minutos com ou sem 0s hormonios Tar (1nM).

Figura 13 - Desenho experimental da inducdo do hipotireoidismo congénito e
tratamento in vivo com Tar

Periodo lactacional

PTU 0,05% na agua de beber
Ratas Wistar
grévidas Tratamento in vivo |.P

Periodo gestacional Tar 50ng/Kg

i |
DG21/22
8°DG

Nascimento

Inicio do
tratamento

O tratamento das fémeas gestantes com PTU 0,05% na agua de beber iniciou no
oitavo dia gestacional (DG). No DG21/22 os filhotes nasceram e continuaram a
exposicdo ao PTU através do leite materno, o periodo lactacional durou por todo
periodo experimental. No 12°, 13° e 14 ° dias de vida pés-natal (PND 12, 13 e 14)
0s animais que foram utilizados nos experimentos in vivo foram tratados com
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injecdes intra-peritoniais com Tar 50ng/Kg, no 15° dia de vida pés-natal (PDN15) os
animais foram eutanasiados por decapitacdo e o hipocampo e o cortex cerebral
foram removidos para as analises bioquimicas.

3.2.2 Captagdo de “C-glutamato

A captagdo teve inicio com a adigdo de 0,33 pCi/mL L-[**C]-
glutamato. As fatias permaneceram por 10 minutos nesse meio de
captacdo. A incubacdo foi interrompida com a retirada do meio de
captacdo e lavagem por duas vezes com HBSS gelado. Solugdo de
NaOH 0,1 N/SDS 0,01% foi adicionada para solubilizacdo das fatias
(Cesconetto et al., 2016). Apds a completa solubilizacdo foi
determinado o contetdo intracelular de glutamato pela avaliacdo de
cintilacdo liquida, medida em espectrdmetro de cintilagdo liquida
(Modelo LS 6500, Multi-Porpose Scintilation Counter-Beckman
Coulter, Boston, USA). A captacdo de glutamato foi corrigida para a
captacdo independente de Na*, sendo este sal substituido por cloreto de
colina. Os resultados sdo expressos como nmol [**C]-glutamato/mg
proteina/min.

3.2.3 Influxo de #45Ca?*

Apos a pré-incubacédo, o meio foi trocado por HBSS fresco com
0,1 puCi/mL “Ca?* e o tecido incubado durante 30 minutos. O “°Ca?*
extracelular foi totalmente lavado com solugdo de lantanio (NaCl 127,5
mM, KCI 4,6 mM, MgSO4 1,2 mM, HEPES 10 mM, Glicose 11 mM,
LaCl; 10 mM) pH 7,2 a 2°C, interrompendo o fluxo de célcio na
preparacdo (Batra e Sjogren, 1983). Apds 10 min a solucdo de cloreto
de lanténio foi removida e o tecido foi homogeneizado em solucéao
NaOH 0,5 M. A concentracdo de proteinas em cada amostra foi
determinada. Aliquotas do homogeneizado foram colocadas em liquido
de cintilacdo para a determinacdo da radioatividade, que foi realizada
em espectrdmetro de cintilacdo liquida (Modelo LS 6500, Multi-
Porpose Scintilation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA). Os
resultados foram expressos como pmol “*Ca?*ug proteina (Zamoner,
Royer, et al., 2007).

3.2.4 Captacdo de 4C-2-Desoxi-D-glicose

Para determinacgdo da captacdo de '“C-2-desoxi-D-glicose (**C-
DG), fatias de hipocampo de ratos de 15 dias de idade, trados in vivo
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durante 3 dias com Tar, foram pré-incubadas, em seguida o tecido foi
incubado por 30 min em HBSS fresco contendo D-glicose 2 mM e 4C-
desoxiglicose 0,2 pCi/mL. Apos a incubagdo, o tecido foi lavado com
HBSS gelado e digerido com NaOH 0,5 M. Aliquotas da amostra foram
colocadas em liquido de cintilacdo e a radioatividade foi medida em
espectrdbmetro de cintilacdo liquida (Modelo LS 6500, Multi-Porpose
Scintilation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA). Os resultados
foram expressos em mg de glicose/mL/ug de proteina (Cesconetto et al.,
2016).

3.2.5 Captacdo de aminoacidos neutros

No estudo do transporte de aminoacidos, fatias de cortex cerebral
foram pré-incubadas em tampdo HBSS por 15 min a 37°C, para
estabilizacdo. No periodo de incubagéo (30 min), o tecido foi transferido
para um meio igual ao anterior, porém, na presenca do aminoécido
modelo do sistema A de transporte, o [¥C]- Acido
metilaminoisobarbitirico (MeAlB) (3,7 kBg/mL) (Silva et al., 2002).
Apobs a incubacdo as fatias foram lisadas em NaOH 0,5 M. Apds o
processamento das amostras, aliquotas de 25 pL do liquido tissular e do
meio de incubacdo foram utilizadas para medir a radioatividade do
[*4C]- MeAIB em um espectrémetro de cintilacdo liquida (Modelo LS
6500, Multi-Porpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston,
USA). Os resultados foram expressos pela razdo da radioatividade no
tecido e no meio de incubacdo, avaliada pelo nimero de contas por
minuto (cpm), por mL do liquido tissular/nimero de contas por minuto
por mL do liquido de incubag¢ao por pg de proteina (T/M).

3.2.6 Cultura priméria de astrdcitos do cortex cerebral

A cultura primaria de astrdcitos do cortex cerebral de ratos
Wistar foi preparada como descrito previamente por (Gottfried et al.,
2003). Resumidamente, os cOrtex cerebrais de ratos eutireoideos e
hipotireoideos recém-nascidos (1-2 dias de idade) foram removidos e as
células isoladas por dissociacdo mecanica e enzimatica, seguida de
sedimentacdo e, posteriormente cultivadas em meio DMEM (pH 7,6),
contendo: HEPES 8,39 mM, NaHCOs; 23,8 mM, fungizona 0,1%,
gentamicina 0,032% e suplementado com soro fetal bovino 10%. A
confluéncia da cultura de astrécitos ocorreu aproximadamente no 14°
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dia. As células viaveis foram entdo utilizadas para os protocolos de
fosforilacdo da GFAP e imunobloting.

3.2.7 Fosforilacéo da proteina glial fibrilar acida (GFAP)

3.2.7.1 Incorporagéo 2P in vitro

As fatias de hipocampo ou os astrécitos em cultura foram
primeiramente pré-incubados a 30°C por 20 min em um tampéo Krebs-
Hepes contendo em mM: NaCl, 124, KCI 4, MgSO4 1,2, NaHEPES 25
(pH 7,4), glicose 12, CaCl, 1 e os seguintes inibidores de protease:
benzodiamina 1mM, leupeptina 0,1 pM, antipaina 0,7 UM, pepstaina 0,7
UM e 0,7uM quimostatina. Apds a pré-incubagdo o meio foi trocado e a
incubacédo seguiu a 30°C com 100ul com o meio bésico contendo 80uCi
de [*°P] ortofosfato para as fatias de hipocampo ou 10uCi de [*2P]
ortofosfato nas culturas primarias de astrécitos corticais, com ou sem a
adicdo de Tar 1nM. A reacdo seguiu por 30 minutos para as fatias de
hipocampo, ou por 1 h para os astrécitos em cultura, a 30°C e foi
interrompida com 1 mL de solucdo de NaF gelado contendo em mM:
NaF 150, EDTA 5, EGTA 5, Tri-HCI 50, pH 6,5 e os inibidores de
protease descritos acima. As fatias/células em cultura foram entdo
lavadas duas vezes com o tampdo com NaF para remover 0 excesso de
radioatividade. As fragdes citoesqueléticas enriquecidas com filamentos
intermediarios foram obtidas das fatias de hipocampo ou das células em
cultura. Resumidamente, apds a incorporacéo de 2P, as amostras foram
homogeneizadas com 400uL em tamp&o de alta forca idnica contendo
em mM: 5 KH2PO, (pH 7,1), 600 KCI, 10 MgCl,, 2 EGTA, 1 EDTA,
1% Triton X-100 e os inibidores de protease descritos acima. O
homogeneizado foi centrifugado a 15.800 x g por 10 minutos a 4°C, em
um centrifuga Eppendorf, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido e homogeneizado com 0 mesmo volume do tampéo de
alta forca ibnica gelado. O homogeneizado foi centrifugado novamente
como descrito acima e o sobrenadante descartado. O pellet enriquecido
em Fls insoliveis em Triton X-100, contendo GFAP, foi dissolvido em
SDS 1% e a concentracdo de proteinas foi determinada (Lowry et al.,
1951).

3.2.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A frag8o do citoesqueleto foi preparada como descrito acima. As
amostras foram diluidas 25% (v/v) uma solucdo contendo 40% de
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glicerol, 5% de mercaptoetanol, 50mM de Tris-HCI, pH 6,8 e fervidas
por 3 minutos. Concentragbes iguais de proteinas foram transferidas
para o gel de poliacrilamida 10% e analisadas por SDS-PAGE de acordo
com o sistema descontinuo de Laemli (Laemmli, 1970). Os geis foram
expostos a filmes radiograficos a -70 °C por 3-5 dias.

3.2.7.3 Quantificacédo da incorporacdo de 2P na GFAP

A radioatividade incorporada na GFAP foi quantificada através
da digitalizacdo das autoradiografias através do scanner Hewlett-
Packard Scanjet 6100C e a densidade oOtica foi determinada com o
software OpiQuant versdo 02.00 (Packard Instrument Company). Os
valores da densidade o¢ptica foram obtidos através da banda
correspondente da GFAP. Os valores dos controles foram normalizados
a 100% e as mudancas nas porcentagens nas amostras foi calculada. Os
geis corados com Coomassie Blue foram utilizados como controle de
carga.

3.2.8 Anélises de Western blot

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida e
posteriormente transferidos para uma membrana de nitrocelulose. As
membranas de nitrocelulose foram lavadas por 10 minutos em tampao
Tris (TBS; NaCl 0,5M, 20mM Trizma pH 7,5), seguido por uma
incubacgdo de 2 h em uma solugédo de bloqueio contendo leite desnatado
(MTBS). Apo6s a incubagdo, o blot foi lavado duas vezes por 5 minutos
com TBS 0,05%; Tween-20 (TTBS), e incubado orvernight a 4 °C em
solucdo blogueadora contendo o anticorpo primarios anti-GFAP (clone
G-A-5) diluido 1:500. O “blotting” foi entdo lavado duas vezes por 5
minutos com TTBS e incubado por 2 horas em TBS contendo anticorpo
secundario IgG anti-camundongo conjudado com peroxidase diluido
1:1000. Além disso, para 0s experimentos com anticorpos foram
utilizados os seguintes controles: apenas anticorpo primario, apenas
anticorpo secundario e controle negativo (amostra sem o antigeno de
interesse). Os controles indicaram a especificidade e sensibilidade dos
anticorpos utilizados. O “blotting” foi revelado usando o kit comercial
Immobilon™ Western.
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3.2.9 Determinacéo da atividade enzimética

As fatias de cortex cerebral e hipocampo foram pré-incubadas
por 15 minutos em tampdo HBSS e, quando especificado, o horménio
Tar (LnM) foi adicionado ao meio de incubagdo por 30 minutos.

3.2.9.1 Glutamina Sintetase (GS)

A atividade da GS foi realizada de acordo com o0 método descrito
por (Petito et al., 1992) e modificado por (Dos Santos et al., 2006). Os
tecidos foram homogeneizados em Tamp&o de Lise (KCI 150 mM). A
uma aliquota de 100 pL do homogeneizado foi adicionado 100 pL de
meio de reagdo contendo Imidazol-HCI 100 mM (pH 7,4), Glutamato 50
mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, Hidroxilamina 50 mM, MgCl, 10 mM e
ATP 10 mM e incubados por 30 min a 37 °C. A reacdo foi parada por
adigdo de 400 uL de uma mistura contendo FeClz 370 mM, HCI 670
mM, TCA 200 mM, seguido por centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min
e leitura da absorbancia do sobrenadante. O produto da reacdo, y-
glutamilhidroxamato, foi medido a 540 nm utilizando um leitor de
ELISA e convertido para a quantidade de produto formado por
comparagdo com uma curva padrio de y-glutamilhidroxamato. A
atividade enzimatica foi expressa como mM hidroxamato/mg proteina
(Shapiro e Stadtman, 1970; Dos Santos et al., 2006).

3.2.9.2 Gama-Glutamil-Transferase (GGT)

Apos a incubacdo as fatias foram homogeneizadas em tampéo
Tris HCI 100 mM pH 8,5. A atividade enzimatica da GGT foi realizada
através da técnica modificada descrita por (Orlowski e Meister, 1963),
utilizando o  grupo glutamil, da y-Glutamil-p-Nitroanilida como
substrato e a glicilglicina como molécula aceptora, com liberagédo de p-
Nitroanilina, a qual é diazotada, gerando um composto final de cor
rosea. Aliquotas do homogeneizado foram incubadas com o substrato
enzimatico por 90 min a 37 °C e a reacdo enzimatica foi bloqueada pela
adicdo de 4cido acético. Foi realizada a leitura da absorbancia a 530 nm.
Resultados foram expressos como U/L/ug proteina.

3.2.9.3 Atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi
determinada através da reagdo com G6PD na presenca do NADP*, que
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catalisa a oxidacdo da G-6P a 6-fosfogliconato. O NADPH produzido
foi quantificado de modo cinético durante 10 minutos. Os resultados
foram calculados pela avaliagdo do aumento da densidade &ptica por
minuto (declinio) da amostra contra o “declinio” da atividade
enzimatica do padrao da G6PD. Resultados foram expressos como U/ug
de proteina.

3.2.9.4 Atividade da Colinesterase

Apos a incubagdo as fatias de cortex foram homogeneizadas em
300 ul de tampédo Tris-HCI 0,5 M, pH 7,4. Na reacdo a colinesterase
(CHE) catalisa a hidrélise do substrato de butiriltiocolina liberando
tiocolina e butirato. A atividade catalitica da colinesterase (CHE) na
amostra analisada € diretamente proporcional ao decréscimo da
absorbancia medida em 405 nm quando o ferricianeto (amarelo) é
reduzido para ferrocianeto (incolor) pela ac¢do da tiocolina. A atividade
foi expressa em U/mg de proteina.

3.2.9.5 Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST)

Apos a incubacdo com os hormdnios, as fatias de hipocampo
foram homogeneizadas em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 74 e a
atividade enzimatica foi medida colorimetricamente. A alanina
aminotransferase (ALT/TGP) catalisa especificamente a transferéncia
do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com formacdo de
glutamato e piruvato. A aspartato aminotransferase (AST/TGO) catalisa
especificamente a transferéncia do grupo amina do aspartato para o
cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxaloacetato. Ambas as
enzimas também catalisam as reagdes inversas. Tanto o piruvato quanto
0 oxaloacetato formado reagem com a 2-4-dinitrofenilhidrazina
formando a hidrazona que adquire coloracdo maxima pela adicdo de
hidréxido de sodio. A intensidade de coloracdo é proporcional a
atividade enzimética da amostra, e é medida espectrofotometricamente
em um comprimento de onda de 505 nm. Os resultados foram expressos
como U/L/pug proteina.

3.2.9.6 Atividade da lactato desidrogenase (LDH)

Apos a incubacdo as fatias foram homogeneizadas em tampéo
Tris-HCI 0,2 M pH 7,4, e a atividade da LDH foi determinada segundo
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(Bermeyer e Bergmeyer, 1983). A quantificacdo da atividade da LDH
foi baseada na oxidacdo de NADH a NAD®* e os resultados foram
expressos em U/L/mg de proteina.

3.2.10 Contetdo de GSH

Os niveis de GSH foram medidos em fatias de cortex e
hipocampo de animais controle e hipotireoideos. O tecido foi
homogeneizado em acido tricloroacético 12% (1:10, P:V), seguido por
centrifugacdo a 5000 xg durante 5 minutos. Uma aliquota de 50 pL das
amostras foi acrescentada em 950 pL. de Tampao Fosfato 0,2 M pH 8,0.
Posteriormente, 100 pL de acido 5,5’-Ditio-bis(2-nitrobenzéico) 2,525
mM (DTNB,; Reagente de Ellman) foram adicionados a cubeta e a
absorbancia foi medida em comprimento de onda de 412 nm (Beutler et
al., 1963). GSH reage com DTNB e por reducdo de GSSG, a GSH total
(GSH + GSSG) pode ser medida. DTNB reage com GSH para produzir
um anion conjugado, TNB, que pode ser detectado por fluorescéncia ou
absorbancia e € proporcional a quantidade inicial de GSH(Forman et al.,
2009). Os resultados foram expressos em graficos como contetdo de
GSH em mmol/ug proteina.

3.2.11 Deteccéo de espécies reativas de oxigénio

A formacdo de EROs foi medida utilizando a sonda diacetato de
2°,7’-diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA), permeavel as células.
Esterases celulares hidrolisam a sonda para o ndo fluorescente 2°,7
diclorodihidrofluoresceina (H.DCF), que é retido nas células. Na
presenca de EROs e peroxidases celulares, H,DCF é transformada no
2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), substancia altamente fluorescente
(Halliwell e Whiteman, 2004). Fatias de cortex e hipocampo foram
homogeneizadas em solucdo contendo fosfato de sédio 20 mM e KCI
140 mM, pH 7,4, com posterior centrifugacao (960xg por 10 min a 4°C).
Em placa preta de 96 pogos, 10 uL. de H,-DCFDA 1 mM (preparado em
DMSO e protegido da luz) foram adicionados em 90 upL de
sobrenadante, seguido de uma incubagdo no escuro a 37°C por 30 min.
O produto foi detectado em comprimento de onda de excitacdo de 485
nm e comprimento de onda de emissdo de 520 nm. Os resultados foram
expressos em unidades arbitrérias, sendo os valores corrigidos pela
concentracao de proteina de cada amostra.
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3.2.12 Lipoperoxidacao tecidual (TBARS)

A avaliagdo do dano oxidativo lipidico foi realizada no
homogeneizado através da deteccdo de substancias que reagem com o
acido tiobarbitirico (TBARS), destacando-se o produto majoritario,
malondialdeido (MDA), produzindo uma base de Shiff de coloracao
rosa, 0s quais sao derivados de oxidacao do processo de lipoperoxidacéo
(Bird e Draper, 1984). O método consiste na precipitacdo do
homogenato (100 pL) com 1 mL de acido tricloroacético (TCA) a 12%,
seguido da incubagdo em 900 pL de tampao tris-HCI 60 mM 7,4 e 1 mL
de 4&cido tiobarbitarico (TBA) 0,73% durante 60 min. a 100 °C.
Posteriormente, o material foi resfriado em banho de gelo, centrifugado
(5.000 x g por 5 min), e a mensuracdo do cromdéforo rosa foi detectada
535 nm, os valores foram expressos em nmol MDA.g .

3.2.13 Determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes

As fatias de hipocampo foram homogeneizadas em uma solugdo
contendo fosfato de sédio 20mM, pH 7,4; Triton 01% e NaCl 150 mM
(1:20 p/v). As determinagdes foram realizadas utilizando o sobrenadante
apos a centrifugacdo do homogeneizado (5.000 x g durante 5 min).

3.2.13.1 Glutationa redutase (GR)

Para 0 ensaio da GR os homogeneizados do hipocampo foram
submetidos ao método de (Carlberg e Mannervik, 1985), o qual mensura
em 340 nm a taxa de oxidacdo do NADPH devido & formacéo de GSH,
a partir da GSSG, pela acdo desta enzima presente na amostra. Um meio
de reagdo contendo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH,;
30,6 mg de glutationa oxidada e DPTA 5 mM foi adicionado na cubeta
(0,95mL), e a adi¢do de 50uL do homogenato do hipocampo deu inicio
a reacdo que foi monitorada durante 3 minutos, gerando uma curva
descendente. Os valores da atividade desta enzima foram também
expressos em pmol. g t.min2.

3.2.13.2 Glutationa peroxidase (GPx)

Para a analise enzimética de GPx o método de (Flohe e Gunzler,
1984) foi utilizado, a reacdo é baseada na reducdo de tert-
butilhidroperéxido (t-BuOOH) pela oxidacdo de GSH e formacdo de
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GSSG, catalisada pela GPx, e consequente regeneracdo de GSH através
da enzima GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm. Portanto, a
velocidade de oxidagdo do NADPH é proporcional a atividade de GPx
na amostra. Para a realizacdo da técnica, foi preparado um meio de
reacdo contendo 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7.0), 8,6 mg de
NADPH, 10 mL de &cido dietilenotriaminopentacético (DPTA) a 5 mM,
15 mL de 4gua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, no momento do
ensaio. Em seguida, foram adicionados 10 pL de t-BuOOH e 10 uL do
homogenato do hipocampo em 1 mL de um meio de reagdo na cubeta.
Os valores foram expressos em pmol.gt.min2.

3.2.13.3 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito
por (Aebi, 1984), que é baseado na velocidade de degradacdo do
perdxido de hidrogénio (10 mM) em tampao fosfato 50 mM pH 7,0.
Adicionou-se 2 mL desta solugdo na cubeta, com acréscimo de 20uL do
homogenato de hipocampo, em seguida realizou-se leitura da queda da
absorbancia em 240 nm durante 30 segundos. Os valores foram
expressos em mmol.gt.min ™2,

3.2.13.4 Superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de
(Misra e Fridovich, 1972), modificado por (Boveris et al., 1983),
mediante a oxidacdo da adrenalina (mudanga de pH 2.0 para pH 10.0)
gue produz o anion superéxido e um croméforo réseo, o adrenocromo, 0
qual é mensurado em 480 nm. A uma aliquota da amostra, de 5 a 40
uL, foram acrescentados 200uL de tampdo glicina 50 mM, pH 10.2,
seguido pela realizacdo de uma leitura pontual. Apds, foi adicionado
uma solugdo com adrenalina 60 mM (pH em torno de 2.0, gelo e frasco
ambar), seguido pelo monitoramento da rea¢do por 10 minutos. A
adicdo da adrenalina retarda a oxidagéo e consequentemente a producéo
de adenocromo através da enzima SOD. Curvas de 3 ou 4 pontos
permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os
valores da SOD (USOD/mL) foram expressos em termos de atividade
da enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD é definida como a
guantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a velocidade de
formacéo do adrenocromo.
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3.2.14 Determinacao da Viabilidade Celular

A determinagdo da viabilidade celular foi feita por meio do teste
do MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2yl-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina). As
fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 15 min. em tampéo
HBSS, (quando necessario, 0 Tar foi incubado no tempo de 30 min).
Apos as fatias foram incubadas com MTT, a uma concentracédo final de
0,5 mg/mL, em HBSS durante 30 minutos a 37°C em placa sob
agitacdo. Apds a primeira incubacdo, foi removido completamente o
meio contendo MTT e foi adicionado 200 pL. de DMSO. Novamente a
placa foi incubada sob agitacdo, até a fatia ficar esbranquigada e entéo
solubilizar-se completamente ao meio. A intensidade de coloragdo (azul
escuro, que corresponde a quantidade de formazan) reflete o estado
funcional da cadeia respiratoria e é medida espectrofotometricamente a
um comprimento de onda de 560 e 650 nm simultaneamente. Durante
todo o procedimento a placa permaneceu protegida da luz. As fatias de
hipocampo foram de 400 pum e o teste foi feito em duplicata.

3.2.15 Concentragdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi avaliada pelo método de (Lowry
et al., 1951). Uma curva padrdo utilizando a albumina de soro bovino
(Sigma®) foi utilizada para calcular os niveis de proteina nas amostras.

3.2.16 Procedimentos histolégicos para contagem de células no
cortex cerebral

Os animais eutireoideos e hipotireoideos foram anestesiados com
xilazina: cetamina e perfundidos com tampédo fosfato-salino (PBS)
contendo heparina (50 mL). A administragdo da solugdo salina com
heparina foi realizada em temperatura ambiente e em quantidade
suficiente para permitir um retorno vascular quase transparente. Em
prosseguimento, foi administrado solucdo fixadora filtrada
(aproximadamente 100 mL por animal) composta de formaldeido a 4%,
recém-preparada a partir de paraformaldeido em tampdo fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,4 em temperatura ambiente. Ap6s a perfusdo, o
cérebro foi retirado, pesado e colocado na mesma solucédo de fixacéo por
72 h. Apds a fixacdo, o cérebro foi lavado durante 1 hora em agua
corrente, desidratado em concentragfes crescentes de etanol (70%, 80%,
90%, 95% e etanol absoluto) e eliminados com xilol. Os cérebros foram
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entdo incorporados em resina paraplastica (Histosec). Cortes de 6 pum de
espessura foram obtidos com um micrétomo e coletados em série. O
tecido foi corado com violeta de cresyl, e entdo os cortes foram
desidratados através de uma série de alcool, limpos com xileno e
cobertas com Entellan. A camada de células do I, 1l e I1l, IV, V e VI do
cortex cerebral foram identificadas com o auxilio de atlas (Paxinos,
2013).

3.2.17 Imunohistoquimica do cdrtex cerebral de ratos para GFAP e
NeuN

Apbs a perfusdo, como descrito acima, 0s encéfalos dos animais
eutireoideos e hipotireoideos foram submetidos a crioprotecdo em
solucdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato de sédio (PBS) 0,1M pH
7,4 por 48h. Apds a crioprotecdo, os encéfalos foram cortados no plano
coronal em secgdes seriadas de 30 pm, obtidas em micrétomo. Os cortes
foram recolhidos sequencialmente a cada 100 um. Posteriormente, 0s
cortes foram processados para imunohistoquimica para marcacdo de
GFAP ou NeuN. Para 0 método da imunoperoxidase os cortes foram
inicialmente lavados 3 vezes de 10 minutos em PBS 0,1M, com
posterior inibicdo da peroxidase enddgena através de incubagdo por 30
min com solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% em PBS-TX (PBS
0,1M acrescido de 0,3% de triton X-100). Posteriormente 0s cortes
foram cuidadosamente lavados e pré-incubados PBS-Tx contendo 3%
de soro normal de cabra (NGS) durante 30 min. Entdo, os cortes foram
incubados com anticorpo policlonal anti-GFAP de coelho diluido 1: 150
ou anticorpo anti-NeuN de camundongo, diluido 1:500 em 3% NGS em
PBS-Tx por 48 horas & 4°C. O anticorpo NeuN reconhece
especificamente a ligacdo do DNA, a proteina especifica de neurdnio
NeuN, que esta presente na maioria dos neurdnios. A distribuicdo da
proteina NeuN aparentemente esta restrita aos ndcleos neuronais
(Mullen et al., 1992), enquanto a GFAP é uma proteina de FI usada
como bhiomarcador de astrocitos. Depois de varias lavagens com PBS-
TX, os cortes foram incubados em uma solucdo anti-lgG de coelho
diluida 1:50 em PBS-Tx a temperatura ambiente durante 2 horas. Os
cortes foram lavados novamente em PBS e incubados em anti-lgG de
coelho (para GFAP) ou anti-lgG de camundongo (para NeuN)
peroxidase-anti-peroxidase (PAP) diluido 1:500 em PBS durante 2
horas a temperatura ambiente. A reacdo de imunohistoquimica foi
realizada incubando os cortes em um meio histoquimico contendo
0,06% de 3’3-diaminobenzidina (DAB) dissolvido em PBS durante 10
min e depois em uma solucdo contendo | uM de H»O: a 3% por mL de
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meio DAB por 10 min. Posteriormente, os cortes foram lavados em
PBS, montados em laminas gelatinizadas, secos a temperatura ambiente
ou estufa e cobertos com Entellan e laminulas. Os tecidos de todos os
animais neste experimento foram processados (perfusdo e
imunodetec¢do) no mesmo dia, usando as mesmas solugdes para evitar
mudangas nos antecedentes e diferencas na reacdo cromogeénica.

3.2.18 Estimativa da densidade numérica de células neuronais e
gliais no cortex cerebral

As andlises dos cortes histoldgicos submetidos a técnica de
imunohistoquimica e de Nissl foram feitas através de microscopia de luz
em campo claro. A localizacdo e denominacdo das regides analisadas
basearam-se no atlas de referéncia neuroanatdbmica para roedores
(Paxinos, 2013) e em cortes histologicos corados pela técnica de Nissl
que auxiliaram na localizacdo citoarquitetdnica. As imagens foram
capturadas com um microscopio invertido (Olympus 1X83), sendo
digitalizadas 5 imagens/corte de cada animal. As imagens foram
avaliadas com o programa CellSens Dimension 1.12 e as analises
estatisticas realizadas com o programa GraphPad Prism 5. Os cortes
foram visualizados com um aumento de 40X. Os neur6nios com um
nicleo bem focado foram contados. Foram contados os nucleos das
células que estavam dentro da area de teste (7.000.000 pm?), mas ndo
gue nao tocasse duas bordas da area teste previamente escolhida (linhas
proibidas). O centro do nicleo, em oposicdo ao topo do nucleo, foi
medido.

3.2.19 Imunofluorescéncia do hipocampo para NeuN

Os encéfalos foram fixados com 4% de paraformaldeido por 48
horas em temperatura ambiente e crioprotegidos por imersdo em solucéo
crescente de sacarose (15% e 30%), diluida em PBS (0,1M, pH 7,4), a 4
°C, até a submersdo completa do material na solu¢do. Os encéfalos
foram, entdo, congelados rapidamente (vitrificagdo) por imersdo em
isopentano resfriado com CO2 e armazenados em freezer (-80°C) para
analises posteriores. Cortes coronais seriados de 40 pm de espessura do
hipocampo foram obtidos utilizando-se o criostato a -20°C (Thermo
Scientific). Os cortes foram processados para realizacdo da técnica free
floting de marcacdo por imunofluorescéncia para a proteina NeuN,
sendo incubados por 48 horas a 4°C com anticorpo monoclonal anti-
NeuN produzido em camundongo (Milipore, MAB377) diluido 1:1000
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em PBS com 1% de BSA e 0,2% de Triton X-100. Apds os cortes foram
lavados cinco vezes com PBS a temperatura ambiente, por 5 min cada
lavagem. A seguir, os cortes foram incubados com o anticorpo Alexa
568 anti-camundongo, diluido 1:500 em PBS com 1% de BSA e 0,2%
de Triton X-100, durante 1 h a temperatura ambiente. Os cortes foram
lavados cinco vezes com PBS a temperatura ambiente, por 5 min cada
lavagem e a seguir foram transferidos para I&minas, montados com
Fluor Save e cobertos com laminulas. O controle negativo foi feito pela
omissdo do anticorpo primario. A analise da imunomarcagdo foi
realizada com a utilizagdo do microscopio de fluorescéncia Olympus
BX41.

3.2.20 Quantificagdo da Imunofluorescéncia

Para a quantificacdo da imunomarcacdo da proteina NeuN, foram
capturadas de oito a dez imagens com a objetiva de 10X (magnificacdo
total de 100X), de cortes diferentes, para cada um dos animais dos dois
grupos experimentais. As imagens foram convertidas para a escala de 8
bits e de cada imagem foram quantificadas trés areas (triplicata), de
igual tamanho (474 um), da regido CA1 do hipocampo, sendo realizada
a corregdo do background para cada uma das imagens. Durante a
captura das imagens, todas as condi¢des de iluminacdo e magnificacdo
foram mantidas iguais entre os grupos experimentais. A quantificacdo
da imunofluorescéncia foi realizada com o programa ImageJ.

3.2.21 Teste de funcéo locomotora: performance no foot-fault test

Este teste é uma ferramenta utilizada para avaliar a funcéo
locomotora em roedores. O teste consiste em uma superficie de grade na
qual o rato € colocado e livre para explorar. O nimero de vezes que 0
rato tenta colocar o peso em um pé que cai entre as grades de arame €
marcada. Essa acdo é denominada de nimero de erros na realizacdo da
tarefa ou nimero de “Foot-faults”. Este teste foi validado como uma
avaliacdo sensorio-motora (Grill et al., 1997).

3.2.22 Ensaio de Docagem Molecular
O ensaio de docagem molecular foi realizado em parceria com o

Prof. Dr. Guilherme Razzera (Departamento de Bioquimica/UFSC). O
software Autodock vina (Trott e Olson, 2010) foi utilizado para o
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acoplamento molecular. O receptor de integrina av33 (PDB 1L5G) foi
preparada para o encaixe usando Chimera 10.1 (Pettersen et al., 2004)
em parametros padrdo considerando pH 7, em campo de forca AMBER
(Wang e Bordey, 2008). O ligante T3 reverso foi selecionado a partir do
banco de dados de Zinc, codigo 4097418 (http://zinc.docking.org).
Residuos flexiveis, 3A do centro ligado ao ligante (sitio de ligagio do
peptideo RGD), foram utilizados para correr a analise de acoplamento.
A postura AG com RMSD inferior ao ligante cristalogréfico foi
selecionado para analise de ligacdo ao ligante com o software LigPlot
(Wallace et al., 1996).

3.2.23 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de determinacGes feitas em duplicatas em 3 a 4
experimentos independentes. As comparacfes estatisticas foram
realizadas através do teste “t” de Student, ANOVA de uma via ou
ANOVA de duas vias seguidos do pos-teste de Bonferroni quando
necessario, utilizando-se o programa INSTAT versdo 2.02. As
diferencas  encontradas  foram  consideradas  estatisticamente
significativas para um “p” igual ou menor que 0,05.


http://zinc.docking.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizado o modelo experimental de
hipotireoidismo congénito induzido pelo tratamento com PTU nas ratas
prenhas, que ja foi previamente validado pelo nosso grupo de pesquisa
(Zamoner, Barreto, et al., 2008; Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur,
2008; Cattani et al., 2013). Nossa equipe tem buscado demonstrar 0s
efeitos dos HTs sobre o sistema reprodutor e o sistema nervoso central
de ratos em desenvolvimento através de modelos experimentais de
hipertireoidismo e hipotireoidismo congénito, bem como de exposicdo
ex vivo aos HTs. Nesse sentido, a énfase dos estudos do grupo estd na
investigacdo do mecanismo de acdo rapido, ndo gendémico, dos HTs em
células neurais e em outros sistemas (Zamoner et al., 2005; Zamoner et
al., 2006a; Zamoner et al., 2006b; Zamoner, Royer, et al., 2007;
Zamoner et al., 2007c; Zamoner, Heimfarth, Oliveira Loureiro, et al.,
2008; Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008; Cattani et al., 2013).
Logo, o modelo experimental de hipotireoidismo congénito, bem como
os estudos dos efeitos “ex vivo” e “in vivo” dos HTs ja estdo
padronizados no Laboratério, utilizando metodologias que permitem
avaliar os efeitos desses hormonios nos diferentes sistemas bioldgicos.

No presente trabalho foi dado énfase no estudo das
consequéncias do hipotireoidismo congénito durante o periodo de
neurodesenvolvimento de ratos. Apoiados nos trabalhos prévios do
grupo de pesquisa e em dados da literatura cientifica internacional sobre
0s danos gerados pela auséncia dos HTs no hipocampo em
desenvolvimento, iniciamos uma pesquisa pioneira investigando a
capacidade do horménio Tar, por muito tempo considerado uma
metabdlito inativo dos HTs, em reestabelecer algumas das
consequéncias neuroquimicas, o deshalanco redox e as alteracdes
histologicas do hipotireoidismo congénito no hipocampo de ratos em
desenvolvimento (Estudo I e I1).

Além disso, com o intuito de dar continuidade as investigacdes
do grupo a cerca dos danos celulares e moleculares gerados pelo
hipotireoidismo congénito no coértex cerebral de ratos em
desenvolvimento (Zamoner, Royer, et al., 2007; Zamoner, Heimfarth e
Pessoa-Pureur, 2008), investigamos as consequéncias dessa disfuncédo
da tireoide no cortex cerebral de animais em desenvolvimento (Estudo
. No estudo Il foram investigadas as consequéncias do
hipotireoidismo congénito em pardmetros neuroquimicos, na histologia
e na funcdo do cortex sensorio-motor de ratos em desenvolvimento.
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Cada estudo supracitado (I, Il e [1Il) esta apresentado
separadamente nesta tese de doutorado contendo a descrigdo dos
resultados bem como discussédo e concluséo parciais.

Os trés estudos foram intitulados da seguinte maneira:

- ESTUDO I: Intera¢do do Tar com o receptor de integrina avp3
e restauracdo da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo
glutamatérgico e energético no hipocampo de ratos com hipotireoidismo
em desenvolvimento.

- ESTUDO IlI: Efeito do Tsr sobre parametros do estresse
oxidativo e morfologia do hipocampo de animais eutireoideos e
hipotireoideos em desenvolvimento.

- ESTUDO lI: Efeitos do hipotireoidismo congénito sobre a
homeostase do glutamato, parametros oxidativos, morfoldgicos e
comportamentais no cortex cerebral de ratos em desenvolvimento.
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4.1 ESTUDO I: INTERACAO DO Tsr COM O RECEPTOR DE
INTEGRINA ovp3 E RESTAURACAO DA ATIVIDADE DE
ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO
GLUTAMATERGICO E ENERGETICO NO HIPOCAMPO DE
RATOS COM HIPOTIREOIDISMO EM DESENVOLVIMENTO.

Neste estudo avaliamos a capacidade do tratamento com o
hormdnio Tsr restaurar os efeitos do hipotireoidismo congénito sobre a
captacdo do glutamato, bem como as vias de sinalizagdo envolvidas no
mecanismo de ac¢do desse horménio, com enfoque no papel do receptor
de integrina avp3 no mecanismo de acdo hormonal. Além disso,
investigamos o papel do Tsr no metabolismo energético e na
fosforilacdo da GFAP. Para tanto, utilizamos o modelo experimental de
hipotireoidismo congénito em ratos em desenvolvimento com énfase em
mecanismos gendmicos e ndo gendmicos de acdo do Tar através de
acles ex vivo — rapidas e in vivo — classicas, no hipocampo de filhotes.

Resultados demonstrados na dissertacdo de mestrado mostraram
algumas acgdes ex vivo do Tar, principalmente relacionado as vias de
sinalizacdo implicadas na acdo desse hormdnio (Domingues, 2014).
Esta tese de doutorado contém resultados ex vivo e resultados in vivo
que permitem um melhor entendimento das agdes do Tsr no hipocampo
de ratos em desenvolvimento. Utilizamos analises de modelagem
molecular para propor que as a¢fes de Tar podem ter inicio através da
interacdo com o receptor de integrina avf33.

Na abordagem ex vivo, as fatias de hipocampo de ratos
hipotireoideos com 15 dias de idade foram incubadas com Tsr 1nM
durante 30 minutos. Na abordagem in vivo, o Tsr (50ng/Kg de peso
corporal) foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) por 3 dias
consecutivos nos filhotes eutireoideos e hipotireoideos a partir dos 12
dias de idade pés-natal. As andlises bioquimicas foram realizadas em
fatias de hipocampo de ratos de 15 dias de idade (24 horas apds a Ultima
administracdo hormonal).

4.1.1 Efeito do Tsr na homeostase da fosforilacdo da GFAP

Nossos resultados demonstraram que o hipotireoidismo congénito
leva a hiperfosforilagdo da GFAP no hipocampo de ratos em
desenvolvimento. O tratamento ex vivo por 30 minutos com Tar nas
fatias hipocampais desses animais foi capaz de restaurar a fosforilagdo
ao nivel dos animais eutireoideos (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do tratamento ex vivo do Tar sobre a fosforilacdo da GFAP em
animais hipotireoideos.
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Fatias de hipocampos de ratos eutireoideos e hipotireoideos com 15 dias de idade
foram incubadas com 3?P-ortofosfato na auséncia ou presenga de Tar 1 nM, durante
30 min. A fragdo citoesquelética enriquecida em Fls foi extraida, analisada por SDS-
PAGE e a radioatividade incorporada na GFAP foi medida determinando os valores
de densidade éptica para a banda correspondente a proteina. Os resultados foram
expressos como média + SEM de 6 animais em cada grupo e expressos em % do
controle. As diferengas estatisticamente significativas foram determinadas por
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de multiplas comparacdes de Bonferroni:*p
<0,0001 em comparagdo com o grupo eutireoideo; #p <0,0001 em comparagéo com
0 grupo hipotireoideo. A autorradiografia representativa da incorporagéo de 2P nas
proteinas da fracdo citoesquelética enriquecida com Fls estd demonstrada. E =
eutireoideo; H= hipotireoideo; H+Tsr = hipotireoideo + Tsr. A seta indica a banda
correspondente a GFAP.

4.1.2 Efeito do Tsr na captacdo de *C-L-glutamato e influxo de
45Ca?* no hipocampo de ratos hipotireoideos.

Com intuito de investigar a captacdo do glutamato em fatias de
hipocampo de animais hipotireoideos e a habilidade do Tar reestabelecer
esse possivel desequilibrio, analisamos a captacdo de *C-glutamato
dependente de Na*, também conhecido como sistema Xac € a captagao
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de 4C-glutamato independente de Na*, sistema Xc  (Danbolt, 2001;
Kanai e Hediger, 2003). Sabe-se que esses dois sistemas Sa0 necessarios
para manter a homeostase do glutamato no cérebro (Melendez et al.,
2016).

Nossos resultados mostraram uma regulacdo negativa em ambos
sistemas de captacdo de glutamato (Xac e Xc¢’) no hipocampo de
animais hipotireoideos. Além disso, o tratamento ex vivo e 0 in vivo com
Tar ndo foi capaz de restaurar a homeostase do glutamato em nenhum
dos dois sistemas (Figura 15A, 15B, 15C e 15D).

Figura 15 - Efeitos do tratamento ex vivo e in vivo do Tar sobre a captagéo de C-
glutamato no hipocampo de animais hipotireoideos.

A Tratamento ex vivo com Tar C
3 + 0.39

—|— o Eutireoideo
m Hipotireoideo

O Hipotireoideo + Tar

——

o
~

(umol [*H] Glutamato/ mg proteina/min)
o

Captacdo de Glutamato dependente de Na*
(umol [*H] Glutamato/ mg proteina/min)
Captagdo de Glutamato independente de Na

- I s
0 0.

Tratamento in vivo com Ty D .

]

4

1 T

o
(5]

o

e

ke
o [

(umol [*H] Glutamato/ mg proteina/min)
(umol [*H] Glutamato/ mg proteina/min)

*hk

Tratamento ex vivo por 30 minutos com Tar (1 nM) — A. e C. e in vivo por 3 dias
consecutivos (50ng/kg de peso) — B. e D. Captagéo de “C-glutamato dependente de
Na* (A e B). Captagdo de “C-glutamato independente de Na* (C e D). Os resultados
foram expressos com média + E.P.M de oito animais por grupo. Analises estatisticas

=3
=3

Captagdo de Glutamato dependente de Na*
Captagdo de Glutamato independente de Na



84

ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Bonferroni: *p <0,05; **p<0,01;
***p <0,01 em comparagdo com o grupo eutireoideo.

Dados anteriores demonstraram que o hipotireoidismo congénito
aumenta a captacdo de Ca?* e o tratamento ex vivo com Tar (1nM) por
30 minutos nas fatias de hipocampo foi capaz de diminuir o influxo de
Ca?* (Domingues, 2014). Entretanto, observamos no presente estudo
que o tratamento in vivo com Tar (50ng/kg) néo foi capaz de reverter o
efeito do hipotireoidismo no influxo de Ca®* (Figura 16).

Figura 16 - Efeitos do tratamento in vivo do Tar sobre o influxo de 4Ca®* no
hipocampo de animais hipotireoideos.
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Tratamento e in vivo por 3 dias consecutivos (50ng/kg de peso) sobre o influxo de
45Ca?* no hipocampo de ratos hipotireoideos. Os resultados foram expressos com
média + E.P.M de oito animais por grupo. Analises estatisticas ANOVA de uma via
seguido pelo pos-teste de Bonferroni: *p<0,05; em comparagdo com 0 grupo
eutireoideo.

4.1.3 Efeito do Tsr na atividade da glutamina sintetase e das
transaminases no hipocampo de ratos hipotireoideos.

O glutamato extracelular captado pelos astrécitos através dos
transportadores presentes na membrana das células gliais ira reagir com
a amonia para formar glutamina, reacdo mediada pela enzima GS. Essa
enzima faz parte do ciclo glutamato-glutamina e estd ativamente
envolvida no metabolismo do glutamato. Portanto, devido ao papel
chave dessa enzima no metabolismo do glutamato sua atividade também
foi avaliada nesse estudo. Nossos resultados mostraram que hd uma
diminuicdo da atividade da GS nos animais hipotireoideos em
desenvolvimento e que o tratamento in vivo e ex vivo com o Tsr foram
capazes de restaurar a atividade da enzima (Figura 17 A e B).



85

Figura 17 - Efeitos do tratamento ex vivo e in vivo do Tar sobre a atividade da
enzima glutamina sintetase no hipocampo de animais hipotireoideos.
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Tratamento ex vivo por 30 minutos com Tar (1 nM) — A. e in vivo por 3 dias
consecutivos (50ng/kg de peso) — B. sobre a atividade enzimatica da GS. Os dados
foram expressos com média + E.P.M de 6 animais em cada grupo. Andlise
estatistica ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de Bonferroni: *p <0,01; em
comparagdo com o grupo eutireoideo; ¥p<0,01° com o grupo hipotireoideo.

Atividade da GS
Atividade da GS
({mM hidroxamato/mg protefna)
o
o

e
=)

e
o

g
=1

Além de sofrer amidacdo e ser convertido em glutamina, o
glutamato também tem um papel ativo nas reacdes de transaminacao
que levam a producéo de energia através do metabolismo mitocondrial.
Desta maneira, analisamos a atividade da alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Dados prévios do grupo de
pesquisa demonstraram que o hipotireoidismo congénito ndo altera a
atividade da ALT, mas diminuiu a atividade da AST em hipocampo de
ratos em desenvolvimento. Além disso, observou-se que a atividade da
AST pode ser reestabelecida apds o tratamento ex vivo por 30 minutos
com Tar (Domingues, 2014).

Nesse contexto, no presente estudo investigou-se se o tratamento
in vivo, por 3 dias consecutivos, com Tsr poderia modificar a atividade
dessas aminotransferases. Os resultados mostraram que assim como
apos tratamento ex vivo, o tratamento in vivo ndo modificou a atividade
da ALT. Contudo, semelhante ao que foi observado anteriormente, o
tratamento dos filhotes hipotireoideos por 3 dias consecutivos com Tar
foi capaz de restaurar a atividade da AST (Figura 18A e 18B).
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Figura 18 - Efeitos do tratamento in vivo do Tsr sobre a atividade das enzimas
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase no hipocampo de animais
hipotireoideos.
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Tratamento in vivo por 3 dias consecutivos (50ng/kg de peso) sobre a atividade
enzimatica. (A) alanina aminotransferase (ALT); (B) aspartato aminotransferase
(AST). Os dados foram expressos com media + E.P.M de 6 animais em cada grupo.
Andlise estatistica ANOVA de uma via seguido pelo pds teste de Bonferroni
***p<0,0001 em compara¢do com o grupo eutireoideo; #p<0,001 em comparagdo
com o grupo hipotireoideo.

4.1.4 Efeito do Tsr no transporte da glicose e na atividade da LDH
no hipocampo de ratos hipotireoideos.

Estudo anterior do grupo demonstrou que o hipotireoidismo
congeénito ndo altera a captagdo de 4C-DG em fatias de hipocampo de
ratos imaturos. Por outro lado, apds exposicdo ex vivo das fatias
hipocampais com Tar, observou-se um incremento na captacdo e
acumulo de glicose intracelular (Domingues, 2014). Contudo, 0 mesmo
ndo foi observado ap6s exposicdo in vivo ao horménio (dados nao
mostrados).

Considerando-se que o tratamento curto, por 30 min, com Tar foi
capaz de estimular a captacdo de “C-DG em fatias de hipocampo de
ratos imaturos, investigamos se esse horménio era capaz de modular a
atividade da LDH nessas mesmas condi¢fes de tratamento. A LDH
catalisa a interconversdo de piruvato e lactato envolvendo a coenzima
NAD*. Os resultados mostraram aumento atividade de LDH no
hipocampo de animais hipotireoideos. Além disso, observamos que o
aumento na captacdo de glicose estd de acordo com a indugdo na
atividade enzimética da LDH ap06s tratamento ex vivo com Tsr (Figura
19).
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Figura 19 - Efeitos do tratamento do Tsr ex vivo sobre a atividade da LDH.
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Efeito do tratamento ex vivo, por 30 minutos, com Tsr (1 nM) sobre atividade da
LDH no hipocampo de ratos hipotireoideos. Os resultados foram expressos com
média + E.P.M. de 8 animais em cada grupo. Analise estatistica ANOVA de uma
via seguido pelo pos-teste de Bonferroni: *p<0,01 comparado com o grupo
eutireoideo; #p<0,05 comparado com o grupo hipotireoideo.

4.1.5 Efeito do Tsr no conteudo de glutationa e na atividade da
gama-glutamil transferase no hipocampo de ratos hipotireoideos.

Demonstramos previamente que o hipotireoidismo congénito
diminui o conteldo de GSH no hipocampo de ratos em
desenvolvimento, e Tar foi capaz de restaurar esse efeito apds exposicdo
ex vivo por 30 min (Domingues, 2014). No presente estudo
demonstramos que o tratamento in vivo com Tar também foi capaz de
restaurar 0s niveis da GSH em hipocampo de ratos hipotireoideos
(Figura 20).

Figura 20 - Efeitos do tratamento in vivo do Tsr no contetido de GSH.
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Efeito da administragdo in vivo com Tar (50ng/kg de massa corp6rea) por trés dias
consecutivos no conteudo de GSH no hipocampo de ratos hipotireoideos. Os
resultados foram expressos com média + E.P.M de 8 animais em cada grupo.
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Andlise estatistica ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Bonferroni:
***p<0,001 em comparagdo com o grupo eutireoideo; #p<0,05 em comparagéo com
0 grupo hipotireoideo.

O metabolismo da GSH pode ser modulado pela atividade da
GGT. Resultados prévios de nosso grupo de pesquisa mostraram que 0
hipotireoidismo congénito causa diminui¢do na atividade da GGT em
fatias de hipocampo de ratos imaturos, que é revertida pela exposicao ex
vivo com Tsr por 30 min (Domingues, 2014). Contudo, no presente
trabalho verificamos que o tratamento in vivo dos filhotes com Tar ndo
foi capaz de restaurar a atividade GGT em hipocampo de ratos
hipotireoideos (Figura 21). Analisando os dados em conjunto, sugere-se
gue o Tsr exerce um efeito rapido, ndo gendmico e nao sustentado sobre
a modulacdo da atividade da GGT em células de hipocampo de ratos
imaturos.

Figura 21 - Efeitos do tratamento in vivo do Tsr sobre a atividade da GGT.
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Efeito do Tar in vivo por trés dias consecutivos (50ng/kg de peso) no hipocampo de
ratos hipotireoideos. sobre a atividade da gama glutamil transferase (GGT). Os
resultados foram expressos com média + E.P.M de 8 animais em cada grupo.
Andlise estatistica ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Bonferroni *p
<0,05; em comparagdo com o grupo eutireoideo.

4.1.6 Interacéo do Tsr com o receptor de integrina avp3

Com o intuito de mapear as potenciais interagdes do hormdnio
Tar com o receptor de integrina avp3 utilizamos uma estrutura 3D do
receptor (PDB ID: 1L5G) para as andlises de modelagem molecular. Os
nossos resultados sugerem que o Tar é capaz de se ligar com o receptor
de integrina no sitio de ligagdo do peptideo RGD (Figura 22). Os
principais aminoacidos envolvidos na ligagdo do Tsr com a integrina
avp3 foram TYR® (dominio A) e ARG?® e SER'% (dominio B).
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Distancias similares com o anel TYR foram observadas utilizando o Ts
como ligante (dados ndo apresentados). Sugerimos dessa forma que a
TYR'8 é um residuo chave para a interacdo do Tsr com a integrina.

Figura 22 - Modelagem molecular mostrando a ligacéo do Tsr com o receptor de
integrina avf3.

ARG 213

O dominio A esta representado em vermelho e o0 dominio B em verde. Em amarelo o
Tsr na cavidade de ligagdo do RGD e em branco transparente a sobreposi¢éo do
peptideo RGD da estrutura cristalogréafica da integrina (PDB ID: 1L5G).

4.1.7 Discussao

No presente estudo foram investigadas possiveis acdes do
hormdnio Tar frente as alteragcbes neuroquimicas induzidas pelo
hipotireoidismo congénito em hipocampo de ratos. Na abordagem ex
vivo, as fatias do hipocampo de animais hipotireoideos de 15 dias de
idade foram incubadas com 1nM de Tar durante 30 minutos, desta forma
avaliamos os efeitos a curto prazo do horménio, compativel com os
mecanismos de acdo ndo gendmicos dos HTs (Bernal et al., 2003;
Zamoner et al., 2011). Na abordagem in vivo do tratamento com Tar,
filhotes de 12 dias de idade com hipotireoidismo congénito receberam
injecdes diarias de Tar (50ng/kg de peso corporal) até o 14° dia de vida
(3 injecBes). As analises bioquimicas nas fatias de hipocampo foram
realizadas 24 horas apds a Ultima injecdo hormonal (filnotes com 15
dias de idade). Essa exposicdo de longo prazo nos permitiu avaliar as
acbes gendmicas do horménio.

Inicialmente, abordamos a capacidade do Tsr em restaurar a
homeostase do sistema fosforilante associado a GFAP no hipocampo de
ratos hipotireoideos. Os resultados mostraram que o hipotireoidismo
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leva a uma hiperfosforilacdo da GFAP e que o tratamento das fatias de
hipocampo por 30 minutos com Tar 1nM foi capaz de restaurar a
fosforilacdo ao nivel dos animais eutireoideos.

Os astrocitos expressam Fls como a GFAP, vimentina, nestina e
sinemina; no entanto, a GFAP é a principal proteina de FI expressa em
astrocitos maduros e sua funcdo esté relacionada com a manutencao da
forca mecénica, bem como da forma celular. Evidéncias recentes
mostraram que a GFAP é importante para uma variedade de fungdes
como motilidade/migracdo celular, proliferacdo celular, homeostase do
glutamato, crescimento de neuritos e protecdo a insultos celulares (Hol e
Pekny, 2015; Pierozan et al., 2016).

Nosso grupo descreveu que o0s mecanismos de sinalizacdo
envolvidos na regulacdo da fosforilagdo/desfosforilagdo de Fls séo
importantes alvos de toxinas (Pierozan et al.,, 2016) e metabdlitos
(Pierozan e Pessoa-Pureur, 2017), incluindo os HTs (Zamoner,
Heimfarth, Oliveira Loureiro, et al., 2008; Zamoner, Heimfarth e
Pessoa-Pureur, 2008; Zamoner e Pessoa-Pureur, 2011). Uma
caracteristica comum de doencas neurodegenerativas é o desequilibrio
na fosforilagdo dos Fls (Holmgren et al., 2012) no hipocampo de
filhotes hipotireoideos. Nossas descobertas mostram que o0 Tsr é capaz
de restaurar a homeostase da GFAP, corroborando com evidéncias
anteriores que sugerem que 0 Tsr pode modular o citoesqueleto no
cérebro de animais hipotireoideos (Farwell et al., 1990; Leonard e
Farwell, 1997; Farwell et al., 2005).

Para o melhor entendimento do papel dos HTs sobre a
homeostase do glutamato no cérebro de animais em desenvolvimento,
investigamos a habilidade do Tsr em restaurar equilibrio no sistema
glutamatérgico em hipocampo de ratos hipotireoideos. Para isso,
avaliamos, em fatias hipocampais de ratos eutireoideos e hipotireoideos,
a captacdo de “C-glutamato dependente de Na*, também conhecido
como sistema Xag € a captacdo de *C-glutamato independente de Na*,
sistema Xc.

O sistema Xac é mediado por transportadores de glutamato
GLAST e GLT1, predominantemente expressos em astrocitos, e
responsaveis por aproximadamente 90% da captacdo total de glutamato
no SNC. Esse sistema permite que a captacdo de glutamato esteja
associada com o influxo de Na*, e desta forma se torna fundamental
para manter o gradiente idnico da membrana celular (Barros-Barbosa et
al.,, 2015). O sistema Xc regula a captacdo de cistina em troca da
liberacdo do glutamato intracelular, a cistina posteriormente é oxidada a
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cisteina e podera participar da sintese de glutationa (Cho e Bannai,
1990; Bridges et al., 2012).

Nossos resultados mostraram uma regulacdo negativa em ambos
sistemas de captacdo de glutamato (Xac € Xc) no hipocampo de animais
hipotireoideos. Além disso, nem o tratamento ex vivo e nem o
tratamento in vivo com Tar foi capaz de restaurar o transporte do
glutamato em nenhum dos dois sistemas. Essa desregulacdo na
homeostase do glutamato pode estar relacionada com as deficiéncias
cognitivas associadas ao hipotireoidismo congénito  (Zamoner,
Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008; Cattani et al., 2013), uma vez que
déficits em qualquer um dos sistemas de captagdo de glutamato podem
estar associados a danos neurodegenerativos e a distlrbios
neurocognitivos (Choi, 1988).

O resultado deste estudo relacionado a regulagdo negativa do
sistema Xac esta de acordo com publicacdes anteriores do nosso grupo
onde foi observado uma diminui¢cdo no imunoconteldo dos receptores
GLAST e GLT-1 no modelo de hipotireoidismo (Zamoner, Heimfarth e
Pessoa-Pureur, 2008).

Ja é bem estabelecido que alteragdes na homeostase do glutamato
extracelular podem gerar uma continua excitacdo dos receptores de
glutamato, levando consequentemente a um aumento do influxo de
Ca?*, principalmente através do receptor NMDA, podendo induzir a
excitotoxicidade glutamatérgica no SNC de ratos em desenvolvimento
com hipotireoidismo congénito (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur,
2008; Cattani et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa ja descreveu um maior influxo de Ca?
nos animais hipotireoideos em desenvolvimento (Cattani et al., 2013),
0s resultados no presente estudo corroboraram com os dados anteriores
e também estdo de acordo com a diminuicdo na captacdo de “C-L-
glutamato. J& haviamos demonstrado que o tratamento ex vivo com Tar
nas fatias de hipocampo foi capaz de normalizar o influxo de Ca?* nos
animais hipotireoideos (Domingues, 2014), contudo, o tratamento in
vivo com o hormdnio ndo foi capaz de normalizar o influxo de Ca?*.

Apoiados nesses resultados, nés sugerimos que o0 Tsr tem um
efeito protetor, através de mecanismos rapidos, sobre as células
hipocampais. Neste contexto, sugerimos que o Tar induz uma
modulacédo rapida, mas nao sustentada no influxo de Ca?*, através de
mecanismos ndo gendmicos.

Estudos pioneiros, investigando as acGes ndo gendmicas da T3 e
Ta, mostraram que esses hormdnios induzem o influxo de Ca?*
independentemente da sintese proteica (Segal e Ingbar, 1989; Segal,
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1990). Além disso, (Chakrabarti e Ray, 2000) demonstraram que 0 T3
aumenta o nivel intra sinaptossomal de Ca?* que leva a ativacdo da
oxido nitrico sintase no cortex cerebral do rato adulto. Ainda, (Sarkar e
Ray, 2003) demonstraram a mobilizacdo do calcio dentro de
sinaptossomas do cérebro de ratos hipotireoideos adultos. Nesse sentido,
nosso grupo ja demonstrou que ambos Tz e Ta induziram influxo de
45Ca? em fatias de cortex cerebral de ratos em desenvolvimento
(Zamoner, Royer, et al., 2007).

Apesar de evidéncias que o Tar estimula influxo de 4°Ca?*, em
células de Sertoli de ratos eutireoideos (Zanatta, Zamoner, Goncalves,
Zanatta, Bouraima-Lelong, Carreau, et al., 2011), é importante enfatizar
gue o presente estudo é a primeira evidéncia experimental do papel Tar
como um modulador de influxo de Ca?* em células neurais de ratos
hipotireoideos.

Uma vez no meio intracelular, o glutamato desempenha diversos
papéis metabolicos, incluindo sua conversdo a glutamina em astrocitos
através da atividade da GS. No presente estudo, observamos uma
diminuigdo na atividade da GS no hipocampo de animais hipotireoideos,
compativel com os resultados em relacdo a homeostase do glutamato.
Curiosamente, ambos 0s tratamentos ex vivo e in vivo com Tar foram
capazes de restaurar a atividade da GS.

Os astrocitos desempenham um papel fundamental na sinapse
glutamatérgica, pois sdo responsaveis tanto por retirar o glutamato da
fenda sinaptica, quanto por expressar enzimas que irdo converter o
glutamato a glutamina. Uma diminuicdo da atividade da GS astrocitaria
poderia contribuir para uma desregulacéo no ciclo glutamato-glutamina,
0 qual desempenha um papel fundamental na neurotransmissao
glutamatérgica (Schousboe et al., 2014). A regulacdo astrocitaria da GS
ndo é claramente entendida, embora estudos demonstrem uma regulacéo
hormonal para a GS (Blutstein et al., 2006). Neste sentindo, sugerimos
um importante papel do Tar no estabelecimento da atividade da GS,
reestabelecendo o correto funcionamento do ciclo glutamato-glutamina
e a neurotransmissdo glutamatérgica no hipocampo de animais
hipotireoideos em desenvolvimento.

No meio intracelular, o glutamato também pode participar de
reacOes de transaminacdo. As aminotransferases sdo fundamentais no
metabolismo intermediario, sendo que no cérebro, a AST e a ALT séo
consideradas enzimas neuronais ativas no metabolismo do glutamato
(Kugler, 1993). Neste contexto a ALT pode ser considerada como a
principal contribuinte do estado estacionario dos niveis de glutamato.
Desta forma, alteracdo na atividade dessas enzimas em células neurais
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podem gerar falhas na producdo de energia e comprometer o sistema
glutamatérgico.

Nossos resultados mostraram que 0 tratamento in vivo com Tsr
foi capaz de modular positivamente a atividade da AST, observamos
este mesmo comportamento na atividade da enzima quando as fatias de
hipocampo foram tratadas com Tsr 1nM por 30 minutos (Domingues,
2014). Os dados apresentados apoiam um papel para esse hormonio na
restauracdo de atividades enzimaticas no modelo experimental de
hipotireoidismo congénito.

A regulacdo negativa na atividade da AST em filhotes
hipotireoideos pode estar relacionada com o desequilibrio no
metabolismo do glutamato e a reducdo do metabolismo mitocondrial no
hipocampo de animais hipotireoideos (Jojua et al., 2015). Essas
alteracOes podem estar relacionadas a falhas no metabolismo energético
e na neurotransmissdo, bem como a anormalidades cognitivas
observadas no hipotireoidismo congénito. Portanto, o papel do Tsr na
restauracdo da atividade AST poderia representar um importante
mecanismo que neutraliza, pelo menos em parte, o efeito deletério do
hipotireoidismo congénito sobre células hipocampais de ratos em
desenvolvimento. Neste contexto, é importante considerar que o
oxaloacetato e o0 o-cetoglutarato, dois substratos alfa-cetoacidos de
AST, sdo intermediarios de ciclo TCA. Assim, a modulacdo da
atividade dessa enzima pelo Tsr, reflete também o efeito desse horménio
sobre o0 estado metabolico do hipocampo de animais em
desenvolvimento com hipotireoidismo.

Com o objetivo de investigar o0 mecanismo envolvido no efeito
do Tar sobre o metabolismo energético no hipocampo de ratos
hipotireoideos, nds avaliamos primeiramente o efeito do Tar através de
tratamento ex vivo sobre a captacgdo de *C-DG em hipocampo de ratos
em desenvolvimento. Nossos resultados mostraram que a condicdo de
hipotireoidismo n&o altera a captacdo de “C-DG, porém o tratamento ex
vivo com Tar estimula a entrada e o acimulo de glicose em células
hipocampais (Domingues, 2014). Contudo, os resultados do presente
estudo demonstram que o tratamento in vivo com Tsr ndo tém o mesmo
efeito sobre a captacdo de glicose. Em conjunto, estes achados reforgcam
a hipétese que o Tar apresenta mecanismo de acéo rapido em parametros
metabdlicos no hipocampo de ratos em desenvolvimento, sugerindo
diferentes mecanismos de acdo apds tratamento ex vivo e in vivo sobre o
metabolismo energético no hipocampo de animais hipotireoideos,
possivelmente devido a ativagdo de mecanismos ndo gendmicos e
gendmicos, respectivamente.
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Ainda neste estudo, investigamos o efeito do Tsr na modulacdo
da atividade da LDH no hipocampo de animais hipotireoideos apds
tratamento ex vivo. Os resultados mostraram que o hipotireoidismo
aumenta a atividade da enzima e o tratamento com o horménio aumenta
ainda mais a atividade dessa enzima. A inducdo na atividade da LDH
com o tratamento ex vivo estd de acordo com o0 aumento na captacao de
glicose induzida por Tar.

A modulagdo positiva da atividade LDH pode estar relacionada
com uma maior eficiéncia na via glicolitica. Sua atividade pode estar
sendo mantida através da producdo de lactato no hipocampo dos
animais hipotireoideos. Desta forma, levantamos a hip6tese que o
hipocampo dos animais hipotireoideos pode apresentar um metabolismo
adaptativo, utilizando o lactato como um combustivel alternativo, apds o
tratamento a curto prazo com o hormonio Tsr. No entanto, ndo foi
possivel determinar o fluxo direcional de lactato entre os astrocitos e
neurdnios.

O efeito do Tsr no transporte de glicose, bem como na atividade
enzimatica da LDH e da AST, pode representar um papel protetor deste
horménio, na restauracdo de pelo menos uma parte do metabolismo
energético deficiente em animais hipotireoideos. A glicose também
pode ser utilizada como combustivel energético para o fornecimento do
esqueleto de carbono para a sintese de glutamato/glutamina. Desta
maneira, a AST pode estar envolvida na sintese de glutamato e de a-
cetoglutarato. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o Tar ajuda a
manter a disponibilidade do ciclo glutamato-glutamina pela estimulacao
da sintese de novo e glutamina nos astrocitos, e também interferindo em
outras vias metabdlicas.

Devido a importdncia da GSH na defesa antioxidante néo
enzimatica e da participacdo do glutamato intracelular na sua sintese de
novo, investigamos os niveis de GSH no hipocampo de ratos com
hipotireoidismo congénito. Nossos resultados mostraram uma
diminuicdo nos niveis de GSH no hipocampo de ratos hipotireoideos.
Os dados estdo de acordo com a diminui¢éo dos niveis de glutamato e o
desequilibrio no sistema redox nesses animais (Dasgupta et al., 2007;
Zamoner, Barreto, et al., 2008; Cattani et al., 2013). Nossos resultados
prévios mostraram que o tratamento ex vivo com Tsr € capaz de
reestabelecer os niveis da GSH no hipocampo dos animais (Domingues,
2014), este trabalho apresenta dados que demonstram que o tratamento
in vivo também é capaz de equilibrar os niveis de GSH, sugerindo que o
Tar pode ter um efeito ndo gendmico e sustentado frente aos niveis
desse antioxidante ndo enzimatico.
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O metabolismo da GSH também pode ser regulado pela atividade
da enzima GGT, que é capaz de clivar o tripeptideo, gerando um
aminoacido Y-glutamil e o dipetideo cistenil-glicina. Essa acdo além de
disponibilizar os aminoacidos para sintese de outras proteinas também
permite a captacdo da cisteina pelos neurdnios, sendo a GGT
considerada uma enzima limitante na sintese de novo de GSH neuronal.

Nossos primeiros resultados mostraram que ha uma diminuicdo
na atividade da GGT no hipocampo de ratos hipotireoideos e que no
tratamento ex vivo com os HTs (Ts, T4 e Tar) apenas o Tasr foi capaz de
modular positivamente a atividade da GGT. Sugerimos assim, uma
especificidade do Tar sobre a restauracio da atividade da GGT, através
de um mecanismo rapido, ndo gendmico. Nesse estudo pioneiro,
demonstramos também que o tratamento ex vivo das fatias hipocampais
com o Tar, ativas vias de sinalizacdo como a p38, PKA, ERK, CamKII,
e que desta forma ocorre a modulagdo positiva sobre a atividade da
GGT (Domingues, 2014). Contudo, o0s resultados desta tese
demonstraram que 0 tratamento in vivo com Tar ndo teve 0 mesmo
efeito sobre a GGT. A acdo rapida e de curto prazo do Tsr reforga um
mecanismo de acdo ndo gendmico desse horménio sobre a atividade da
GGT no hipocampo de animais hipotireoideos.

Farwell e colaboradores sugeriram que os HTs poderiam interagir
com receptores de integrinas presente na membrana da célula (Farwell
et al., 1995). Neste contexto, um estudo pioneiro investigando os efeitos
nao genémicos dos HTs na angiogénese, demonstrou que o tripeptideo
Arg-Gly-Asp (RGD) bloqueia a ligacdo dos HTs com o receptor de
superficie celular e ainda as acbes intracelulares do horménio (Bergh et
al., 2005). Essa foi a primeira demonstracdo que o receptor de integrina
avP3 no sitio de reconhecimento do RGD poderia mediar as a¢es dos
HTs (Vinatier, 1995; Kumar, 1998). Além disso, o0 RGD tem sido
proposto como um antagonista competitivo da acdo dos HTs, uma vez
gue o sitio de ligacdo dos HTs na integrina foi descrito como muito
préximo a regido de reconhecimento do RGD (Bergh et al., 2005; Cody
et al., 2007).

Nesse sentido, buscamos o envolvimento do receptor de integrina
avP3 nas agdes do Tar utilizando o RGD como antagonista. N0ssos
resultados mostraram que o peptideo RGD blogueia o efeito do Tar
sobre a modulagdo da atividade da GGT (Domingues, 2014). Sugerimos
gue o RGD se liga de forma reversivel ao receptor de integrina, no
mesmo sitio de ligacdo do Tar, reforcando 0 RGD como um antagonista
competitivo de acdo do Tar.



96

Esses achados implicam o envolvimento da integrina av33 como
receptor para 0 Tsr no hipocampo de animais hipotireoideos. Nossos
resultados estdo de acordo com (Zanatta et al., 2013), que demonstrou
que o efeito do Tar sobre o influxo de #°Ca2* no testiculo de ratos
imaturos poderia ser evitado pelo peptideo RGD.

Com o intuito de mapear as potenciais interagdes do hormdnio
Tar com o receptor de integrina avfB3 utilizamos uma estrutura 3D do
receptor para as analises de modelagem molecular. Os nossos resultados
demonstram que o Tar é capaz de se ligar com o receptor de integrina no
sitio de ligacdo do RGD. Em particular a TYR® parece estar envolvida
com interag¢des w stacking com o anel do Tar. Distancias similares com o
anel TYR foram observadas utilizando o Tz como ligante (dados nédo
apresentados). Sugerimos dessa forma que a TYR'8 é um residuo chave
para a interacdo do Tsr com a integrina.

Os resultados obtidos a partir da docagem molecular sugerem que
os efeitos ndo gendmicos do Tsr podem ser desencadeados através de
um receptor de superficie celular para este hormbénio no dominio
extracelular da integrina avf3.

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que o Tar, a
iodotironina mais abundante durante o periodo fetal (Roti et al., 1982),
pode agir como uma molécula neuroprotetora contra a desregulacéo
neuroquimica induzida pelo hipotireoidismo congénito. Sugerimos que
0 Tar interage com o receptor de membrana (integrina avf3) no
hipocampo de ratos hipotireoideos, restaurando a fosforilagdo da GFAP
e a homeostase do glutamato através da atividade das enzimas GS, AST
e GGT. Além disso, o Tsr protege as células do hipocampo contra o
desequilibrio do sistema redox através da restauracdo dos niveis de GSH
e da atividade da GGT. Os efeitos do Tsr podem ser sustentados a longo
prazo através da ativacdo de vias de sinalizacdo. O mecanismo proposto
para as a¢fes ndo gendmicas do Tar estd representado na Figura 23.
Porém, ndo somos capazes de compreender os motivos das diferentes
respostas nas abordagens ex vivo e in vivo de alguns pardmetros
bioquimicos avaliados.

Contudo, nossas descobertas fornecem provas experimentais que
0 Tar € um hormbnio da tireoide biologicamente ativo atuando por
mecanismos ndo gendmicos. Além disso, comprovamos a hipotese que
as agdes do Tsr sdo iniciadas pela interagdo do hormdnio com o receptor
de integrina ovp3, ativando cascatas de sinalizacdo através de
mecanismos ndo gendmicos independentes da transcricdo génica.
Estudos adicionais sdo necessarios para compreender 0 mecanismo de
acao e o papel fisioldgico do Tar no SNC.
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Os resultados apresentados no Estudo (I) foram publicados no
periddico “Molecular and Cellular Endocrionology” em Novembro de
2017 com o titulo “Reverse T3 interacts with avP3 integrin receptor and
restores enzyme activities in the hippocampus of hypothyroid
developing rats: Insight on sinaling mechanisms” (ANEXO I).

Figura 23 - Mecanismo proposto para 0 Tsr na restauracdo a homeostase metabélica
no hipocampo dos ratos hipotireoideos em desenvolvimento
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O hipotireoidismo rompe a homeostase da GFAP, leva a um acumulo intracelular de
Ca?* e gera danos no metabolismo do glutamato. Neste cenario, propomos que 0 Tar
interage com a integrina avp3, ativando as vias de sinalizacdo PKA, CaMKII e p38
MAPK. Esses eventos restauram a homeostase da GFAP, diminuem o influxo de
Ca?*, estimulam a captag&o de glicose e produgéo de lactato, induzem a atividade da
GGT e aumentam os niveis de GSH, que foram depletados pelo hipotireoidismo. O
aumento na captacdo de glicose pode representar um mecanismo compensatorio
para o baixo indice intracelular de glutamato/glutamina. A indugdo glicdlise e a
producdo de lactato sugerem que o Tsr aumenta a biodisponibilidade de substrato
para 0 metabolismo energético, bem como para a sintese de neurotransmissores.
Fonte: Adaptado de Domingues et al., 2017.

4.1.8 Conclusdes Parciais

- O hormbdnio Tar apresenta um efeito protetor frente a excitotoxidade
glutamatérgica, uma vez que restaura atividade de enzimas (AST, GS e
GGT) que estdo diretamente envolvidas no metabolismo do glutamato e
ainda é capaz de modular a captacdo de Ca?* no hipocampo de animais
imaturos com hipotireoidismo congénito induzido;
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- O Tsr atua na recuperagdo do desequilibrio do sistema redox no
hipocampo de ratos hipotireoideos através de sua agdo sobre os niveis
de GSH e atividade da GGT. Os efeitos do Tsr podem ser sustentados a
longo prazo através da ativagdo de vias de sinalizagéo;

- As acbes do Tar sdo iniciadas pela interagdo do hormdnio com o
receptor de integrina avp3, ativando cascatas de sinalizacdo através de
mecanismos ndo gendmicos independente da transcri¢do génica.

Tabela 1 - Resumo do efeito do hipotireoidismo e do tratamento ex vivo e in vivo
com o horménio Tar.

Hipotireoideo  Tarexvivo  Tarinvivo

GFAP 1 1 ?
Captacéo ! ! !
Glutamato
Influxo de 1 1* !
Célcio
Atividade ! 1 1
da GS
Atividade = = =
da ALT
Atividade ! 1* 1
da AST
Captacdo = 1* =
de Glicose
Atividade 1 0 ?
da LDH
Atividade ! 1* !
da GGT
Niveis de ! 1% 1
GSH

Consequéncias do hipotireoidismo, do tratamento das fatias hipocampais — ex vivo e
dos animais — in vivo com 0 horménio Tar. (1) aumento dos niveis ou atividade, (|)
diminuicdo dos niveis ou atividade, (=) sem alteragcdo dos niveis ou atividade (?)
dado ndo investigado (*) referente a dados obtidos na dissertagdo de mestrado
(Domingues, 2014).
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4.2 ESTUDO II: EFEITO DO Tar SOBRE PARAMETROS DO
ESTRESSE OXIDATIVO E MORFOLOGIA DO HIPOCAMPO DE
ANIMAIS EUTIREOIDEOS E HIPOTIREOIDEOS EM
DESENVOLVIMENTO

Os HTs exercem diferentes agbes durante o desenvolvimento
neural, sendo necessarios para modular importantes processos na
maturacdo do SNC durante periodos especificos. A deficiéncia dos HTSs,
mesmo que por periodos curtos, pode levar a danos irreversiveis no
SNC, sendo que as consequéncias dependem ndo apenas da gravidade,
mas do momento de inicio e duracdo da deficiéncia hormonal (Bernal,
2015).

Estudos prévios descreveram o hipotireoidismo como indutor do
estresse oxidativo, e uma das primeiras manifestagdes observadas foi a
deplecdo de GSH (Rahaman et al., 2001; Dasgupta et al., 2005;
Zamoner, Barreto, et al., 2008; Domingues, 2014). Nesse sentido, nosso
grupo de pesquisa demonstrou a diminuicdo na concentracdo deste
tripeptideo no hipocampo de ratos hipotireoideos em desenvolvimento
(Cattani et al., 2013) e recentemente descrevemos que o tratamento ex
vivo das fatias de hipocampo com Tar (1nM) foi capaz de restaurar 0s
niveis da GSH (Domingues et al., 2017). A GSH exerce um papel de
extrema importancia no SNC, sendo considerado o principal
antioxidante ndo enzimatico intracelular (Halliwell, 2006).

No presente estudo, avaliamos a capacidade do tratamento com o
horménio Tar restaurar o metabolismo de enzimas envolvidas com o
sistema de defesa antioxidante, bem como a habilidade desse horménio
em restaurar alteracbes morfoldgicas observadas no hipocampo de
animais hipotireoideos. Utilizamos o0 modelo experimental de
hipotireoidismo congénito descrito previamente com énfase em
mecanismos gendmicos de acdo do Tar através de agdes in vivo —
classicas, no hipocampo de filhotes.

4.2.1 Efeito do hipotireoidismo congénito e do Tsr sobre viabilidade
celular em hipocampo de ratos.

Inicialmente investigou-se se o tratamento in vivo com Tar altera
a viabilidade de células hipocampais, utilizando-se o0 ensaio do MTT. A
Figura 24 mostra que o Tar ndo foi capaz de alterar a viabilidade de
células das fatias hipocampais.
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Figura 24 - Efeitos do tratamento in vivo do Tar sobre a viabilidade celular das
fatias de hipocampo de ratos hipotireoideos.
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Efeito do tratamento in vivo com Tsr (50ng/kg de peso) por 3 dias consecutivos
sobre a viabilidade celular. Os dados foram expressos com média + E.P.M de 6
animais em cada grupo. Anélise estatistica ANOVA de duas vias.

4.2.2 Efeito do hipotireoidismo congénito e do Tsr na producédo de
espécies reativas de oxigénio no hipocampo de ratos.

Com intuito de investigar se o modelo experimental de
hipotireoidismo congénito induz a formacdo de EROs e se tratamento in
vivo com Tar é capaz de diminuir a formagdo de EROs nas células
hipocampais, foi realizado o ensaio do DCF-DA, uma sonda que ha
presenca de EROs torna-se fluorescente. Os resultados mostraram que o
hipotireoidismo induz a formacdo de EROs e que o tratamento com Tsr
foi capaz de restaurar a producéo de EROs até niveis basais (Figura 25).

Figura 25 - Efeitos do hipotireoidismo congénito sobre a producdo de EROs e a
acdo protetora do tratamento in vivo do Tar em fatias hipocampais de animais em
desenvolvimento.
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Tratamento in vivo com (50ng/kg de peso) Tsr por 3 dias consecutivos. Os
resultados foram expressos com média + E.P.M de oito animais por grupo. Analises
estatisticas ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni: F12) =
40,90; P<0,0001 sobre o fator hipotireoideo; F,12) = 5,93 P = 0,031 sobre o fator
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Tar. *p <0,05; ***p<0,0001 em comparagdo com o grupo eutireoideo; #p<0,05 em
comparacgao com o grupo hipotireoideo.

423 Efeito do Tsr na lipoperoxidagdo induzida pelo
hipotireoidismo congénito em células de fatias hipocampais

A inducdo do estresse oxidativo no hipocampo de ratos com
hipotireoidismo congénito foi descrita anteriormente pelo nosso grupo
(Cattani et al., 2013), bem como a capacidade do horménio Tsr reverter
alguns desequilibrios no sistema redox, através do mecanismo de acdo
rapido, ndo gendmico (Domingues, 2014). Sendo assim, com o objetivo
de investigar se o tratamento in vivo com o horménio Tsr durante trés
dias consecutivos é capaz de promover efeito similar ao observado apds
tratamento ex vivo, determinou-se o contelido de TBARS. Os resultados
demonstraram que assim como no tratamento ex vivo, o0 tratamento in
vivo com o horménio Tsr (50 ng/kg) é capaz de diminuir a
lipoperoxidacdo induzida pelo hipotireoidismo congénito em hipocampo
de ratos. Entretanto, o tratamento de animais eutireoideos com Tar ndo
apresentou o mesmo efeito (Figura 26).

Figura 26 - Efeitos in vivo do Tsr no hipocampo de animais hipotireoideos e
eutireoideos em desenvolvimento sobre a lipoperoxidagéo lipidica.
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Os animais foram tratados por trés dias consecutivos com inje¢des i.p de salina ou
Tar 50ng/kg. Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em
cada grupo. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de
Bonferroni: A - F(1,16) = 5,352; P = 0,0343 sobre o fator hipotireoideo; F1,16) = 6,902
P = 0,0183 sobre o fator Tar; #p<0,05 comparando com o grupo eutireoideo;
*p<0,05 comparando com o grupo hipotireoideo.

4.2.4 Efeito do Tsr sobre o sistema de defesa antioxidante no
hipocampo de ratos com hipotireoidismo congénito

Para investigar o efeito do tratamento in vivo do horménio Tsr
sobre os parametros bioquimicos relacionados ao sistema de defesa



102

antioxidante avaliamos as atividades enzimaticas da superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glicose-
6-fosfato-desidrogenase (G6PD) e glutationa redutase (GR).

A SOD catalisa a dismutacdo do O~ produzindo H>O>, que por
sua vez é eliminado através da reacdo catalisada pela CAT. Nossos
resultados mostraram que o hipotireoidismo induz a atividade da SOD e
que o tratamento in vivo com Tar é capaz de restaurar a atividade desta
enzima (Figura 27A), por outro lado, nem o hipotireoidismo congénito
nem o tratamento in vivo com Tar alteram a atividade da CAT (Figura
27B).

Figura 27 - Efeitos in vivo do Tsr no hipocampo de animais hipotireoideos e
eutireoideos em desenvolvimento com sobre a atividade das enzimas superoxido
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Tratamento in vivo por 3 dias consecutivos (50ng/kg de peso). Os resultados foram
expressos com média + E.P.M de oito animais por grupo. Analises estatisticas
ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni: A- Fa12) = 8,617 P =
0,012 sobre o fator hipotireoideo; F,12) = 13,44 P = 0,0032 sobre o fator Tar: #p
<0,05; em comparagdo com o grupo eutireoideo; **p<0,01 em comparagdo com o
grupo hipotireoideo.

Catalase

Outra enzima importante na detoxificacdo do H»O; é a GPx, que
reduz essa espécie reativa a agua ao utilizar a GSH como cofator da
reacdo e formar a glutationa oxidada (GSSG). Nossos resultados
mostraram que o hipotireoidismo congénito induz um aumento na
atividade da enzima e que o tratamento in vivo com Tsr é capaz de
reestabelecer a atividade da GPx nas fatias de hipocampo de animais em
desenvolvimento (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do tratamento in vivo com Tar nas fatias de hipocampo de
animais hipotireoideos e eutireoideos em desenvolvimento sobre a atividade da
glutationa peroxidase.
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Tratamento in vivo por 3 dias consecutivos (50ng/kg de peso). Os resultados foram
expressos com média + E.P.M de oito animais por grupo. Andlises estatisticas
ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni: Fui2) = 6,404 P =
0,0264 sobre o fator hipotireoideo; F12) = 13,79 P = 0,0030 sobre o fator Tar;
**p<0,001; em comparacdo com 0 grupo eutireoideo; *#p<0,001, #p<0,05 em
comparagao com o grupo hipotireoideo.

Nossos dados recentes mostraram que o hipotireoidismo
congeénito depleta o conteldo da GSH no hipocampo de ratos em
desenvolvimento. Observamos também que o Tsr é capaz de
reestabelecer as concentragbes de GSH, um dos mais importantes
antioxidantes ndo enzimaticos do SNC, no hipocampo de ratos
submetidos ao modelo de hipotireoidismo congénito (Domingues et al.,
2017).

Considerando o metabolismo da GSH, destacamos o papel da GR
responsavel pela regeneracdo/reducdo da GSSG em GSH as custas de
NADPH, o qual é disponibilizado pela atividade da G6PD, enzima
passo-limitante da via das pentoses-fosfato. Os resultados do presente
estudo mostraram diminuicdo na atividade da G6PD no hipocampo de
animais hipotireoideos, a atividade desta enzima foi reestabelecida apds
tratamento in vivo, por 3 dias consecutivos, com Tar (Figura 29A). O
tratamento in vivo com Tar também foi capaz de reestabelecer a
atividade da GR em fatias de hipocampo de ratos hipotireoideos (Figura
29B). Nesse sentido, salienta-se que a deplecdo na GSH, provocada pelo
hipotireoidismo congénito, foi restaurada pelo Tar, através da
restauracdo da atividade das enzimas G6PD e GR.
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Figura 29 - Efeito do tratamento in vivo com Tar nas fatias de hipocampo de
animais hipotireoideos e eutireoideos em desenvolvimento sobre a atividade da
G6PD e da GR.
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Tratamento in vivo por 3 dias consecutivos (50ng/kg de peso). Os resultados foram
expressos com média + E.P.M de oito animais por grupo. Andlises estatisticas
ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni: A- F16) = 24,89 P =
0,0001 sobre o fator hipotireoideo; F(,16) = 0,5234 P = 0,4799 sobre o fator Tar. B- -
F,16 = 17,81 P = 0,0007 sobre o fator hipotireoideo; F,16 = 0,0909 P = 0,7668
sobre o fator Tar "p<0,05; ***p<0,001 em comparagdo com 0 grupo eutireoideo;
#p<0,05 #p<0,01 em comparagdo com o grupo hipotireoideo.

4.2.5 Efeito do Tsr sobre a expressao de células NeuN positivas na
regido CA1 do hipocampo de ratos com hipotireoidismo congénito

Com intuito de estabelecer uma ligacéo entre as alteragdes dos
pardmetros neuroquimicos observados no presente estudo e as possiveis
alteragdes histologicas, bem como a capacidade do horménio Tar
reverter os danos sobre a matura¢do de neurdnios no hipocampo de
animais hipotireoideos e eutireoideos em desenvolvimento investigou-se
a presenca de neur6nios maduros na regido CA1 no hipocampo destes
animais, através da técnica de imunomarcacdo por fluorescéncia para
proteina NeuN. A partir desta técnica, foi possivel quantificar a
densitometria éptica da imunofluorescéncia para a proteina de interesse.

Os resultados demonstraram uma reducdo significativa na
expressdo de NeuN no grupo hipotireoideo quando comparado com
todos outros grupos. Ainda, os resultados indicaram que o tratamento
com Tar foi capaz de restaurar a expressdo de NeuN a valores
equivalentes ao grupo eutireoideo. Curiosamente, 0 grupo eutireoideo
quando tratado com Tsr apresentou um efeito per se, tendo um aumento
significativo quando comparado com todos os demais grupos (Figura
30). Além disso, observou-se uma maior vascularizagdo no hipocampo
de animais hipotireoideos tratados ou ndo com Tar (Figura 31).
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Figura 30 - Efeito do tratamento in vivo com Tar sobre a expressdo da proteina
NeuN na regido CAL do hipocampo de ratos hipotireoideos e eutireoideos em
desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M de cinco animais por grupo.
Anélises estatisticas ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni:
F,16) = 32,35; P <0,0001 sobre o fator hipotireoideo; F,16) = 39,37 P <0,0001 sobre
o fator Tar; ™p<0,01 em comparagdo com o grupo eutireoideo; ©@@p<0,001;
@@p<0,001 em comparagdo com O grupo eutireoideo+Tar; #p<0,001 em
comparagao com o grupo hipotireoideo.

Figura 31 - Fotomicrografias de imunofluorescéncia para NeuN no hipocampo de
animais hipotireoideos e eutireoideos em desenvolvimento.

As imagens foram obtidas utilizando-se o Microscépio Olympus BX41l e
representam 0s seguintes grupos: A) Eutireoideo, B) Eutireoideo+Tsr, C)
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Hipotireoideo e D) Hipotireoideo+Tsr. Pode ser observado imunomarcagédo para
NeuN em regides como CALl (Corno de Ammon 1) e GD (Giro Denteado), bem
como uma maior presenga de vasos sanguineos (*) nos grupos hipotireoideos (C e
D). Magnificagdo de 100X, barra de escala = 100 um.

4.2.6 Discussao

No presente estudo investigou-se a capacidade do horménio Tar
reequilibrar algumas disfuncdes bioquimicas e histolégicas no
hipocampo de animais hipotireoideos durante o periodo de
desenvolvimento com enfoque principal na acéo in vivo do Tar sobre o
sistema de defesa antioxidante e a maturacdo neuronal. Para isso, 0s
filhotes de 12 dias de idade com hipotirecidismo congénito foram
injetados diariamente com Tar (50ng/kg de peso corporal) até o 14° dia
de vida. As analises bioguimicas nas fatias de hipocampo, bem como a
preparacdo do material histolégico foram realizadas 24 horas apés a
Gltima injecdo hormonal (filhotes com 15 dias de idade). Relatos que
apontam que o Tar é a iodotironina mais abundante durante a vida fetal
(Roti et al.,, 1982) poderiam justificar a acdo deste metabdlito no
hipocampo de ratos em desenvolvimento.

Nossos resultados demonstram que o Tar é capaz de restaurar 0s
niveis de GSH, depletados no hipotireoidismo, através de mecanismos
nao gendmicos, sustentados a longo prazo (Domingues et al., 2017).
Com intuito de investigar outras possiveis acdes deste horménio frente
ao estresse oxidativo ocasionado pelo hipotireoidismo, primeiramente
avaliamos a geragdo de EROs nas fatias hipocampais de animais
hipotireoideos, e a possivel acdo do Tar nesse pardmetro. N0ssos
resultados mostraram que o hipotireoidismo aumenta a formagéo de
EROs nas fatias de hipocampo de ratos em desenvolvimento e que o
tratamento com Tar foi capaz de diminuir a geragdo de EROs a niveis
semelhantes aos observados no hipocampo de ratos eutireoideos. Esta
acdo do hormdnio acontece através de um mecanismo de acdo rapido,
ndo gendmico, sustentado a longo prazo.

A producdo de EROs esta diretamente ligada a sintese de ATP
intracelular, sendo que a relacéo entre a frequéncia respiratéria (volume
de Oz consumido por minuto) e a produgdo de EROs néo é direta, uma
vez que a baixa atividade respiratoria é frequentemente associada a alta
geracdo de EROs, enguanto que um aumento na atividade da cadeia
respiratoria pode resultar na diminuicdo na taxa de produgdo de EROs.
Essa relacéo é justificada pelo fato de que a transferéncia de elétrons na
cadeia respiratoria mitocondrial, pode ser regulada ndo somente através
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do consumo de oxigénio, mas também pela disponibilidade de
substratos energéticos e ADP (Chance e Williams, 1955; Villanueva et
al., 2013).

Neste sentido, o efeito classico dos HTs na estimulagdo da
frequéncia respiratoria, poderia intuitivamente gerar uma maior
producdo de EROs, mas como descrito anteriormente, a relagdo entre
estas variaveis ndo é linear. Desta forma, nossos resultados corroboram
com essa hipOtese, uma vez que observamos um aumento na producéo
de EROs nas fatias hipocampais de animais hipotireoideos, e um
reequilibrio nessa producdo através do tratamento com Tar. Sugerimos
que a diminuicdo na geracdo das EROs pelo tratamento com Tsr pode
estar relacionada com uma regulacdo positiva do metabolismo
energético, fornecendo assim substratos para a cadeia respiratoria
mitocondrial. Esses achados estdo em concordancia com os resultados
do nosso grupo de pesquisa, onde demonstramos que o Tar pode através
de mecanismos rapidos, é capaz de aumentar a captacdo de glicose nas
fatias hipocampais de animais hipotireoideos e dessa forma modular o
metabolismo energético (Domingues et al., 2017).

A inducdo na geracdo de EROs em ratos neonatos e adultos
devido a alteragGes na funcéo da glandula tireoide tém sido relatadas por
diversos grupos de pesquisa (Venditti et al.,, 1997; Rahaman et al.,
2001). Essa geracdo de EROs pode estar promovendo consequentes
oxidacdes em diversos compostos celulares incluindo DNA, RNA,
lipidios de membranas e proteinas corroborando com possiveis danos
celulares. O estresse oxidativo € um mecanismo ja reconhecido no
envelhecimento e em algumas doencgas, como por exemplo, problemas
cardiovasculares, diabetes  mielitus, cancer e  doencgas
neurodegenerativas, como Alzheimer. Além disso, evidéncias sugerem
gue o estresse oxidativo pode estar associado a transtornos psiquiatricos,
incluindo depressdo (Black et al., 2015). Essas evidéncias ndo s&o
surpreendentes, uma vez que o SNC é altamente susceptivel ao estresse
oxidativo e ao desequilibrio redox devido ao seu elevado consumo de
oxigénio e também por ser um rico em lipidios (Shohami et al., 1997;
Salim, 2014).

Corroborando nossos resultados, onde o Tsr reverteu a
peroxidacdo lipidica, foi demonstrado que o T4 pode ter um efeito
protetor sustentado contra esse dano oxidativo, restaurando os niveis de
TBARS aumentados pela falta dos HTs (Pan et al., 2013). Contudo, a
reposicdo hormonal, em conjunto com a suplementagdo com a vitamina
E, reduziu significativamente a peroxidacao lipidica, este tratamento em
conjunto é capaz ainda de prevenir a morte celular por apoptose
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ocasionada pelo estresse oxidativo no hipocampo de animais
hipotireoideos (Guo et al., 2014). Ressalta-se desta maneira a
importancia da suplementacdo com antioxidantes, sugerindo futuras
perspectivas de estudo com o Tar em associacdo com substéncias
antioxidantes.

Como uma forma de defesa primaria contra as EROs, 0s
organismos tém desenvolvido sistemas de defesa antioxidantes para
proteger as células contra estes danos. As enzimas envolvidas no
sistema de defesa antioxidante e reguladoras do metabolismo como
SOD, CAT, GPx, GR e G6PD podem proteger as células de efeitos
deletérios de radicais livres. Ja é bem estabelecido na literatura que o
hipotireoidismo altera o status destas enzimas (Das e Chainy, 2004;
Zamoner, Barreto, et al., 2008; Cattani et al., 2013) e o tratamento de
animais hipotireoideos com os HTs (T3 e T4) se demonstrou capaz de
reverter a diminui¢do na atividade destas enzimas em diferentes tecidos
(Das e Chainy, 2001; 2004; Dasgupta et al., 2005; 2007).

A SOD tem sido reportada como um indicador da capacidade dos
tecidos em lidar com o estresse oxidativo (Nwani et al., 2013). Nossos
resultados demonstram que o hipotireoidismo aumenta a atividade da
SOD e o tratamento in vivo com Tsr é capaz de reestabelecer a atividade
da enzima. Sugerimos que o aumento da atividade da SOD esta
diretamente relacionado com o aumento da geracdo das EROs
observado nos animais hipotireoideos em desenvolvimento. Dados do
nosso grupo de pesquisa ja haviam demonstrado que o tratamento ex
vivo com o Tar também foi capaz de reequilibrar a atividade da SOD
(Domingues, 2014). Sendo assim, sugerimos que esse hormdnio pode
ter um efeito ndo gendmico, sustentado a longo prazo sobre a atividade
da SOD.

O H,0;, gerado através da acdo da SOD é posteriormente
metabolizado por outras enzimas antioxidantes, como a CAT que
promove a decomposicdo direta de H,O, a agua e oxigénio. Nossos
resultados mostraram que a atividade da CAT ndo é alterada pela
auséncia dos hormdnios bem como pelo tratamento in vivo com Tar.
Esses achados estdo de acordo com dados anteriores do grupo de
pesquisa onde também ndo se observou alteracdo na atividade dessa
enzima no tratamento ex vivo das fatias de hipocampo com o hormdnio
Tar.

A GPx também é capaz de metabolizar o H.O; gerado pela
atividade da SOD. A GPx é uma enzima antioxidante tiol-especifica que
decomp®e perdxidos inorganicos e organicos, como o H2O», utilizando a
GSH como doadora de elétrons (Banerjee et al., 1999). Observamos em
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nossos resultados que o hipotireoidismo aumenta a atividade da GPx e o
tratamento in vivo com Tsr foi capaz de normalizar a atividade dessa
enzima para niveis equivalentes ao controle. Analisando nossos
resultados em conjunto, a diminuicdo da atividade da SOD para niveis
basais, devido ao tratamento com Tar, sugere que este hormonio pode
diminuir a geracdo de H»O,. Essa hipotese esta em concordancia com a
diminuicdo da atividade da GPx induzida pelo Tar, visto que esta
enzima também é responsavel por detoxificar o H,O,. Esses achados
corroboram com evidéncias anteriores do nosso grupo de pesquisa com
relagdo aos efeitos do horménio Tar (Domingues, 2014). Sugerimos
assim, que essa iodotironina possui um efeito contra o estresse oxidativo
induzido pela falta dos HTs através de um mecanismo de a¢do rapido,
sustentado a longo prazo. Contudo, novos estudos poderdo elucidar os
mecanismos pelos quais 0 Tar exerce este efeito.

Recentemente nosso grupo demonstrou que o hipotireoidismo
congeénito acarreta uma diminuicdo nos niveis da GSH, considerada o
principal antioxidante ndo enzimatico presente no SNC, nossos dados
ainda evidenciaram que o Tar é capaz de normalizar os niveis da GSH,
através de mecanismos ndo gendmicos, sustentados a longo prazo
(Domingues et al., 2017). Sabe-se que o metabolismo da GSH ocorre
através da doacao de elétrons para a reducdo da GSSG em GSH através
da acdo da GR. A atividade da enzima G6PD, que participa da via das
pentoses-fosfato, gera NADPH que atuard como um como doador de
elétrons para essa reacao para a regeneragdo da GSH. Os resultados do
presente estudo demonstraram que o tratamento in vivo com Tsr
reestabelece a atividade da GR e da G6PD que se apresentava diminuida
no hipocampo de animais com hipotireoidismo congénito. Esses
resultados corroboram os efeitos do Tsr na recuperacdo das
concentragGes de GSH no hipocampo de ratos imaturos submetidos ao
modelo de hipotireoidismo congénito.

Desta forma, sugerimos que o Tar pode atuar como um agente
capaz de reverter pelo menos algumas das alteracdes relacionadas com o
estresse oxidativo, restaurando os niveis da GSH através da modulacao
positiva da atividade das enzimas GR e G6PD as quais sao relevantes na
reducdo da glutationa.

Além das alteragBes bioquimicas relatadas na literatura e no
presente estudo, sabe-se que a falta dos HTs durante o periodo fetal e/ou
neonatal provoca diversas alteragdes morfologicas no encéfalo em
desenvolvimento como: redugdo na conectividade sindptica, retardo na
mielinizacdo, desequilibrio na migracdo neuronal e modificacdo na
neurotransmissao, acarretando  efeitos  deletérios para 0
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neurodesenvolvimento (Bernal, 2007). Desta forma, o hipotireoidismo
congénito é conhecido por retardar marcadamente a maturagdo e
desenvolvimento do SNC (Darbra et al., 2003).

Neste trabalho foi dado énfase ao hipocampo, uma estrutura que
integra a codificacdo e armazenamento da meméria (Jones e Mchugh,
2011). Os efeitos deletérios do hipotireoidismo congénito no
desenvolvimento da morfologia do hipocampo ja estdo bem
estabelecidos (Rami et al., 1986; Madeira et al., 1991). Ainda, a
auséncia dos HTs esta associada a comprometimento comportamentais
para executar tarefas que requerem a integridade do hipocampo (Darbra
et al., 2003; Guadano-Ferraz et al., 2003). Alguns estudos
eletrofisioldgicos demonstraram que o hipotireoidismo induzido pelo
PTU altera a transmissao sinaptica e a plasticidade na regido CA1 do
hipocampo de ratos no periodo neonatal (Vara et al., 2002; Sui et al.,
2005).

A regido CAl do hipocampo desempenha um papel chave na
memoria episodica (Hoge e Kesner, 2007; Barbosa et al., 2012), embora
essa regido pareca exercer um efeito no componente espacial em uma
tarefa associativa de memoria, similar a episédica (Barbosa et al.,
2012). Além disso, a subadrea CA1 dorsal é considerada a maior via de
saida do hipocampo para o neocdrtex e ainda possui vias que ligam a
CAZ3 e ao cortex entorrinal (Agster e Burwell, 2009).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a falta dos HTs durante
0 periodo de desenvolvimento leva a uma diminui¢do na densidade dos
neurdnios em todas as regides do hipocampo (CAL, CA2, CA3, CAd e
DG) sendo mais expressiva na CAl (Cattani et al., 2013), o que
justificou a escolha da quantificagdo da proteina NeuN nessa regido no
presente estudo. Além disso, o processamento rapido e preciso das
informacbes que acontece no hipocampo depende da rede
interconectada correspondente aos subcampos anatdbmicos DG, CA3 e
CA1l (Chamberlain et al., 2012). Mudancas morfoldgicas expressivas
nestas regides podem esclarecer, pelo menos em parte 0s mecanismos
que geram as alteragdes cognitivas observadas no hipotireoidismo.

No presente estudo, observamos uma diminuigdo na expressdo de
neurdnios NeuN positivos na regido CAL do hipocampo de animais em
desenvolvimento com hipotireoidismo congénito e o tratamento in vivo
com Tar foi capaz de restaurar a expressdo dessa proteina.
Curiosamente, os animais eutireoideos tratados com Tar apresentaram
uma maior expressdo de NeuN mesmo quando comparado ao grupo
controle, demostrando, desta maneira, um efeito per se do Tsr frente a
maturacdo neuronal. Até o presente momento, este € o Unico trabalho
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cientifico que demonstrou o efeito benéfico do Tsr em reestabelecer a
expressdo de NeuN, bem como pelo aumento direto na expressdo desta
proteina.

Muitos estudos ja descreveram os efeitos deletérios da auséncia
dos HTs na morfologia do encéfalo. Porém, poucos trabalhos relatam
moléculas biologicamente ativas capazes de reverter esses danos. Nesse
sentido, pesquisadores relataram que o hipotireoidismo congénito, além
de regular negativamente a expressdo da proteina NeuN, gera um
aumento na apoptose na regido CALl do hipocampo de ratos com
hipotireoidismo com 15 dias de idade ainda, o tratamento desses
animais com miR-124 foi capaz tanto de diminuir a apoptose quanto
restaurar a expressao de neurénios NeuN positivos na regido CAl. O
miR-124 é altamente expresso no cérebro e conhecido por regular o
crescimento de diversos sistemas como o0 SNC. Os animais
hipotireoideos apresentam uma reducdo na expressdo do miR-124. A
resposta positiva frente a apoptose e morfologia celular faz do miR-124
uma possivel substdncia de protecdo neuronal no modelo de
hipotireoidismo (Shao et al., 2015).

Estes achados podem apoiar 0o comprometimento cognitivo
associado com o hipotireoidismo ndo s6 na fase de desenvolvimento
como em adultos. No presente estudo apresentamos resultados pioneiros
dos efeitos benéficos do horménio Tar perante a morfologia do
hipocampo. Ademais, observamos um aumento na vascularizagdo no
hipocampo de animais hipotireoideos, quando comparado aos animais
eutireoideos. O tratamento com Tar ndo foi capaz de normalizar a
vascularizacdo hipocampal e sugerimos que este aumento pode ser uma
resposta compensatdria do organismo para, de alguma forma,
reestabelecer os niveis hormonais no encéfalo em desenvolvimento.
Contudo, mais estudos sdo necessarios para comprovar esta hipotese.

4.2.7 Conclusdes Parciais

- O horménio Tar apresenta um efeito positivo na diminuicdo das
concentracbes de marcadores de dano oxidativo como a geragdo de
EROs e a peroxidacéo lipidica;

- O Tar reestabelece a atividade de enzimas envolvidas no sistema de
defesa antioxidante (SOD, GPx, G6PD e GR);

- O Tar tem acdo benéfica perante a morfologia neuronal, através do
reestabelecimento da expressdo de neurdnios no hipocampo de animais
hipotireoideos em desenvolvimento.
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Tabela 2 - Resumo do efeito do hipotireoidismo e do tratamento in vivo com o
horménio Tar.

Hipotireoideo  Tar in vivo

MTT = =
DCFDA 1 !
Lipoperoxidacgéo 1 l
Atividade da i l
SOD
Atividade da = =
CAT
Atividade da 1 l
GPx
Atividade da l 1
G6PD
Atividade da l 1
GR
NeuN | 1

Consequéncias do hipotireoidismo, do tratamento — in vivo com o horménio Tar
sobre as fatias hipocampais. (1) aumento da atividade ou densidade, (|) diminuigdo
da atividade ou densidade, (=) sem alteracéo atividade ou densidade.
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4.3 ESTUDO llI: EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO CONGENITO
SOBRE A HOMEOSTASE DO GLUTAMATO, PARAMETROS
OXIDATIVOS, MORFOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS NO
CORTEX CEREBRAL DE RATOS EM DESENVOLVIMENTO

Estudos realizados em roedores demonstraram que a deficiéncia
dos HTs maternos durante diferentes estagios da gestacdo esta associada
a uma ampla gama de anormalidades no cérebro da prole (Morreale De
Escobar et al., 2000; Morte et al.,, 2010). As consequéncias do
hipotireoidismo relacionam-se tanto com a gravidade quanto o tempo de
deficiéncia materna para as HTs. Nesse contexto, foram demonstrados
defeitos na migracao neuronal (Auso et al., 2004), crescimento reduzido
de axo6nios e dendritos (Berbel et al., 1985; Navarro et al., 2015) e
indugcdo de apoptose (Mohan et al., 2012). Esses efeitos geralmente
estdo localizados em diferentes regiGes cerebrais, especialmente o
cortex parietal e occipital (Lucio et al., 1997; Lavado-Autric et al.,
2003), com consequéncias nas fungdes motoras, visuais e auditivas
(Zoeller e Rovet, 2004).

Estudo prévio de nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
auséncia dos HTs durante o desenvolvimento do SNC afeta a dindmica
do sistema fosforilante associado ao citoesqueleto através de
mecanismos associados a via da MAPK e diminuicdo da expressdo dos
transportadores de glutamato GLAST e GLT-1 em cértex cerebral de
ratos imaturos (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008). Além
disso, demonstramos que os HTs induzem o influxo de Ca* e a
fosforilacdo de FIs em fatias de cortex cerebral de ratos em
desenvolvimento por meio de mecanismos ndo gendmicos,
independentes da sintese de novo de proteinas (Zamoner et al., 2006b;
Zamoner, Heimfarth, Oliveira Loureiro, et al., 2008).

Dando continuidade aos estudos do grupo, no intuito de
esclarecer os efeitos e os mecanismos relacionados aos danos no cortex
cerebral de ratos induzidos pelo hipotireoidismo congénito,
investigamos no presente estudo, alguns pardmetros neuroquimicos,
histoldgicos e funcionais associados ao hipotireoidismo no cortex
cerebral de ratos em desenvolvimento.
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4.3.1 Efeitos do hipotireoidismo congénito sobre o sistema
glutamatérgico no cortex cerebral de animais em desenvolvimento

Estudo prévio do grupo mostrou que o hipotireoidismo congénito leva a
diminuicdo no conteldo de GLAST e GLT-1 em cdrtex cerebral de
ratos imaturos, o que pode levar a modifica¢fes na entrada de glutamato
para o interior dos astrdcitos. Uma vez captado pelos astrdcitos, o
glutamato pode ser convertido a glutamina, pela acdo da GS. Assim,
com o intuito de investigar o destino do glutamato astrocitario,
mensurou-se a atividade da GS, enzima que esta diretamente envolvida
no ciclo glutamato-glutamina. A Figura 32 mostra que O
hipotireoidismo congénito regula negativamente a atividade da GS, o
que pode estar provavelmente levando a uma diminui¢do na sintese da
glutamina associada e ao desbalango do sistema glutamatérgico.

Figura 32 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a atividade da enzima GS no
cortex de animais em desenvolvimento
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Os resultados sdo expressos como média + E.P.M de 6 animais em cada grupo.
Anélise estatistica pelo teste “t” de Student *p<0,05.

A glutamina produzida nos astrocitos a partir do glutamato é
posteriormente translocada aos neurdnios através do sistema transporte
de aminoacidos neutros. Esses transportadores sdo fundamentais para
aumentar a disponibilidade de aminodcidos essenciais para a sintese
proteica ou para 0 metabolismo energético nos neurdnios.

Dentre os principais transportadores de aminoacidos neutros, o
Sistema A possui a capacidade de transportar substratos N-metilados,
como o aminoacido modelo metil aminoisobutirico (MeAlB). Desta
forma, o MeAIB é um modelo essencial para investigar sistemas de
entrada de aminoacidos como a glutamina e a alanina. Sendo assim,
estudou-se o efeito do hipotireoidismo congénito sobre o acimulo de
[**C]-MeAIB no cortex cerebral dos ratos imaturos. Os resultados
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mostraram que o hipotireoidismo congénito leva ao acumulo de 4C-
MeAIB no coértex cerebral desses animais, sugerindo um possivel
aumento no transporte de glutamina para o interior dos neurdnios
(Figura 33).

Figura 33 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre o transporte de aminoacidos
neutros nas fatias de cortex de animais em desenvolvimento
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Os resultados sdo expressos como média + E.P.M de 6 animais em cada grupo.
Andlise estatistica pelo teste “t” de Student ***p<0,001.

Corroborando o aumento de transporte de glutamina para o0s
neurdnios e também o possivel excesso de glutamato na fenda sinaptica,
observou-se 0 aumento do influxo de “°Ca?* no cortex cerebral de
animais hipotireoideos em desenvolvimento (Figura 34), sugerindo a
inducdo do fendbmeno conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica.

Figura 34 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre o influxo de 4°Ca?* no cortex
de animais em desenvolvimento

1001 o
[J Eutireoideo
*k

804 @ Hipotireoideo

604

40+

204

Influxo de 5Ca?*
(pmol “*Ca?*Iug proteina)

0
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M de 6 animais em cada grupo.
Analise estatistica pelo teste “t” de Student **p<0,01.
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4.3.2 Efeitos do hipotireoidismo congénito no sistema redox celular

Para investigar parametros bioquimicos relacionados ao
equilibrio redox no cortex cerebral de ratos hipotireoideos em
desenvolvimento, foi determinada primeiramente a producéo de EROs e
peroxidacdo lipidica. Os resultados mostraram um aumento na producdo
de EROs no cortex cerebral desses animais (Figura 35) sugerindo que
essa desregulacdo hormonal pode induzir o estresse oxidativo.

Figura 35 - Consequéncias do hipotireoidismo congénito sobre a producéo de
espécies reativas de oxigénio no cortex cerebral de animais em desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Analise estatistica: teste “t” de Student *p<0,05/ **p<0,01.

Corroborando o aumento na producdo de EROs observamos um
aumento na peroxidacdo lipidica no cdrtex cerebral de animais com
hipotireoidismo congénito em desenvolvimento (Figura 36), bem como
uma diminuicao nos niveis de GSH (Figura 37).
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Figura 36 - Consequéncias do hipotireoidismo congénito sobre a lipoperoxidagdo
lipidica no cortex cerebral de animais em desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Analise estatistica: teste “t” de Student ***p<0,001.

Figura 37 - Consequéncias do hipotireoidismo congénito sobre os niveis de GSH no
clrtex cerebral de animais em desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Analise estatistica: teste “t” de Student *p<0,05.

Em conjunto com estes resultados, demonstrou-se uma
diminuicdo na atividade da GGT (Figura 38A), enzima envolvida na
sintese de novo da GSH. Porém, a G6PD, enzima limitante da via das
pentoses-fosfato, a qual é importante na producdo de equivalentes
redutores como o NADPH (H*), importante para a reducdo da
glutationa, ndo teve alteracdo na sua atividade em cortex cerebral de
animais hipotireoideos com relagéo aos eutireoideos (Figura 38B).
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Figura 38 - Consequéncias do hipotireoidismo congénito sobre a atividade da GGT
e da G6PD no cortex cerebral de animais em desenvolvimento.
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A- atividade da GGT; B- atividade da G6PD. Os resultados foram expressos com
média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo. Andlise estatistica: teste “t” de
Student **p<0,01.

4.3.3 Investigacdo dos efeitos do hipotireoidismo congénito na
atividade da colinesterase no cortex cerebral de animais em
desenvolvimento

Com o intuito de esclarecer as consequéncias do hipotireoidismo
congénito sobre a integridade da via colinérgica, estudamos o efeito
dessa disfuncdo da tireoide sobre a atividade da colinesterase,
ectoenzima responsavel pela metabolizacdo da acetilcolina na fenda
sinaptica. Nossos resultados mostraram que animais com
hipotireoidismo congénito apresentam um aumento na atividade desta
enzima, resultando na diminuicdo da disponibilidade da acetilcolina
para interagir com seus receptores e modular a resposta celular a essa
molécula (Figura 39).

Figura 39 - Efeitos do hipotireoidismo congénito na atividade da colinesterase no
cortex cerebral de animais em desenvolvimento
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Analise estatistica: teste “t” de Student *p<0,05.
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4.3.4. Efeito de hipotireoidismo congénito na homeostase da
fosforilagcdo de GFAP em astrocitos corticais primarios

Apesar dos resultados prévios do grupo terem demonstrado que o
hipotireoidismo congénito ndo afeta a fosforilagdo de GFAP em fatias
de cértex cerebral de ratos imaturos (Zamoner, Heimfarth e Pessoa-
Pureur, 2008), no presente estudo demonstramos hiperfosforilagdo da
GFAP em cultura primaria de astrocitos corticais de filhotes
hipotireoideos. Por outro lado, o imunocontetdo de GFAP diminuiu

(Figura 40).

Figura 40 - Efeito do hipotireoidismo congénito na fosforilagdo da GFAP em
cultura priméria de astrécitos corticais de animais eutireoideos e hipotireoideos.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Andlise estatistica: teste “t” de Student ***p<0,001; *p<0,05.



120

4.3.5. Efeitos do hipotireoidismo congénito na morfologia do cortex
sensérioimotor cerebral e funcdo locomotora dos ratos em
desenvolvimento

Inicialmente avaliamos se o hipotireoidismo congénito foi
capaz de modificar a relagdo massa do cortex cerebral/massa corpérea.
Os resultados mostraram que o hipotireoidismo diminuiu a relagdo
massa do coOrtex cerebral/massa corpdrea (mg/g) em ratos em
desenvolvimento (Tabela 1). Posteriormente, foram realizadas analises
histoquimicas para investigar altera¢bes na histologia do cortex cerebral
de ratos hipotireoideos em desenvolvimento.

Tabela 3 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a relacdo massa do cortex
cerebral/massa corpdrea em ratos em desenvolvimento.

Relagdo massa do cortex cerebral/massa

corporea
(mg/g)
Eutireoideo 42.0+0.72
Hipotireoideo 34.7 £0.73***

Os ratos foram pesados no dia do experimento e logo apds a eutanasia, 0 peso do
cortex cerebral foi determinado. Entdo a raz8o massa do cOrtex cerebral/massa
corporea foi calculada. Os dados foram expressos como média + E.P.M de 8 animais
por grupo. Analise estatistica teste “t” de Student ***p <0,001.

A caracterizacdo histologica e estrutural das diferentes camadas
do cortex sensorio-motor (CSM) dos filhotes eutirecideos e
hipotireoideos foi analisada através da coloracdo com Nissl.
Inicialmente, mensurou-se a espessura do CSM de animais eutireoideos
e hipotireoideos nos hemisférios cerebrais esquerdo e direito. Os
resultados mostraram que o hipotireoidismo congénito ndo modifica a
espessura do CSM (Figura 41). A Figura 42 demonstra
representativamente, que as condi¢fes gerais do tecido foram
preservadas e mostra as delimitagdes das camadas | a VI do CSM que
foram analisadas posteriormente (Figura 42).
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Figura 41 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a espessura das camadas do
clrtex sensorio-motor dos ratos em desenvolvimento
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Andlise estatistica Anova de uma via seguido pelo pos teste de Bonferroni.

Figura 42 - Fotomicrografias de coloracdo Nissil das camadas do cortex cerebral de
animais em desenvolvimento.
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Prancha representativa com as camadas do cortex cerebral de animais em
desenvolvimento, através da coloracdo de Nissil. Magnificacdo de 100X, barra de
escala = 100 pum.

Apesar de ndo alterar a espessura do CSM, o hipotireoidismo
congénito acarretou em diminuicdo do tamanho dos neurdnios nas
camadas Il e 1l e IV no CSM do hemisfério cerebral direito (Figura
43A). No entanto, ndo observamos diferenca significativa no tamanho
dos neurdnios no CSM do hemisfério cerebral esquerdo (Figura 43B). A
imagem apresentada nas Figuras 43A e 43B demonstra
representativamente a diminui¢do no tamanho dos neurénios na camada
11I-111 e IV do CSM de ratos eutireoideos e hipotireoideos.
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Figura 43 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre o tamanho dos neur6nios nas
diferentes camadas do cortex sensério-motor dos ratos em desenvolvimento.
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A. Imagem representativa dos neur6nios das camadas Il e Il e IV do CSM do
hemisfério cerebral direito. B- Imagem representativa dos neur6nios das camadas |1
e Il e IV do CSM do hemisfério cerebral esquerdo. Os resultados foram expressos
com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo. Anova de uma via seguido pelo
pos teste de Bonferroni **p<0,01; *p<0,05 em relacdo ao grupo eutireoideo.
Magnificagdo de 400X, barra de escala = 20 um.
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Posteriormente, uma vez definido que a espessura do CSM néo
foi alterada pelo hipotireoidismo congénito, procedeu-se a andlise do
numero de células GFAP e NeuN positivas nessa sub-regido do cortex
cerebral de animais eutireoideos e hipotireoideos. Para tal, foram
realizados ensaios de imuno histoquimica utilizando os anticorpos
especificos para essas proteinas. Os resultados mostraram aumento
significativo na densidade de células NeuN positivas em camadas
especificas do CSM (llI-111 e V) dos animais hipotireoideos (Figuras 44 e
45), sugerindo que as camadas CSM sdo afetadas de forma diferente
pelos baixos niveis dos HTs durante o desenvolvimento neural.

Figura 44 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a densidade dos neurdnios
NeuN positivos nas diferentes camadas do cortex sensorio-motor dos ratos em
desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.

Andlise estatistica Anova de uma via seguido pelo pds teste de Bonferroni
**p<0,01; *p <0,05.
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Figura 45 - Fotomicrografias do coértex sensério-motor de ratos em
desenvolvimento e a densidade das células NeuN positivas através de
imunohistoquimica.
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Prancha representativa das células NeuN positivas em animais em desenvolvimento.
Magnificacdo de 100X, barra de escala = 100 um.

Além do que foi exposto, determinamos a densidade de células
positivas para a GFAP no CSM de ratos eutireoideos e hipotireoideos
através de imunohistoquimica. Os resultados demonstraram que o
hipotireoidismo congénito diminui significativamente a densidade de
células positivas para GFAP, em camadas especificas do CSM (Figura
46 e 47), sugerindo um atraso na maturacdo de astrécitos em cortex
cerebral de animais hipotireoideos.



126

Figura 46 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a densidade de células
positivas para GFAP nas diferentes camadas do cortex sensério-motor dos ratos em
desenvolvimento.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Andlise estatistica: Anova de uma via seguido pelo pés teste de Bonferroni *p<0,05.

Figura 47 - Fotomicrografias do cértex sensério-motor de ratos em
desenvolvimento e a densidade das células positivas para GFAP através de
imunohistoquimica.

Imagens representativas da imunohistoquimica para marcacéo de células positivas
para GFAP em CSM de animais em desenvolvimento (A e C = eutireoideos; B e D
= hipotireoideos). A e B) Magnificacdo de 40X, barra de escala = 100 um. C e D)
Magnificagdo de 400X, barra de escala = 20 um.
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Considerando-se que o hipotireoidismo congénito provoca
varias alteragBes neuroquimicas e histoquimicas no CSM de ratos em
desenvolvimento, investigou-se se os efeitos observados eram capazes
de afetar a funcdo do cértex motor. Nesse contexto, realizamos o teste
de “foot-fault” para acessar as possiveis diferencas na funcdo
locomotora entre animais eutireoideos e hipotireoideos. A Figura 48
mostrou que o hipotireoidismo congénito aumentou significativamente o
nimero de “erros” cometidos pelo grupo hipotireoideos no teste,
demonstrando que a deficiéncia dos HTs afeta a funcdo motora de ratos
durante o desenvolvimento.

O aumento observado no numero de “erros” no teste do “Foot-
fault” esta provavelmente associado a reducdo das habilidades
locomotoras dos animais. Esse resultado pode refletir a maturagéo tardia
das estruturas responsaveis pelas respostas sensdrio-motoras devido a
deficiéncia de hormdnio da tireoide. Corroborando esta hipotese, a
mielinizacdo tardia, bem como o atraso no desenvolvimento motor e nas
fungdes motoras foram descritos em um relato de caso de uma menina
de 1 ano de idade com hipotireoidismo congénito (Ariyuca et al., 2014).

Figura 48 - Efeito do hipotireoidismo congénito sobre a funcdo locomotora através
do teste de “foot-faul” em ratos.
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Os resultados foram expressos com média + E.P.M. de 06 animais em cada grupo.
Anélise estatistica: teste “t” de Student ***p<0,001.
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4.3.6 Discussao

O hipotireoidismo congénito foi induzido no presente estudo
pela administracdo de 0,05% de PTU na &gua de beber de ratas
gestantes até os filhotes nascerem e completarem 15 dias de idade. A
eficacia do tratamento com PTU para inducdo do hipotireoidismo ja foi
previamente demonstrada pelo nosso grupo de pesquisa, através da
diminuicdo dos niveis plasmaticos de Tz e T4, que foram associados a
altos niveis de TSH (Cattani et al., 2013).

Os resultados do presente estudo mostraram que o0
hipotireoidismo congénito aumenta o transporte de aminoacidos neutros
e neste sentido sugerimos uma maior captacdo de glutamina, bem como
influxo de Ca?* em cdrtex cerebral de ratos em desenvolvimento. Esses
efeitos podem estar associados a diminui¢do da atividade da GS, bem
como a inducdo de estresse oxidativo.

Diversos trabalhos relataram que a diminui¢do da concentracdo
ou auséncia dos HTs pode acarretar inimeros danos ao SNC.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o0
hipotireoidismo congénito diminui a captacdo de glutamato nos
astrocitos hipocampais, devido a diminuicdo nos niveis dos
transportadores  glutamatérgicos astrogliais (GLAST e GLT-1)
aumentando a disponibilidade deste aminoacido na fenda sinaptica
(Cattani et al., 2013). Outro trabalho do nosso grupo relatou também
uma diminui¢do dos niveis GLAST e GLT-1 no cortex cerebral de
animais hipotireoideos com 15 dias de idade (Zamoner, Heimfarth e
Pessoa-Pureur, 2008).

Os astrocitos sdo a principal protecdo dos neurbnios contra a
excitotoxicidade glutamatérgica, esta defesa ocorre através da captacdo
do glutamato presente no meio extracelular (Danbolt, 2001). Uma vez
dentro dos astrdcitos o glutamato é convertido a glutamina, a qual é
transportada para os neurénios e desta forma, serve como um importante
precursor para a sintese de glutamato pelos neurdnios através da
atividade da GS neuronal. Cattani e colaboradores (2013), observaram
que a falta dos HTs gera uma falha no ciclo glutamato-glutamina, por
inibicdo da atividade da GS. Esses dados corroboram os resultados do
presente estudo, onde foi observado uma diminui¢do na atividade desta
enzima no cortex cerebral de animais hipotireoideos. Salienta-se que a
glutamina é considerada uma maneira ndo toxica de transporte de
glutamato no sistema nervoso central (Fernandes et al., 2010).

A expressdo da GS e sua atividade sdo reguladas positivamente
pelo hormdnio T3, de forma que a reducdo da atividade desta enzima
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evidencia este achado no hipotireoidismo. Diversos aminoacidos
(Ibarrola e Rodriguez-Pena, 1997) necessarios para a sintese dos
componentes da bainha de mielina, sdo em parte, gerados através da via
de sinalizacdo da GS (Baas et al., 1998). Desta forma, a a¢do do T3 no
desenvolvimento da mielinizacdo e maturagdo pode ser mediado em
parte, através da regulagdo gendmica da GS (Tosic et al., 1992; Ibarrola
e Rodriguez-Pena, 1997).

A glutamina, por sua vez, é captada para 0s neurdnios atraves do
0 sistema A de transporte de aminoacidos neutros, o qual serve como
um controle para manter o equilibrio glutamina/glutamato dentro das
células do SNC. Observamos no presente estudo, um estimulo no
transporte de aminoacidos neutros no cortex cerebral de animais com
hipotireoidismo. Este fendmeno pode estar contribuindo com a maior
entrada de glutamina nos neurénios e consequentemente a formacéo de
glutamato no interior destas células.

Ja foi demonstrado que a transferéncia de glutamato dos
neurbnios para os astrocitos € menor no cerebro de ratos neonatos,
guando comparado com ratos adultos, enquanto a transferéncia de
glutamina a partir dos astrocitos para 0s neurdnios glutamatérgicos é
relativamente aumentada (Morken et al., 2014). Esses dados estdo de
acordo com os resultados obtidos no presente estudo, onde se observou
um estimulo no transporte de aminoacidos neutros, representado através
do acimulo de *C-MeAIB. O aumento no transporte de glutamina para
0s neurbnios pode estar associado a maior disponibilidade desse
aminoacido para a sintese de glutamato e, consequentemente, pode estar
indiretamente  associado ao fendbmeno de excitotoxicidade
glutamateérgica.

O sistema A de transporte de aminoacidos estd acoplado a
entrada de Na* nas células. A entrada desse ion pode alterar o potencial
de membrana da célula e evocar a abertura de canais de Ca?*
dependentes de voltagem (CCDV). Nesse sentido, o aumento no influxo
de Ca?* demonstrado no presente estudo pode ser consequéncia tanto da
entrada deste ion por CCDV quanto via receptores do subtipo NMDA
ativados pelo aumento de glutamato na fenda sinéptica. Pesquisadores
demonstraram que 0 aumento na captacdo de Ca?*, através da ativacdo
dos receptores NMDA, ativa a fosforilagdo de neurofilamentos, gerando
uma desregulacdo no citoesqueleto e desta forma a morte celular
(Pessoa-Pureur e Wajner, 2007).

Salienta-se que oscilagbes nas concentragdes intracelulares de
Ca?* durante o estagio de desenvolvimento neural pode acarretar em
alteracBes dos processos relacionados ao neurodesenvolvimento, tal
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como crescimento axonal de neurbnios e migracdo de células neuronais
(Berridge et al., 2003; Berridge, 2014). Estes eventos interconectados
podem causar disfungdes astrogliais, além de comprometer o ciclo
glutamato-glutamina, induzir estresse oxidativo e ocasionar a morte
celular.

Nos anteriormente descrevemos que o hipotireoidismo congénito
alterava a integridade do citoesqueleto neuronal atuando no sistema de
fosforilagio associado ao neurofilamento e na modulagdo de vias de
sinalizacdo da MAPK em células de glioma C6 (Zamoner, Funchal, et
al., 2007). Além disso, o hipotirecidismo congénito induz a
hiperfosforilagdo de GFAP no hipocampo de ratos imaturos (Cattani et
al., 2013). Por outro lado, a fosforilacdo de GFAP ndo foi alterada em
fatias de cortex cerebral de ratos hipotireoideos imaturos (Zamoner,
Heimfarth e Pessoa-Pureur, 2008). Curiosamente, no presente estudo,
observamos hiperfosforilagdo da GFAP em astrdcitos corticais
primarios de filhotes hipotireoideos, enquanto o imunoconteldo dessa
diminuiu.

A GFAP, proteina de filamento intermediario caracteristica de
astrocitos, tem sido implicada em uma variedade de fungdes celulares,
incluindo migracdo celular e homeostase de glutamato (Hol e Pekny,
2015). Diminuicdo dos niveis de GFAP pode refletir um atraso e uma
prisio parcial da diferenciacdo de astrocitos induzida pelo
hipotireoidismo. Considerando que 0 astrdcito desempenha papéis
fundamentais no metabolismo cerebral, na plasticidade sinaptica e no
processamento da informacdo, a disfungdo associada ao citoesqueleto
causada pelo hipotireoidismo congénito pode levar & desorganizacgao
irreversivel do sistema nervoso central. O efeito dos hormdnios
tireoidianos sobre a proliferacdo de células gliais foi previamente
demonstrado por nds e outros grupos (Davis et al., 2006; Zamoner,
Funchal, et al., 2007).

Estudos prévios descreveram o hipotireoidismo como indutor do
estresse oxidativo, e uma das primeiras manifestacGes observadas foi a
deplecdo dos niveis de GSH (Rahaman et al., 2001). A glutationa é o
componente mais importante nos processos de defesa contra toxicidade
de xenobidticos e componentes oxidantes a qual as células sdo expostas
diariamente. O metabolismo normalmente requer constante e rapido
reabastecimento de GSH, o qual é realizado através tanto através da
reducdo da GSSG quanto da sintese de novo de GSH (Dickinson e
Forman, 2002).

Nossos resultados demonstraram diminui¢do nos niveis da GSH
no coértex cerebral de animais com hipotirecidismo congénito,



131

corroborando resultados anteriores do grupo que observaram a deplecéo
dos niveis de GSH, associado com o aumento da lipoperoxidagdo no
hipocampo de ratos hipotireoideos em desenvolvimento (Cattani et al.,
2013). Esses dados em conjunto sugerem a inducdo de danos
neurooxiativos no cérebro de ratos com hipotireoidismo. Além disso, o
elevado consumo de O confere ao cérebro uma maior vulnerabilidade
ao estresse oxidativo. Assim, a regulagdo negativa da GSH, o principal
antioxidante do cérebro, pode ser responsavel, pelo menos em parte,
pelo estresse oxidativo no cérebro de animais com falta ou auséncia de
HTs (Dasgupta et al., 2007).

Dasgupta et al. (2007) propuseram através de experimentos com
homogeneizado de cérebro hem como com culturas de astrdcitos, que os
HTs podem influenciar os niveis de GSH através da modulagdo da
glutamato cisteina ligase (GCL), enzima passo limitante para a sintese
da GSH. Os autores avaliaram que ratos neonatos (P5-P20) deficientes
de HTs tiveram quedas na atividade da GCL o que acarretou diminui¢ao
dos niveis da GSH, sendo esta resposta dependente da idade do animal.

A sintese de GSH é coordenada principalmente pela enzima
GGT, uma ectoenzima responsavel pela degradacdo extracelular da
GSH através da remog¢&o do seu grupo gama-glutamil. Assim, ocorre a
formag&o de um sulfidrildipeptideo, a cisteinil-glicina (cysgly). Esta por
sua vez, pode ser clivada por dipeptidases de membrana e o0s
aminoacidos sdo reabsorvidos para o interior da célula, ou a prépria
cisteinil-glicina é levada para o meio intracelular. Dessa forma, ocorre
um aumento da disponibilidade dos aminoacidos que fazem parte de sua
estrutura, para serem captados pela célula e reutilizados para a sintese de
novo de GSH (Dickinson e Forman, 2002).

No presente estudo, observamos uma diminui¢do na atividade da
GGT, que pode estar relacionada diretamente a diminuicao dos niveis de
GSH, gerando um prejuizo na defesa antioxidante de ratos em
desenvolvimento com hipotireoidismo.

Nossos resultados também demonstraram um aumento na
atividade da colinesterase no cértex de animais com hipotireoidismo
congénito, corroborando os resultados de (Salvati et al., 1994), que
descreveram aumento na atividade da colinesterase no cortex de animais
em desenvolvimento com hipotireoidismo.

O sistema colinérgico desempenha um papel fundamental nos
processos de aprendizado e memoria. A sintese de acetilcolina ocorre
nos terminais nervosos a partir dos precursores colina e a acetil-
coenzima A fornecidos pela clivagem de fosfolipidios e a partir do
metabolismo oxidativo da mitocondria (Winkler et al., 1995) . De
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acordo com (Wu et al., 2010), o aumento dos niveis de acetilcolina
poderia estar implicado na ativacdo de receptores nicotinicos,
permitindo o influxo extracelular de Na* e Ca?* A ativacdo de
receptores para acetilcolina esta relacionada a diversas funcGes no
sistema nervoso central, incluindo respostas cognitivas.

No presente estudo, investigamos as consequéncias bioguimicas,
histoquimicas e funcionais do hipotireoidismo congénito ao cértex
sensdrio-motor de ratos em desenvolvimento. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que o hipotireoidismo congénito altera a
neurotransmissdo glutamatérgica e colinérgica no cortex cerebral de
ratos imaturos. Esses efeitos estdo associados a alteragdes no
metabolismo de glutamato, no influxo de Ca?* e desequilibrio redox,
culminando em estresse oxidativo e neurotoxicidade. O desequilibrio do
sistema glutamatérgico pode afetar a homeostase do glutamato e o ciclo
glutamato-glutamina, levando a comprometimentos importantes nas
fungdes neurais. As alteracdes histologicas observadas no cortex
cerebral sensério-motor foram associadas ao comprometimento da
funcdo motora em animais hipotireoideos.

Outras abordagens experimentais sdo necessarias para esclarecer
0s mecanismos envolvidos na fisiopatologia das disfungdes
neurolégicas induzidas por hipotireoidismo congénito, bem como
possiveis alvos para intervencdo clinica em prol dos individuos
acometidos.

Os resultados apresentados no Estudo (I11) foram submetidos ao
periddico “Molecular and Cellular Endocrionology” em Fevereiro de
2018 com o titulo “Congenital hypothyroidism leads to oxidative stress
and affects the sensorimotor cortex structure and functions during
neurodevelopment in rats” (ANEXO 1I).
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4.3.7 Conclusbes Parciais

- O hipotireoidismo congénito altera a neurotransmisséo colinérgica e
glutamatérgica em cértex cerebral de ratos em desenvolvimento, esses
efeitos podem estar associados com a indugéo do estresse oxidativo;

- O hipotireoidismo congénito altera a histologia do cdrtex sensério-
motor de ratos em desenvolvimento;

- Os efeitos neuroquimicos e histoquimicos induzidos pelo
hipotireoidismo congénito no cortex cerebral de ratos imaturos estdo
associados ao comprometimento da fungéo motora.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através de estudos ex vivo, in vivo (ESTUDO 1 e Il) e in silico
(ESTUDO 1) sobre a acdo do horménio Tsr em modelo animal e
simulacdo computacional, nesta tese demonstramos de forma pioneira a
interacdo do Tsr com o receptor de integrina avp3.

Analisando estes dois estudos em conjunto, sugerimos que 0 Tar
pode atuar como um agente benéfico frente aos danos neurotdxicos
relacionados com a auséncia dos HTs durante o periodo de
desenvolvimento como a excitotoxicidade glutamatérgica, metabolismo
energético, estresse oxidativo, modulacéo do citoesqueleto e morfologia
do hipocampo. Nossos resultados demonstraram que as agdes positivas
do Tar ocorrem preferencialmente através de mecanismos nao
gendmicos e tém inicio répido, através da interacdo com receptores
presentes na membrana das células. Contudo, sugerimos nesta Tese, que
estes efeitos podem ser sustentados a longo prazo, através da ativacao
de vias de sinalizacdo e segundos mensageiros.

Ainda apresentamos resultados dos efeitos do hipotireoidismo
congénito sobre pardmetros relacionados com o metabolismo do
glutamato, sistema de defesa antioxidante e morfologia no cértex de
animais em desenvolvimento (ESTUDO III).

As disfunces da tireoide figuram entre as patologias endécrinas
de maior prevaléncia no mundo e os HTs podem representar uma
estratégia terapéutica importante no tratamento de neoplasias cerebrais,
deméncia ndo Alzheimer, entre outros. Neste sentido, este estudo
apresenta inimeras perspectivas, propondo o Tsr como um horménio
biologicamente ativo no SNC, capaz modular diversos parametros
bioguimicos.

O esclarecimento dos mecanismos que estdo envolvidos na
geragdo dos danos relacionados com a falta dos HTs vém sendo h&
muitos anos alvo de estudo do nosso grupo de pesquisa, e agora de
maneira pioneira estamos demonstrando as acles protetoras do
horménio Tar que foi durante muitos anos considerado uma forma
inativa dos HTs. Entretanto, estudos mais aprofundados se fazem
necessarios para entender o papel fisiologicos deste horménio sobre
células neurais. Sendo assim, pretende-se dar continuidade a este
trabalho, aprofundando a investigacdo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nas a¢Ges do Tsr sobre células neuronais e
gliais.
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6 CONCLUSOES

- Este estudo demonstrou, através de acgBes ndo gendmicas
sustentadas a longo prazo, efeitos protetores pioneiros do horménio Tar
sobre danos relacionados a falta ou auséncia dos HTs durante o periodo
de desenvolvimento.

- O horménio Tar interage com o receptor de membrana
(integrina avPB3) no hipocampo de ratos hipotireoideos, restaurando a
fosforilagdo da GFAP e a homeostase do glutamato através da atividade
das enzimas GS, AST e GGT apresentando dessa forma um efeito
protetor frente a excitotoxicidade glutamatérgica e sobre a modulagéo
da captacdo de Ca?*.

- O Tar reestabelece o equilibrio redox em fatias de hipocampo de
animais hipotireoideos através da acdo sobre os niveis de GSH e
lipoperoxidacéo lipidica e sobre a atividade das enzimas GGT, SOD,
GPx, GR e G6PD. Os efeitos do Tsr podem ser sustentados a longo
prazo através da ativacdo de vias de sinalizacéo.

- O horménio Tar é capaz de modular a morfologia dos neurdnios
da regido CAL1 do hipocampo de animais hipotireoideos, mostrando-se
desta forma um agente benéfico frente aos danos cognitivos
relacionados ao hipotireoidismo congénito.

- Nossas descobertas fornecem provas experimentais que o Tar €
um hormonio da tireoide biologicamente ativo atuando por mecanismos
ndo gendmicos. Além disso, comprovamos a hip6tese que as agdes do
Tsr sdo iniciadas pela interagdo do horménio com o receptor de
integrina avp3, ativando cascatas de sinalizacdo através de mecanismos
ndo gendmicos independente da transcrigdo génica.

-Estudos adicionais sdo necessarios para compreender o
mecanismo de acdo e o papel fisiolégico do Tsr no SNC.

-O hipotireoidismo congénito altera a neurotransmissdo
colinérgica e glutamatérgica em cortex cerebral de ratos em
desenvolvimento, esses efeitos podem estar associados com a inducgao
do estresse oxidativo.

- O hipotireoidismo congénito provoca alteragGes neurogquimicas,
histologicas e comportamentais em ratos em desenvolvimento.
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7 PERSPECTIVAS

Apoiados nos resultados obtidos até o presente momento
pretende-se dar continuidade aos estudos com intuito de melhor
entender as consequéncias do hipotireoidismo congénito sobre as
estruturas do SNC de ratos em desenvolvimento, bem como a
capacidade do hormdnio Tar reverter alguns desequilibrios ocasionados
pela falta ou auséncia dos HTs durante o periodo de desenvolvimento.
Sendo assim, pretende-se:

e Caracterizar o efeito do Tsr sobre a expressdo dos
transportadores  glutamatérgicos (GLAST e GLT-1) e dos
transportadores de aminoacidos neutros no hipocampo dos animais em
desenvolvimento;

e Investigar o efeito da administracdo in vivo do Tsr sobre
parametros morfolégicos como neuronitrogénese e sinaptogénese
através de microscopia optica;

o Estudar o efeito protetor do Tsr sobre a morte neuronal através
do teste TUNEL;

e Verificar a modulagdo de vias de sinalizagdo neuronal
envolvidas com o estresse oxidativo;

e Realizar 0s mesmos experimentos com a suplementagdo
hormonal avaliando as a¢Bes do Tsr no cortex cerebral de animais em
desenvolvimento;

¢ Analisar a formagdo da bainha de mielina e a integridade da
mitocondria no hipotireoidismo congénito bem como a acdo do Tar
sobre esses parametros através de microscopia eletronica.
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Article history: In the present study we provide evidence that 3,3',5'-triiodothyronine (reverse Ts, rT3) restores neuro-
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roidism was induced by adding 0.05% propylthiouracil in the drinking water from gestation day 8 and
continually up to lactation day 15. In the in vivo Tz exposure, hypothyroid 12-day old pups were daily
injected with 1T; (50 ng/kg body weight) or saline until day 14. In the ex vivo 1T; treatment, hippocampal
slices from 15-day-old hypothyroid pups were incubated for 30 min with or without T3 (1 nM). We
found that ex vivo and/or in vivo exposure to rTs failed in restoring the decreased “C-glutamate uptake;

’fﬂ"’;l odothyronine (reverse T 1T3) however, restored the phosphorylation of glial fibrillary acidic protein (GFAP), **Ca®* influx, aspartate
Thyroid hormone (ransammase [AST). glutamine synthetase [GS) and gamma-glutamate transferase (GGT) activities, as
Nongenomic effects well a (GSH) levels in hyp hippocampus. In addition, rTs improved '4C-2-deoxy-D-
Modeling glucose uptake and lactate dehydrogenase (LDH) activity. Receptor agonists/antagonists (RGD peptide
glutamate and AP-5), kinase inhibitors of p38MAPK, ERK1/2, CaMKII, PKA (SB239063, PD98059, KN93 and H89,
Integrin respectively), L-type voltage-dependent calcium channel blocker (nifedipine) and intracellular calcdum

chelator (BAPTA-AM) were used to determine the mechanisms of the nongenomic rTs action on GGT
activity. Using molecular docking analysis, we found T3 interaction with avf3 integrin receptors, non-
genomically activating signaling pathways (PKA, CaMKIl, p38MAPK) that restored GGT activity. We
provide evidence that rT3 is an active TH metabolite and our results represent an important contribution
to elucidate the nonclassical mechanism of action of this metabolite in hypothyroidism.

© 2017 Elsevier B.V. Al rights reserved.
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Abstract: In this study, we used an sxperimental model of congenital
hypothyroidism to show that the deficiency of thyroid hormonss (IH)
disrupts different neurochemical, morphological and functional aspects in
cerebral cortex of 15-day-old rats. Misregulated glutamate metabolism is
from results showing downregulated glutamine synthase (GS)

; and upregulated CaZ+ uptake. Increased 14C-MeRIB indicates
upregulated System & activity and glutamine uptake by neurons. Energy
metabolism in hypothyroid cortical slices was preserved, as demonstrated
ism. We alsc found upregulated
acetylcholinesterase activity, depleting acetylcholine from the synaptic
cleft, pointing to disrupted cholinergic system. creased reactive
oxygen species (ROS) generation, lipid peroxidation, glutathicne (GSH)
depletion and y-glutamyltransferase (GGT) downregulation represent redox
imkalance. Disrupted astroccyte cytoskeleton was evidenced by
downregulated and hyperphosphorylated glial fibrillary acidic protein
(GFAP) . Morphological and structural characterization of the senscorimotor
cerebral cortex (3CC) showed unaltered thickness of the SCC. Howewer
decreased size of neurons on the layers II & III and IV in the right SCC
and increase in Neu-N positive neurons in specific C33 layers, suggest
that they are differently affected by the low lewvels of HT during
neurodevelopment. Hypothyroid pups presented increased number of foot-
faults in the gridwalk test indicating affected motor functicns. Taken
together, our results show that congenital othyroidism disrupts
glutamatergic and chelinergic neurctransmis , CaZ+ equilibrium, redox
balance, cytosksleton integrity, morphological and functional aspects in
the cerebral cortex of young rats.
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