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RESUMO
“O EFEITO DO HIPOTIREOIDISMO CONGENITO SOBRE AS VIAS DE SINALIZACAO CELULAR DE

HiroCcAMPOS E HEMISFERIOS CEREBRAIS DE RATOS NEONATOS”

A deficiéncia dos hormonios tireoideanos durante o desenvolvimento neural produz
alteragdes permanentes e severas na anatomia e funcdo do Sistema Nervoso Central. O
hipotireoidismo experimental em ratos neonatos produz deficiéncias em eventos como proliferacao,
migracao, crescimento axodendritico e mielinizacao das células nervosas. Proteinas cinases ativadas
por mitégenos (MAPKSs) sdo ativadas por fosforilagdo e controlam diversos processos celulares,
como a embriogénese, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular. O principal objetivo deste
trabalho foi verificar se a deficiéncia dos hormoénios tireoideanos poderia alterar a fosforilagao das
MAPKs, ERK e p38™*"% em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos hipotiroideos
congénitos. Nos também procuramos por alteragdes no imunoconteido da Proteina de Choque
Térmico (Hsp-70) e Proteinas Fosfatases (PP1 e PP2A) em ratos hipotiroideos. Ratas fémeas Wistar
foram tratadas com uma droga antitirecoideana (Methimazole —-MMI-0,02%) do 10-13° dia de
gestagdo até o nascimento de seus filhotes. Os ratos neonatos foram mortos por decapitacdo e os
niveis de TSH e T4 foram dosados no soro. Os hipocampos e hemisférios cerebrais foram removidos

e homogeneizados e apos foram submetidos 8 SDS-PAGE. A fosforilagio de ERK-2 e p38MA™X

€o
conteudo de Hsp70, PP1 e PP2A foram analisados por imunoblotting. O modelo utilizado foi
eficiente na producdo de ratos hipotiroideos, uma vez que observamos um aumento de 313% nos
niveis de TSH e uma diminuicao de 86% nos niveis de T4 no soro de ratos neonatos tratados com
MMI-0,02%. Houve um aumento de 50% na fosforilacdo de ERK-2 ¢ uma diminui¢do de 50% na
fosforilagio de p38™**™ em hipocampos de ratos hipotiroideos. Os hemisférios cerebrais nio
mostraram estas altera¢des. Os imunoconteudos de Hsp-70, PP1 ¢ PP2A nido exibiram alteragdes
tanto em hipocampos quanto em hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos. Nos propomos que o
aumento nos niveis de TRH poderia ser o principal responsavel pelo significativo aumento na

fosforilagio de ERK-2 e diminui¢io na fosforilagio de p38MATK

em hipocampos de ratos
hipotiroideos. Estas alteragdes poderiam ser responsaveis por alguns dos efeitos deletérios
observados durante o desenvolvimento do SNC de ratos com hipotireoidismo congénito. Financiado

por CAPES/PROCAD e CNPq.
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ABSTRACT

“THE EFFECT OF CONGENITAL HYPOTHYROIDISM UPON THE CELLULAR SIGNALING PATHWAYS

ON HiPPOCAMPI AND CEREBRAL HEMISPHERES OF NEONATAL RATS”.

Thyroid hormone deficiency during the critical period of neural differentiation, produces
permanent and severe alterations in the anatomy and function of the nervous system (cretinism).
Experimental neonatal hypothyroidism in rats produces deficiency in events like proliferation,
migration, axodendritic outgrowth and myelination of nerve cells. Mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) are activated by phosphorylation and regulate many cellular processes such as
embryogenesis, cell differentiation, proliferation and death. The main aim of this work was to verify
if the deficiency of thyroid hormones could alter the phosphorylation of MAPKs, ERK and p38™A™
in hippocampi and cerebral hemispheres of congenital neonatal hypothyroid rats. We also look for
alterations in the immunocontent of Heat Shock Protein (Hsp-70) and for protein Phospathases (PP1
and PP2A) in hypothyroid rats. Females Wistar rats were treated with an antithyroid drug
(Methimazole -MMI-0,02%) from the 10-13" day of gestation until the birth of the rats. The
neonatal rats were killed by decapitation and TSH and T, levels were measured in serum. The
hippocampi and cerebral hemispheres were removed, homogenated and the proteins were separated
by SDS-PAGE. The phosphorylation of ERK1/2 and p38 ™***, and the content of Hsp70, PP1 and
PP2A were analyzed by immunoblotting. Our model was efficient to produce hypothyroid rats since
it was observed an increase of 313% in TSH levels and a decrease of 86% in T4 levels in the serum
of hypothyroid neonatal rats. We verify an increase of 50% in ERK-2 phosporylation and a decrease
in 50% in p38 ™A™ phosphorylation in hippocampi of hypothyroid rats. The cerebral hemispheres
do not show these alterations. The immunocontent of Hsp-70, PP1 and PP2A do not exhibit
alterations in both hippocampi and cerebral hemispheres of hypothyroid rats. We propose that the
increase in TRH levels could be the major responsible for the significant increase in ERK

phosphorylation and decrease in p38™4"™

phosphorylation in hippocampi of hypothyroid rats. These
alterations could be responsible for some of the deleterious effects observed during the brain

development of hypothyroid rats. Supported by CAPES/PROCAD and CNPq.



1. INTRODUCAO

1.1 — Os HORMONIOS TIREOIDEANOS

A tiredide ¢ uma glandula enddcrina que se localiza na parte infero-anterior do pescogo. Ela
¢ composta de dois lobos - direito e esquerdo - que se ligam através de uma camada fina de tecido
denominada istmo.

Essa glandula ¢ responsavel pela produgado de triiodotironina (T3), tiroxina (T4) e calcitonina.
T4 € o principal produto secretado pela tiredide, sendo transportado por proteinas especificas pela
corrente sangiiinea até atingir os tecidos alvos. A estrutura lipofilica de T4 lhe permite atravessar as
membranas celulares. Dentro das células do SNC, T4 é convertido, através da enzima Desiodase 11,
na forma biologicamente ativa do hormoénio (Ts3). T3 liga-se a receptores nucleares e dessa forma
atua sobre a expressdo génica, ativando ou inibindo a sintese de proteinas. A fig. 1 ilustra

resumidamente este processo:
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Fig.1 - Mecanismo de acio dos Hormonios Tireoideanos



Ha duas isoformas de receptores nucleares tireoideanos (TRs): TRa ¢ TRB. T3 liga-se com
alta afinidade a estes receptores. Os TRs, localizam-se na cromatina interagindo com seqiiéncias
especificas de DNA, denominadas de Elementos Responsivos ao Hormonio Tireoideano (TREs). Os
TREs geralmente estdo localizadas proximos as regides promotoras de genes responsivos a Tj. Os
TR podem se ligar aos TREs como homodimeros ou como heterodimeros com o receptor do acido
retindico. Além disso, os TR podem se ligar aos TREs na presenca ou auséncia de Ts. Na auséncia
de T; os receptores interagem com um grupo de proteinas nucleares conhecidas como corepressoras.
Na presenga de T, os receptores interagem com proteinas coativadoras. Portanto, T3 determina se
proteinas corepressoras ou coativadoras estardo localizadas proximas aos sitios de inicializagdo da
transcri¢ao génica (Chin & Yen, 1997; Koenig, 1998; McKenna et al., 1999).

A biossintese e a liberagdo de T3 e T4 s@o controladas por mecanismos reguladores do tipo
retroalimentagdo, os quais mantém constante a sintese, o estoque e os niveis dos hormdnios no
sangue. Quando ha uma diminui¢do nos niveis de T3 e T4 na circulagdo sangiiinea, estimulos vagais
sobre o hipotdlamo causam a liberacdio do TRH (hormonio liberador de tireotrofina). O TRH
estimula a hipofise na sintese e liberagdo do TSH, este por sua vez se liga ao seu receptor, acoplado
a proteina Gs, na membrana da célula tireoideana, ativando praticamente todas as etapas da
biossintese de T5 e T4. Por sua vez, o aumento nos niveis de Tz e T4 circulantes, inibem a sintese € a
liberacao de TRH e TSH (Dahl, et al., 1994).

O hipotireoidismo ¢ mais comumente causado por problemas na glandula tiredide
(hipotireoidismo primdrio), entretanto, pode também ser causado por problemas na hipofise ou
hipotalamo (hipotireoidismo secundario) (Bernal & Nunez, 1995).

O hipotireoidismo congénito ¢ considerado um hipotireoidismo primério, pois pode ocorrer

devido a defeitos na glandula tireoideana da mae e/ou do filho (agenesia, disgenesia, defeito nas



enzimas de sintese de Ts e/ou T4). O hipotireoidismo congénito primdrio também pode ocorrer
devido a auséncia de iodo na dieta da mae, sendo denominado de hipotireoidismo congénito
endémico (Bernal & Nunez, 1995).

Independentemente de ser endémico ou nao, o hipotireoidismo congénito, caso nao seja
tratado dentro de um determinado periodo, provocara profundas mudangas anatomicas e funcionais
no SNC, resultando em retardo mental irreversivel (cretinismo) e deficiéncias no desenvolvimento
motor e alteragdes metabolicas (Porterfield & Hendrich, 1993; Bernal & Nunez, 1995).

No passado, foi proposto que T3 e T4 ndo contribuiriam para o desenvolvimento do SNC
(Hamburg, 1964). Entretanto, trabalhos posteriores comprovaram a importancia dos horménios da
tiredide no desenvolvimento do SNC, tendo sido demonstrado inclusive que eles podem atravessar a
barreira placentdria e atenuar os sintomas deletérios ocasionados pelo hipotireoidismo congénito
fetal (Vulsma, 1989).

Tanto em seres humanos quanto em ratos, a fonte dos hormodnios tireoideanos durante o
desenvolvimento neural pode ser dividida em trés fases: 1* fase, o feto ¢ totalmente dependente dos
hormonios tireoideanos maternos, 2* fase, o feto recebe parte dos hormdnios da mae, mas ja ¢ capaz
de produzir seus proprios hormoénios e 3* fase, a partir do nascimento, o neonato passa a ser o
produtor exclusivo desses hormonios.

A figura 2 correlaciona essas 3 fases de sintese dos hormonios tireoideanos, com os
principais eventos de desenvolvimento do SNC. Este esquema ¢ de extrema importancia para
compreensdo do papel do horménio biologicamente ativo (T3) sobre o desenvolvimento do SNC.

Em humanos, o periodo entre o segundo trimestre de gestacdo e os 6 meses apds o
nascimento ¢ marcado por uma ativa neurogénse e migragao neuronal. De maneira aproximada, um

rato neonato pode ser comparado a um feto humano no segundo trimestre de gestacdo (Dussault &



Ruel, 1987). Desta forma, as pesquisas realizadas com o cérebro de ratos neonatos constituem

excelentes modelos para uma aproximacao dos eventos que ocorrem no SNC de fetos humanos.

RATOS
Fase I: Fase II: Fase I1I:
Hormonios Hormonios Hormonios
Tiroideanos Tiroideanos Tiroideanos
| Maternos | Materno e Fetal Neonatais | |
I I I I I
E-0 | E-17 P-0 | P-10 P-20
| . -
Neurogénese e migragdo neural
L |
I . . . . . I
Diferenciagdo Neuronal, crescimento de axonios e dendritos,
sinaptogénese, neurogénese cerebelar, gliogénese
Mielogénese
HUMANOS
Fase I: Fase II: Fase III:
Hormonios Hormonios Hormonios
Tiroideanos Tiroideanos Tiroideanos
| Maternos | Materno e Fetal | Neonatais |
I I I 1
E-0 12 semanas Nascimento 1 Ano

| I
I I
Neurogénese e
migracao neuronal
| |

. . ~ . A . . . n |
Diferenciag@o neuronal, crescimento de axdnios e dendritos, sinaptogénese,
neurogénese cerebelar, gliogénese

Mielogénese

Fig. 2 - Fonte dos Hormonios Tireoideanos durante o Desenvolvimento do SNC.
(Adaptado de Porterfield & Hendrich 1993)



Com base nessa figura, surge uma questdo: Que aspectos celulares e moleculares sao
regulados por T3, de forma a coordenar e influenciar de maneira tao crucial os diversos eventos de
desenvolvimento do sistema nervoso central?

Os proximos topicos tentardo aprofundar alguns desses aspectos.

1.2 - ASPECTOS CELULARES DA ACAO DE T3

Processos, como o crescimento axonal e dendritico, formag¢do de sinapses, mielinizagao,
migracao celular e proliferacdo de populagdes especificas sdo regulados direta ou indiretamente
pelos hormonios tireoideanos. Analises morfologicas tem identificado o cerebelo, o hipocampo e o
cortex cerebral como regides especificas do cérebro que sdo afetadas pela deficiéncia de T;
(Anderson, 2001).

No cerebelo, a deficiéncia de T; promove atraso de migracao das células granulares da
camada granular externa (EGL) para a camada granular interna (IGL) e aumento de apoptose neste
tipo celular (Legrand, 1967; Pesetsky, 1973). Além disso, prejuizos na formacao sindptica e
arborizagdo das células de Purkinje, parecem estar relacionados com este aumento na morte das
células granulares (Lauder, 1978, 1979; Xiao & Nikodem, 1998). No que diz respeito a glia, a
deficiéncia de T3 atrasa a maturacao dos astrocitos da glia de Bergmann no cerebelo (Pesetsky,
1973).

Em hipocampos, a deficiéncia de T; provoca danos na maturacdo das células da glia radial na
regido CA; do hipocampo (Martinez-Galan et al., 1997), diminui¢do no ntmero de células
granulares do giro dentado (Rami et al., 1986) e diminui¢do no volume de fibras e numero de
sinapses entre fibras mugosas e piramidais (Madeira & Paula Barbosa, 1993). Nao foi observada

diferenca no niimero de células piramidais hipocampais da regido CA3. Entretanto, essas células



exibem atraso no desenvolvimento da arvore dendritica e uma redu¢dao no volume da camada CA3
(Madeira et al.,1992; Rami et al., 1986). O hipotireoidismo neonatal provoca ainda diminui¢ao de
células CA1 piramidais (Rami et al., 1986).

No cortex, a deficiéncia de T3 resulta em reducao do crescimento dendritico e sinaptogénese
(Eayrs, 1955). As células em um cérebro hipotireoideo sdo, portanto, arranjadas de maneira muito
proxima, levando a uma diminui¢do geral no tamanho do cérebro (Balazs, 1973). O T; influencia no
tempo de formagao e crescimento da camada IV do cortex sensorial primario (Calikoglu, 1996). O
corpo caloso de ratos hipotireoideos apresenta nimeros normais de projecdes axonais; mas a
topografia dos campos de projecao ¢ anormal. Essa topografia anormal parece refletir a imaturidade
nas projecdes do corpo caloso (Gravel & Rawkes, 1990).

Alguns estudos tem avaliado o efeito de T; sobre tipos celulares especificos. Em
oligodendrocitos, a deficiéncia de Ts promove a proliferacdo indefinida de células precursoras de
oligodendrocitos, denominadas O-2A (Durand & Raff, 2000), diminuicdo da producao de
componentes da mielina (Bhat et al., 1979) e diminuicdo de oligodendrocitos maduros nos nervos
opticos de ratos e camundongos (Ahlgren et al., 1997; Ibarrola et al, 1996).

Em astrocitos, estudos in vitro demonstram que os hormdnios da tiredide regulam a
polimerizacao de actina e a organizagao extracelular de laminina, exercendo fungdes importantes na
migracao neural (Farwell et al., 1995). Além disso, tem sido demonstrado que o T3 pode induzir

proliferacao de astrdcitos in vitro (Trentin et al, 1995).



1.3 - ASPECTOS MOLECULARES DA ACAO DE T3

Os processos celulares regulados por T; durante o desenvolvimento do SNC sdo o resultado
da modulagao génica controlando a expressao de proteinas.

Em cerebelos varios genes expressos nas células de Purkinje e responsivos a Tz tém sido
identificados, entre eles: PCP-2, calbindina e o receptor de inositoltrifosfato (IP3) (Strait et al.,
1992). Outros genes regulados por Ts no cerebelo sao: Reelina, Molécula de Adesao Celular (N-
CAM), Tenascina-C e Srg-1. Reelina e N-CAM sdo moléculas que estdo envolvidas em processos
de migragdo neuronal. Tenascina—C ¢ uma molécula da matriz-extracelular envolvida no
crescimento neuritico € migracao celular. Sgr-1 ¢ uma proteina que parece estar relacionada a
sinaptotagmina, que ¢ uma proteina ligada a liberagdo de neurotransmissores (Alvarez-Dolado, et
al., 1998, 1999; Iglesias et al., 1996; Thompson & Bottcher, 1997). Tem sido demonstrado ainda
que T; promove a expressdao de BCL-2 em neurdnios granulares cerebelares recém-formados.
Entretanto estudos tem demonstrado haver um aumento de apoptose na camada granular interna de
animais hipotireoideos (Miiller et al., 1995; Xiao & Nikodem, 1998). Através de técnicas de
Northern Blot, foi demonstrado que os niveis de RNAm para o genes de actina, a-tubulina e -
tubulina estdo reduzidos em cerebelos de ratos neonatos com hipotireoidismo congénito (Poddar et
al., 1995). Além disso, a proteina associada aos microtibulos, (MAP-2), especifica para neurdnios e
exclusivamente localizada nos dendritos, ¢ expressa de forma anormal durante o desenvolvimento
do cerebelo de animais com deficiéncia de Ts (Silva & Rudas, 1990).

Em hipocampos de ratos neonatos, a deficiéncia de T3 promove uma redugdo na expressao de
GFAP nos processos gliais (Martinez-Galan et al, 1997). Os niveis das proteinas Sinapsina I e
Sinaptotagmina, ambas envolvidas com a liberagdo de neurotransmissores estdo aumentados em

hipocampos de ratos com hipotireoidismo congénito (Vara et al., 2002).



Em hipocampo e cortex ja foi demonstrado que o hipotireoidismo congénito diminui os
niveis de RNAm e de contetido protéico de um fator de transcricdo denominado NGFI-A. Este fator
¢ rapidamente ativado quando células quiescentes sdo estimuladas por mitdégenos ou quando
neurdnios pds-mitdticos sao despolarizados (Mellstrom et al., 1991).

O hipotireoidismo congénito afeta a mielinizagcdo em todo o SNC, pois reduz as enzimas
envolvidas na sintese dos lipidios da mielina em oligodendrocitos (Bhat et al., 1979; Koibuchi &
Chin, 2000). Ocorre também uma diminuicdo dos niveis de RNA mensageiro das seguintes
proteinas: proteina basica mielinica (MBP), proteina proteolipidica (PLP) e glicoproteina associada
a mielina (MAG) (Munoz et al., 1991; Strait et al., 1992 e Tosic et al., 1992).

Outros estudos, principalmente em astrocitos, propdem uma agao indireta de T3, através da
regulacao da sintese de fatores de crescimento, que por sua vez atuariam diretamente sobre as
células. Algumas dessas moléculas sdo: neurotrofina 3 (NT-3), fator de crescimento do nervo
(NGF), fator neurotréfico derivado de cérebro (BDNF) e neurotrofina 4/5 (Giordano et al., 1992;
Koibuchi et al., 1999; Neveu et al., 1996).

A tabela 1 (Jameson & DeGroot, 1994) mostra mais alguns genes que sao regulados positiva

e negativamente por Tj.



Genes Regulados Positivamente por T;

Genes Regulados Negativamente por T

Hormoénio de crescimento (Rato) * TSH o *
Ocitocina * TSHP *
Angiotensinogénio TRH

Somatomamotropina coridnica

Hormonio de crescimento humano*

NGF

Receptor trkf*

EGF

Receptor para EGF *

Receptor adrenérgico [3

Receptor ; para hormonio tireoideano

Fibronectina

Cadeia pesada da miosina f3 *

Glicoproteina RC3 cerebral

N-CAM

Proteina basica mielinica *

Proteina G - 3

Cadeia pesada da miosina o *

Apo Al

Enzima maélica *

fosfoenolpiruvato carboxicinase *

Acetil CoA carboxilase

HGM-CoA redutase

Piruvato cinase M1

Complexo enzimatico acido graxo sintetase

6-Fosfogluconato dehidrogenase

6-Fosfofruto-2-cinase

Ca’ -ATPase

ATPase mitocondrial 3 FI

Citocromo C oxidase

Na+, K+ ATPase

Transportador de glicose

* Regulados diretamente por T3, uma vez que possuem seqiiéncias TREs.

Tabela 1 - Genes regulados positivamente e negativamente por Ts.
(Adaptado de Jameson & DeGroot, 1994).
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Podemos observar que o hipocampo, o cortex cerebral e o cerebelo sdo regides especificas do
encéfalo que sdo afetadas pela deficiéncia de T;. Cada uma dessas regidoes contribuem de alguma
forma para os processos cognitivos. Portanto, as alteracdes moleculares e celulares ocasionadas pela
deficiéncia de T3 nestas regides, parecem ser as principais responsaveis pelos déficits cognitivos e
motores que sdao observados nos casos de hipotireoidismo congénito. Como constatamos, muitos dos
aspectos celulares e moleculares ja foram elucidados nas tultimas décadas a respeito dessa
deficiéncia. Tais aspectos ndo apenas auxiliam no entendimento da patologia do cretinismo, como
também fornecem novas pistas a respeito da importancia dos hormdnios tireoideanos durante o
desenvolvimento cerebral.

Entretanto, apesar dos esforcos, aspectos tais como o envolvimento de algumas vias de
sinalizagdo celular, ndo foram ainda investigados. Algumas dessas vias exercem papel fundamental
nos processos de cognigao.

Faz-se, portanto, oportuno pensarmos em pesquisar como estdo se comportando essas vias
diante de um quadro tdo severo de atraso de desenvolvimento neural, cognitivo € motor como o
encontrado no hipotireoidismo congénito. Com o objetivo de tornar um pouco mais ténue a linha
que separa as a¢des dos hormonios tireoideanos dessas vias de sinalizagdo, ¢ que vamos explora-las

com mais detalhes a partir de agora.

1.4 — PRINCIiPIOS GERAIS DA SINALIZACAO CELULAR

A sinalizacdo celular ¢ um evento onde um sinal externo ¢ capaz de produzir uma resposta
especifica na célula. As células respondem a sinais extracelulares através de varios mecanismos,
pela transducdo de sinais iniciados pela interacdo de ligantes extracelulares (hormoénios, citocinas,

neurotransmissores, fatores de crescimento e outras moléculas de sinalizacdo) com receptores
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especificos ancorados na membrana plasmatica, citoplasma ou nucleo. Esta ultima categoria pode
ser exemplificada pela ligacao de T aos seus receptores nucleares, como ja discutido anteriormente.

No caso dos receptores ancorados na membrana plasmatica, os sinais sdo transduzidos da
superficie celular para o interior da célula através de basicamente dois processos: 1°) pela geragao de
segundos mensageiros (ativacdo de receptores acoplados a Proteina G e/ou de canais 16nicos) como
o célcio, diacilglicerol, inositol 1,4,5-trisfosfato, AMP ciclico e GMP ciclico, que levam a ativagao
de proteinas cinases especificas e/ou 2°) pela interacdo proteina-proteina (por exemplo, através de
receptores tirosina cinase).

O resultado final da ativagdo de uma via de sinalizacdo ¢ a fosforilagdo de proteinas
especificas. Um sistema fosforilante ¢ formado por uma proteina cinase, uma proteina substrato e
uma proteina fosfatase.

As cinases sdo fosfotransferases que catalisam a tranferéncia do fosfato (y) do ATP para um
grupamento hidroxila de residuos serina; treonina ou tirosina de uma proteina substrato. A
defosforilagdo ¢ catalisada por proteinas fosfatases através da clivagem dessa ligacdo por hidrolise
(Cohen,1989; Nestler & Greengard, 1999).

Como os grupos fosfatos sdo carregados negativamente, a fosforilagdo de uma proteina altera
sua carga, a qual pode entdo alterar a sua conformacdo e subseqiientemente sua atividade. Dessa
forma, a fosforilacdo/defosforilagdo de proteinas pode regular a atividade catalitica de enzimas,
abertura/fechamento de canais i6nicos, atividade de receptores, atividade de fatores de transcrigdo,
localizacdo subcelular de proteinas, dinamica do citoesqueleto (Nestler & Greengard, 1999).

A figura 3 resume de maneira bastante simplificada os principais eventos que ocorrem

durante a sinaliza¢ao celular:
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Receptor Acoplado a >

nroteina G

Proteina Cinase

6

Regulacio de

diversos eventos —<

celulares

Fig. 3 - Os principais eventos que ocorrem durante a sinalizacio celular.

1°) Ligagdo de moléculas ( O) e (® ) com seus respectivos receptores: (\SWWO ) e (?/D ), ambos

inseridos na membrana plasmatica.

2°) A ativagado dos receptores tirosina cinase sao transduzidos da superficie celular para o interior da
célula através de interagdes proteina-proteina (@“m’ ). Ja, a ativagao dos receptores acoplados a
Proteina G, promovem a geracao de segundos mensageiros (@ ).

3°-4°-5°) A interagdo protéica e a geracdo de segundos mensageiros podem levar a ativacdao de
proteinas cinases @;\/} ) que fosforilam proteinas alvo ). A defosforilacao ¢ realizada por

proteinas fosfatases (*).

6°) O resultado de todo esse processo ¢ a regulacao de diversos eventos celulares.
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1.5 - PROTEINAS CINASES E PROTEINAS FOSFATASES

As proteinas cinases sdo classificadas como proteinas serina-treonina cinases porque
fosforilam os substratos protéicos nos residuos de aminoacidos serina e treonina, ou também como
proteinas tirosinas cinases, as quais fosforilam os substratos protéicos nos residuos de tirosina. Um
pequeno numero de proteinas cinases ¢ chamado de cinases de funcdo dupla, pois fosforilam
substratos protéicos de residuos serina-treonina e também de tirosina. Mais de 95% da fosforilacao
protéica ocorre nos residuos de serina, 3-4% nos residuos de treonina e menos de 1% nos residuos
de tirosina.

As proteinas cinases diferem na sua distribui¢do celular, especificidade de substrato e
regulacdo por mensageiros celulares. Entre as principais cinases do cérebro estdo aquelas ativadas
por: AMPc (proteina cinase A), GMPc (proteina cinase G), calcio/calmodulina (proteinas cinase
Ca*"-calmodulina dependente) e por calcio-diacilglicerol (proteina cinase C) e proteinas cinases
ativadas por mitogenos (MAPKSs) (Sweatt, 2001).

As proteinas fosfatases (serina/treonina) mais bem caracterizadas sdao: Proteina Fosfatase 1
(PP1), Proteina Fosfatase 2A (PP2A) e calcineurina (PP2B). Cada uma dessas trés fosfatases esta
presente no sistema nervoso central como um todo bem como em neurdnios hipocampais.
Estruturalmente, PP1 ¢ PP2A sdo constituidas de uma subunidade catalitica, uma subunidade
regulatéria e uma subunidade para ancoramento. Os mecanismos que regulam a atividade de PP1 e
PP2B podem ser agrupados em 3 grandes categorias: fosforilacdo das subunidades regulatorias,
regulagdo por célcio e regulacao pela mudanga da localizagao subcelular da proteina fosfatase ou de

seu substrato. A regulacdo de PP2A ainda ndo é bem caracterizada (Winder & Sweatt, 2001).
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Como nosso trabalho estd centrado na agao das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPKSs), focalizaremos os proximos topicos em suas principais caracteristicas, especialmente

envolvendo as proteinas cinases ERK e p38 MA™X.

1.6 — AS PROTEINAS CINASES ATIVADAS POR MITOGENOS (MAPKS)

As MAPKs foram primeiramente descritas como “proteinas cinases ativadas por mitdgenos”
€ mostraram exercer um importante papel no crescimento celular. As mesmas enzimas foram
descritas no cérebro como “proteinas cinases associadas a microtibulos” por fosforilarem proteinas
associadas aos microtubulos e outras proteinas do citoesqueleto neural. Entretanto, os mecanismos
através dos quais essas enzimas eram controladas por sinais extracelulares permaneciam obscuros
até meados dos anos de 1990 (Hunter, 1995; Kortenjann & Shaw, 1995).

Atualmente, ¢ reconhecido que as MAPKs sdo uma das principais vias pela qual sinais da
superficie celular chegam ao nucleo. As MAPKSs representam uma familia de enzimas subdivididas
em trés grandes grupos: 1°) proteinas cinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs) 2°)
proteinas cinases c-Jun NH,-terminal (JNK, SAPK1) 3°) proteinas cinases p38™*™® (SAPK2). As
duas ultimas proteinas cinases sao ativadas por estresse (Graves et al., 1996; Robinson & Cobb,
1997). As MAPKSs fosforilam e regulam um amplo espectro de substratos, incluindo fatores de
transcrigdo, elementos do citoesqueleto e outras proteinas cinases (Lewis et al., 1998). Desta forma,
atuam controlando processos complexos, como a embriogénese, diferenciagdo, proliferacdo e morte

celular, além de fendmenos de plasticidade neural (Pearson & Prozialeck, 2001)
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1.7 — PROTEINAS CINASES REGULADAS POR SINAIS EXTRACELULARES — ERKS

A cascata das ERKs1/2 estd presente em todos os eucariontes e ¢ amplamente utilizada na
regulacao celular (Robinson & Cobb, 1997; Chang & Karin, 2001). ERKs 1/2 foram os primeiros
membros da superfamilia das MAPKSs cujos c-DNAs foram clonados e as cascatas de sinalizacao de
sua ativacao melhor caracterizadas até¢ o momento (Nestler & Greengard, 1999).

Atualmente sabe-se que as MAPKs ERK 1/2 podem ser ativadas através de Receptores
Tirosina Kinases (RTKs). Dentre as moléculas que promovem a ativagdo das ERKs encontramos
classicamente os fatores neurotroficos e de crescimento, por exemplo, BDNF ¢ EGF (Hunter et al.,
1995; Kortenjann & Shaw, 1995; Seger & Krebs, 1995; Abe et al., 2001). Entretanto essas MAPKs
podem ser ativadas também por hormonios, como o estrogénio (Ivanova et al., 2001); choque
térmico (Schiaffonati et al., 2001), citocinas (NG & Bogoyevitch., 2000), isquemia (Irving et al.,
2000; Gu et al., 2001), estresse oxidativo (Rao, 1996; Aikawa et al., 1997; Bhat & Zhang, 1999;
Almazan et al., 2000), metais pesados (Demoor & Koropatnick, 2000) ¢ a proteina S1003
(Gongalves et al., 2000).

A figura 4 representa o classico modelo de ativagdo das ERKs (Davis, 1993). Este modelo de
ativacdo das ERKs por fatores de crescimento nos fard compreender de maneira bastante

simplificada os principais mecanismos e componentes envolvidos no processo de transducdo dessas

MAPKSs:
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Transcri¢ao génica

Fig. 4 - Ativacdo de ERK
(Adaptado de Sweatt, 2001 e Huskey, 2002)

Inicialmente, temos o acoplamento de um ligante (representado pelo fator de crescimento
epidermal - EGF) a receptores transmembrana denominados de Receptores Tirosina Kinase (RTKs).
O acoplamento do ligante geralmente resulta em dimerizacdo de dominios intracelulares dos

receptores. Esta dimerizagdo permite a ocorréncia de autofosforilagdo sobre residuos de tirosina dos
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receptores. Grb2 ¢ uma proteina adaptadora, que liga-se através de seu unico dominio SH2, aos
residuos de tirosina fosforilados dos receptores. Grb2 possui também, dois dominios SH3, os quais
interagem com SOS, uma proteina trocadora de nucleotideos da guanina. SOS age estimulando e
promovendo a ligagdo de GTP sobre a proteina Ras. Ras ¢ uma proteina G soltvel de 21 kDa que
ligada ao GTP interage com Raf (chamada MAPKKK), propiciando a translocagdo desta cinase para
membrana plasmatica, tornando-a ativa. Raf possui varias isoformas, incluindo C-Raf-1, B-Raf e A-
Raf. Raf ativada, fosforila proteinas cinases denominadas MEKs ou MAPKK (MEKI1 e MEK2), as

quais fosforilam as enzimas MAPK- ERK 1 e ERK 2 (44 e 42 kDa, respectivamente). A fosforilagao

183 185

de ERK 2, por exemplo, ocorre nos residuos de Thr ™~ e Tyr ™. Esse processo aumenta sua atividade
enzimatica por aproximadamente 1.000 vezes acima dos niveis basais. As ERKs ativadas
translocam-se agora para o nucleo onde participarao da ativacdo de varios fatores de transcrigao,
como: Elk 1 (Gille et al., 1992; Marais et al., 1993); CREB (Xing et al., 1996) e c-Myc. Esses
fatores de transcri¢ao ativados podem ativar a transcricdo de determinados genes, como c-fos € c-jun
(Sweatt, 2001).

1.8 — AS PROTEINAS CINASES P38 “***

As proteinas cinases p3 gMAPK

sdo altamente conservadas durante a evolugao. Por exemplo, a
p38MAPK humana é 99% idéntica 4 de camundongos. H4 5 isoformas de p38™*FX descritas: p38a.,
p38P, p38y, p38d e p38P2 (Han et al., 1994; Jiang et al., 1996; Li et al., 1996; Wang et al., 1997,
Kumar et al., 1997). As isoformas p38a e p38[ sdo ubiqiiitariamente expressas em altos niveis no
encéfalo. Essas duas isoformas sdo na realidade as Unicas encontradas no encéfalo (Jiang et al.,

1996). A principal isoforma do encéfalo humano ¢ a p38B2 (Enslen et al., 1998). Tem sido

especulado que cada isoforma ¢é responsavel por diferentes fungdes, particularmente considerando-se
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a especificidade a seus substratos (Jiang et al., 1996; Li et al., 1996; Jiang et al., 1997; Wang et al.,

1997).

As proteinas cinases p38™F* sdo ativadas pela fosforilagio dos residuos de Thr'® e Tyr'®

Essa fosforilagdo ¢ mediada por uma cascata sinalizadora (Whitmarsh & Davis, 1996). A figura 5

ilustra os principais passos e caracteristicas dessa cascata:

MAPK
8

Fig. 5 - Ativacao de p3

1-2) Representa os possiveis ativadores da cascata da p38V*™™, por exemplo, choque térmico, luz
ultravioleta, drogas quimioterapicas, anisomicina, sorbitol, radiacdo gama, citocinas inflamatorias
(TNF e IL-1), atuando sobre determinadas Proteinas Cinases, como Tak 1 e Ask 1.

2-3) Tak 1 e Ask 1, por sua vez, ativam as MKK (MAP Kinase Kinase), as quais podem ser MKK
3,4 0ub6.

3-4) As MKK 3, 4 ou 6 ativadas promovem a ativacio de p38™™* através da fosforilagio dos

residuos de Thr'® e Tyr'® (Derijard et al., 1995).
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4-5-6) A p38MATX agora ativada, fosforila determinados substratos, como os fatores de transcri¢do:
ATF2, Elkl, PHAS-I, CHOP-I e outras proteinas cinases, como MAPKAP2, MAPKAP3,
MAPKAPS e Mnkl. A ativacdo destes fatores de transcricdo e proteinas cinases, por sua vez,
promove a ativagdo de genes, como c-fos e c-jun, os quais formam o complexo AP-1. Além disso
MAPKAP?2 pode fosforilar e regular a atividade da proteina de choque térmico Hsp27 (Sharp et al.,
1999).

Devido a essa cascata de ativacdo, os membros da familia das proteinas cinases p38VA"™
estdo envolvidos na regulagdo de diversas fungdes celulares desde o controle da morte celular até a
proliferacao e diferenciacao celular (Xia et al., 1995; Martin-Blanco, 2000; Tadlock & Patel, 2001).
Estudos sugerem que essa enzima possui também um importante papel na regulacdo da resposta
imune (Takenaka et al.,, 1998). A ativacdo de p38M*FX estd sendo correlacionada ainda com o
controle do ciclo celular (Lavoie et al., 1996; Molnar et al., 1997; Diehl et al., 2000; Kurata, 2000;
Bulavin et al., 2001). No SNC, a ativagdo de p38™**® sob estresse pode tanto induzir quanto
proteger neurdnios da morte celular (Heindenreich & Kummer, 1996; Kawasaki et al., 1997,
Kikuchi et al., 2000; Mielke et al., 1999). A alta atividade basal de p38™**® no SNC estd em

MAPK
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contradi¢ao com a hipotese de que p3 atue unicamente como uma cinase de estresse envolvida

em apoptose (Mielke & Herdegen, 2000). Ha ainda pouca informagio sobre o papel de p38MA™* n

0
tecido nervoso em condi¢des fisiologicas (Campos et al., 2002). Segundo, Mielke e Herdegen, 2000,

a estabilizacdo da diferenciacdo pds-mitotica dos neurdnios ¢ um provavel papel fisioldgico da p38.

1.9 — AS PROTEINAS CINASES JNK
Cerca de dez isoformas de JNK s3o expressas no cérebro humano adulto. Essas dez

isoformas sdo expressas por 3 genes: jnkl, jnk2 e jnk3. JNK 3 é o unico membro da familia que ¢é
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expresso exclusivamente no SNC (Harper & LoGrasso, 2001). As JNKs sao ativadas por um grande
nimero de estimulos extracelulares, como: citocinas (TNFa e II-1), estresse celular (luz UV,
ciclohexamida, anisomicina e choque térmico) (Minden, 1994; Kallunki et al., 1994; Sluss et al.,
1994; Derijard et al., 1994; Kyriakis & Avruch, 1996).

Muitos substratos sdo fosforilados pelas JNKs, incluindo fatores de transcri¢do, como: c-jun,
ATF2, Elk-1, NFAT, (Derijard et al., 1994; Van Dam et al., 1995; Whitmarsh et al., 1995; Chow et
al.,, 1997; Hu et al., 1997). As JNKs podem ainda fosforilar uma variada classe de substratos
citoplasmaticos, como: proteinas do citoesqueleto (Reynolds et al., 1997; Giasson & Mushynsky,
1997), p53 (Fuchs et al.,, 1998), Bcl-2 (Park et al.,, 1997) e o receptor para glicocorticoides
(Rogatsky et al., 1998).

Pouco se conhece sobre a funcdo da ativacdo das JNKs sob condigdes fisioldgicas.
Entretanto a expressdo e atividade de JNK sob condi¢des basais, principalmente na auséncia de
estimulos ambientais nocivos, corrobora para um papel fisiologico das JNKs no SNC. Possiveis
papéis fisiologicos para as JNKs seriam a regeneracdo neuronal, a neuroplasticidade e a modulagado
apoptotica (Mielke & Herdegen, 2000).

E interessante salientar, entretanto, que ja ¢ bem caracterizada a participagio das INKs como
mediadoras da morte celular neuronal e da degeneracdo na excitotoxicidade, isquemia, lesdes de
fibras nervosas, retirada de fatores troficos e na toxicidade por metais pesados (Irio et al., 2000;
Mielke & Herdegen, 2000). A natureza dupla dessas respostas (morte celular ou regeneragdo) nao ¢

completamente entendida.
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1.9.1 — PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO — (""HEAT SHOCK PROTEINS'" - HSPS)

Nos tecidos normais sdo expressas constitutivamente diversos tipos de Hsps: ubiquitina,
Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp47, Hsp32, Hsp27, HO-1 e GRP78. Estas proteinas exercem
fungdes basicas e indispensaveis, tais como o controle e regulagdo da conformagdao de outras
proteinas, bem como o movimento dessas proteinas através de membranas ou organelas. Atuam
também no controle da disponibilidade de receptores ou atividade de enzimas. Atualmente, as Hsps
tem sido envolvidas inclusive nos mecanismos de plasticidade sindptica, como a LTP (Ohtsuka &
Suzuki, 2000). As Hsps nao sao induzidas apenas pelo choque térmico, mas por varios outros tipos
de estresses, exercendo em geral um efeito protetor nas células (Rogalla et al., 1999).

A resposta das Hsps ao estresse depende da ativacao de fatores ("heat shock factors"; HSFs)
que estimulam a transcri¢ao de Hsps (Sharp et al., 1999). A ativacdo do fator HSF1, por exemplo,
envolve sua fosforilacdo por p38™4*% e/ou ERK1/2 (Hung et al., 1998). A Hsp27 pode ser regulada
diretamente por fosforilagio dependente da ativacdo da cascata da p38™*™® (Mielke & Herdegen,
2000). Evidéncias sugerem que algumas HSPs podem regular negativamente o programa apoptotico,
exercendo este efeito de maneira similar a proteina anti-apoptética Bel-2, modulando a liberagao de

citocromo c¢ ou o estado redox da célula (Samali & Orrenius, 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

As proteinas cinases ERK e p38MATE

sdo fundamentais na regulagdo e modulagdo de um
amplo espectro de eventos, como proliferagdo, diferenciacdo celular e apoptose. Todos estes eventos
também sao regulados e modulados através dos hormdnios tireoideanos, particularmente T3 (pois € o
hormoénio biologicamente ativo). O Ts controla a proliferagdo e diferenciacdo de células neurais e
gliais, por varios mecanismos que envolvem desde a regulacdo do citoesqueleto de actina, até a
liberagdo de neurotransmissores. Para muitos destes eventos ocorrerem, a correta ativacao de
MAPKSs também € necessaria. Além disso, a ERK-2 esta envolvida em mecanismos de memoria,
tais como a Potenciacdo de Longa Duracdo (LTP). O hipotireoidismo congénito por sua vez causa
drasticos déficits cognitivos e comportamentais. Curiosamente, os receptores tirosina cinase,
principais ativadores de ERK, tém sua expressdo aumentada pela diminui¢do de T3 como mostra a
Tabela I na pagina 9.

Nos ultimos anos, houve um grande progresso no entendimento dos mecanismos moleculares
e celulares de Ts. O conhecimento destes mecanismos tem permitido uma melhor compreensdo dos
aspectos envolvidos ndo apenas na sindrome do cretinismo, mas também na importancia dos
hormoénios tireoideanos para o desenvolvimento do SNC. Apesar dos esfor¢os, muitos aspectos
permanecem obscuros, ou ndo foram ainda especulados. Nesta lltima categoria, enquadra-se o nosso
trabalho, o qual tentara compreender se os mecanismos de transducdo de sinal, particularmente, a
fosforilagdo de ERK-2 e p38™*™ , podem estar alterados nos quadros de deficiéncia dos horméonios

tireoideanos e neste caso, contribuir para as alteragdes neurais, comportamentais e cognitivas ja bem

documentadas nos quadros de hipotireoidismo congénito.
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3. OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL:
Investigar os efeitos da deficiéncia dos hormonios tireoideanos sobre a modulacdo da

fosforilacdo de proteinas no hipocampo e hemisférios cerebrais, com énfase nas vias de sinalizagdo

das MAPKs.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:
— Caracterizar a ativacdo das proteinas cinases ERK-2 e p38™*"™% frente a deficiéncia dos
hormonios tireoideanos em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos, em modelo de

hipotireoidismo congénito.

— Verificar o imunocontetido da proteina de estresse Hsp-70 e das subunidades cataliticas das
proteinas fosfatases PP1 e PP2A em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos

hipotiroideos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - MATERIAS UTILIZADOS

Coomassie Blue R-250, Tris, Bis-acrilamida, Persulfato de Amoénia, TEMED, EDTA, PMSF,
Benzamidina, Aprotinina e Padrdo de Peso Molecular - GIBCO®. SDS e Acrilamida - BIO-RAD".
Na;VO,, NAF e B-Mercaptoetanol - Riedel-de-Haén®. Glicina, Papéis de filtro, esponjas suporte,
membrana de Nitrocelulose, Ponceau, kit ECL e anticorpos secundarios (mouse e rabbit) conjugados
a peroxidase — AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH". Fosfato de Sédio e Fosfato de Potassio -
BIOTEC ®. Acido Acético ¢ Metanol - NUCLEAR®™. Cloreto de Potassio - QUIMIDROL®.
Hidroxido de Sédio - MERCK™. Tween 20 e Glicerol - REAGEN®. Cloreto de Sodio ¢ Gelatina -
VETEC®. Solugdes Fixadora e Reveladora - KODAK®. Albumina de soro bovino, Bromofenol
Blue, Methimazole, Anticorpo anti-fosfo-ERK mouse, Anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a

fosfatase alcalina - SIGMA®. Filmes autoradiograficos - BIOMAX™. Os anticorpos anti-ERK rabbit,

MAPK MAPK
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anti-fosfo-p3 rabbit, anti-Hsp70 rabbit, anti-p3 rabbit e os anticorpos secundarios anti-
mouse ou anti-rabbit conjugados a fosfatase alcalina ou a peroxidase foram obtidos da
CALBIOCHEM®. Os Anticorpos anti-PP1 rabbit e anti-PP2A rabbit foram gentilmente cedidos pelo

Dr. Alistair Sim (The University of Newcastle — Australia).

4.2 - EQUIPAMENTOS

Agitadores Orbitais - 255-B-FANEN ® e MOS-1-BIOMIXER® Vortex - AP56-PHOENIX *.
Poter e Pistilo de Vidro - UNIFORM". Balanga Analitica - AB 204 -METTLER TOLEDO".
Microcentrifuga - 5415 D - EPPENDORF®. Sistema de Eletroforese e Eletrotransferéncia HOEFER
mini VE — AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®. Espectrofotometro - ULTROSPEC 300 —

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®. pHmetro - TM 38 - Sensortechnik Meinsberg GmbH®.
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4.3 — ANIMAIS E TRATAMENTO:

Fémeas adultas de ratos da linhagem Wistar (Ratus norvergicus) com 10-13 dias de gestacao
foram fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A fim de
obter ratos neonatos com hipotireoidismo congénito, essas fémeas foram tratadas (via oral) até o
nascimento de seus filhotes, com 0,02% de 1-methyl-2-mercaptoimidazole (Methimazole; MMI)
dissolvido em agua de beber ad libitum. Este tratamento ¢ um dos mais utilizados para inducao de
hipotireoidismo congénito em ratos. Methimazole age inibindo a incorporacao do iodeto na proteina
tireoglobulina que por sua vez, ¢ precursora dos hormonios tireoideanos (Cooper et al., 1984). Este
composto bloqueia a atividade tireoideana materna e fetal, pois atravessa a barreira placentaria
(Marchant et al., 1977). O grupo controle consistiu de fémeas prenhas que receberam agua ad
libitum. Desta forma cada experimento constava de um grupo de ratos neonatos controle e outro
hipotiroideo.

Todos os animais receberam ra¢ao ad [ibitum ¢ foram mantidos em ambiente com ciclo
claro-escuro de 12 horas e temperatura entre 22 ¢ 25°C, sendo manipulados e sacrificados de acordo
com o codigo de ética de utilizagdo de animais para pesquisa, conforme protocolo aprovado pela

CEUA (nimero: 077/CEUA - 23080.001044/2001-07/UFSC).

4.4- OBTENCAO DO SORO E DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS:

Ratos neonatos controles e hipotiroideos foram mortos por decapitacao utilizando tesoura de
aco inoxidavel. O sangue destes animais foi coletado em microtubo de polietileno
(8-10 animais/grupo; £ 1 ml de sangue). Para obtenc¢do do soro, foi realizada uma centrifugagdo de
800 x g por 15 min. O soro obtido foi congelado a —20°C at¢ a realizagdo das dosagens de TSH e T4

livre.
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Até a retirada dos cérebros, as cabegas foram mantidas a 4°C, em solugdo isosmolar de
sacarose 0,32 M diluida em Tampao Fosfato (5 mM Na,HPO,, 1,7 mM KH2PO4, 2,6 mM KCI, pH
7,4). Os hipocampos e hemisférios cerebrais foram obtidos a partir de grupos distintos de animais.

Para a dissecag¢dao dos hipocampos, os cérebros foram seccionados longitudinalmente, sobre
uma placa de Petri invertida (4°C), recoberta com papel filtro umedecido com tampao PBS
(200 mM NaCl, 5 mM Na,HPOy, 1,7 mM KH,POy4, 2,6 mM KCI, pH 7,4). Os hipocampos foram
retirados com o uso de pincéis finos de pélo de marta e foram mantidos (cerca de 15 minutos) em
Tampao PBS, pH 7,4 a 4°C até¢ o momento da homogeneizagao.

Para obteng¢ao dos hemisférios cerebrais, os cérebros foram mantidos imersos em PBS, pH
7,4 a 4°C, a meninge foi retirada e a seguir os hemisférios foram separados dos mesencéfalos e

cerebelos.

4.5 — DOSAGEM DOS NiVEIS DE TSH E Ty4:

Os soros obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos foram enviados para o
Laboratorio Médico de Analises Clinicas de Sao Paulo (CRIESP), onde foram realizadas as
dosagens dos niveis de TSH e T4. As dosagens foram realizadas pelo método de Imunofluorometria

a tempo resolvido (Sensibilidade: 0,003 pU/mL).

4.6 — PREPARO DOS HOMOGENATOS:
Cada homogenato hipocampal foi preparado a partir de um grupo de 8 animais (16

hipocampos; + 150 mg tecido/tratamento). No caso dos hemisférios cerebrais, cada homogenato foi

preparado a partir de um grupo de 4-6 animais (8-12 hemisférios; + 1 g tecido/tratamento).
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Os hipocampos e hemisférios cerebrais foram homogeneizados através de poter e pistilo de
vidro em tampao de homogeneizacdo (50 mM de Tris, 1 mM de EDTA, 2 pg/ml de Aprotinina,
2 mM de Benzamidina, 0,1 mM de PMSF, 2 mM de Na3;VO,, 100 mM de NAF, pH 7,0), na relagdo
de 0,25 g de tecido/ml de tampao. O homogenato foi centrifugado a 1.000 X g, por 10 min, 4°C,
usando microcentrifuga. O S1 foi coletado e o “pellet” descartado.

Aliquotas de 10 pl foram recolhidas para dosagem de proteina. A concentragdo de proteina
no sobrenadante variou de 7-9 pg/ul. O S1 foi solubilizado em tampao de eletroforese relagao (v/v)
de 1/1 (concentracdo final - 4% de SDS, 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA e 8% de B-
mercaptoetanol, pH 6,8) e a seguir fervido por 3 minutos. Posteriormente foi adicionada uma
solugdo de glicerol (40% de glicerol, 25 mM de Tris e Bromofenol Blue; pH 6,8) numa proporcao
de (v/v) 25 ul solucao de glicerol/100 pl de solugdo de amostra. Estas amostras prontas para serem

submetidas a eletroforese apresentavam uma concentragdo final de proteina que variava de 2,8-3,6

png/pl.

4.7 — DOSAGEM DO CONTEUDO PROTEICO TOTAL:
O conteudo protéico foi quantificado através do método de Bradford (1976), utilizando como
padrdo albumina sérica (5-40 pg/ml). As medidas de absorbancia foram feitas em espectrofotometro

(A 595nm).
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4.8 — ELETROFORESE EM GEIS DE POLIACRILAMIDA (SDS/PAGE):

Os géis eram preparados em placas de vidro de minigel (10,5 X 12 cm), na espessura de 1
mm, contendo 10 pocos e apresentavam a seguinte composicdo: gel de separacdo: 10%
Acrilamida/Bis-acrilamida (37,5:1; w/w), 375 mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED, 0,1%
de persulfato de amonia, pH 8,8; gel de entrada: 4% de Acrilamida/Bis-acrilamida (37,5:1 w/w),
125 mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED, 0,1% de persulfato de amoénia; pH 6,8.

Foram aplicados 40 ug de proteina por pogo e a separacao eletroforética foi realizada com
corrente fixa de 20 mA por placa e voltagem livre. A corrida durava aproximadamente 2h e 30 min.
Foram utilizados 250 ml de tampao superior (190 mM de glicina, 25 mM de Tris e 0,1% de SDS,
pH 8.,3) e 800 ml de tampao inferior (50 mM de Tris; pH 8,3) (Laemmli, 1970). Ap6s a corrida, foi
realizada eletrotranferéncia das proteinas para a nitrocelulose. A qualidade da separagdo das
proteinas obtidas pela SDS-PAGE esta mostrada na figura 6.
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Fig. 6 - SDS-PAGE 10% realizado em nosso laboratoério.
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4.9 - ELETROTRANSFERENCIA

Para eletrotransferéncia, os géis foram equilibrados durante 15 minutos em tampao de
transferéncia (24,8 mM de Tris, 192 mM de Glicina, 20% de metanol; pH 8,3). As membranas de
nitrocelulose foram igualmente equilibradas, inicialmente em d4gua deionizada (5 min) e
posteriormente em tampao de transferéncia (10 min). As proteinas foram transferidas do gel para a
membrana de nitrocelulose, conforme descrito originalmente por Towbin (1979). O “sanduiche” foi
montado, no sentido do polo negativo para o positivo, obedecendo a seguinte ordem: espuma de
suporte, papel filtro, gel, nitrocelulose, novamente papel filtro e espuma de suporte. A transferéncia
foi realizada durante 3 horas, em uma cuba de eletrotransferéncia contendo 300 ml de tampao (4°C),
usando corrente fixa de 400 mA. Apods as membranas foram coradas com solugdo de Ponceau (0,5%
de Ponceau e 1% de acido acético) para controle da transferéncia das proteinas. A figura 7 mostra

uma nitrocelulose corada com Ponceau apos a transferéncia.

Padrdo Contr Hipot Cont Hipo Cont Hipo Controle

40ug 40ug 40ug 40ug 40ug 40ug 20ug 40ug 80ug

94 kDa 4

67 kDa 4

43 kDa ==

|
Fig. 7 - Membrana de nitrocelulose apds eletrotransferéncia.
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4.9.1 — IMUNODETECCAO:

As membranas contendo as proteinas, foram lavadas com TBS (20 mM de Tris, 137 mM de
NaCl, pH 7,6), para retirar o Ponceau e remanescentes da eletrotransferéncia. A seguir foram
bloqueadas por 1h, (temperatura ambiente) com 5% de leite desnatado Molico®, diluido em TBS.
ApoOs esse primeiro bloqueio, as membranas foram lavadas por 3 vezes de 5 min com TBS-T
(Tween-20 0,05%, 20 mM de Tris, 137 mM de NaCl, pH 7,6) e submetidas a um segundo bloqueio
de 1 h usando uma solucao de 1,5% de gelatina também diluida em TBS (Collins & Sim, 1998;
Bobrovskaya et al., 2001). As membranas foram novamente lavadas 3 vezes (5 min cada) com TBS-
T, para finalmente serem incubadas com os anticorpos primarios: anti-fosfo-ERK1/2, anti-ERK1/2

total, anti-p38MATK

total, anti-Hsp70, anti-PP1 e anti-PP2A por um periodo de 2 horas a temperatura
ambiente ¢ com anti-fosfo-p38M*"™® durante 12 horas a 4°C. Apos as incubagdes, as membranas
foram novamente lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 min) e incubadas por 1 hora em temperatura
ambiente com anticorpos secundarios especificos (ligados a fosfatase alcalina ou a peroxidase). Para
a detecg¢do dos complexos imunes, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e 2 vezes com
TBS (5 min cada lavagem), sendo que as bandas correspondentes as respectivas proteinas foram
reveladas através de kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech), conforme recomendacdes do
fabricante. Neste processo, a peroxidase catalisa a oxidagao do luminol em presenca de peroxido de
hidrogénio. Intensificadores quimicos sustentam a emissao de luz do luminol que imprime as bandas
correspondentes as proteinas em filmes autoradiograficos (Biomax). Alternativamente, foram
realizadas revelagdes através do kit colorimétrico, utilizando NBT e BCIP como substratos. Neste
procedimento solugdes estoque de NBT (5%) em dimetil formamida 70% e BCIP (2,5%) em dimetil

formamida, foram diluidos em tampao de fosfatase alcalina (100 mM de Tris, 100 mM de NaCl e

5 mM de MgCly; pH 9,5) até a concentragao final de 0,03% e 0,015% respectivamente. As bandas
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protéicas detectadas, seja através de substratos cromogenos ou através da quimioluminescéncia,
foram medidas por densitometria dptica (D.Os) através do programa computacional Scion Image®,
(National Institutes of Health). Dependendo do tipo de anticorpo primario empregado, as D.Os

correspondiam as medidas de fosforilacdo ou imunocontetdo das bandas protéicas analisadas.

4.9.2 - ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrao das D.Os e foram analisados

através do feste t de Student, pareado, utilizando o programa computacional Prism® (versdo 3.0). Os

resultados foram considerados significativos quando *p < 0,05.



4.9.3 - FLUXOGRAMA ESQUEMATICO DA METODOLOGIA

Fémeas Wistar Hipotirdides (MMI-0,02%)*.
Inicio do tratamento:
10°-13° Dia de gestacdo

1
N SRR

S Neonatos Hipotiroideos congénitos

Obtencao do soro e dosagem
de TSH e Ty.

Isolamento dos Hemisférios
Cerebrais e retirada das meninges.

Dissecagdo dos Hipocampos

Homogeneizacdo dos Hemisférios e
Hipocampos utilizando poter e pistilo
(4°C).

Apds completa homeneizagdo:
Centrifugacdo (1.000 X g, 10 min, 4°C)

i Dosagem de Proteina
| Retirada do sobrenadante - Total (Bradford, 1976)

W @&
." i
F mmp| \\_ , A & {

' S — ) = . .-

Adigdo de Tampao de :
Eletroforese e Tampao de ' B

Diluigao 1
' Gie _Agu_kl

SDS-PAGE

32

(40pg Ptna/pogo) Imunoblot Analise densitométrica
das bandas.

*Obs: Os animais controle receberam apenas agua e racao ad libitum, todos os demais procedimentos
metodolégicos foram idénticos aos realizados com os animais tratados.
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5.0 RESULTADOS

Com o objetivo de verificar se o modelo, j& classicamente estabelecido de indugdo de
hipotireoidismo congénito (Cooper, 1984), estava sendo eficaz em nosso laboratorio, foram
realizadas dosagens dos hormonios Tiroxina (T4) e Hormdnio Estimulador da Tiredide (TSH) no
soro de ratos neonatos controles e tratados com MMI-0,02%.

Ratos neonatos tratados com MMI - 0,02%, apresentaram um aumento de 313% nos niveis
de TSH (Fig 8.A) e uma diminui¢do de 86% nos niveis de T4 plasmaticos (Fig 8.B) em relagao aos
ratos controles. Estas diferencas foram estatisticamente significativas, confirmando que o nosso
modelo experimental estd de acordo com a literatura e que foi eficiente na indug¢do do

hipotireoidismo congénito.

A) B)
0.3+ 24
—
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—— *
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Controle MMI-0,02%(Hipot) Controle MMI-0,02%(Hipot)
Amostras Amostras

Fig. 8. Dosagem de TSH (A) e T4 (B) no soro de ratos neonatos controles e tratados
com MMI (0,02%). Cada amostra de soro foi obtida de um grupo de cerca de 10
animais. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrao Médio. Andlise
estatistica realizada através do teste t pareado, * p < 0,05. n=5.
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5.1 - Fosforilacdo de ERK-2 em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos:

O contetido total e a fosforilagdio de ERK-2 foram avaliados por Western Blot de
homogenatos obtidos de hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos controles e
hipotiroideos. No hipocampo, o hipotireoidismo congénito causou um aumento significativo da
fosforilacio de ERK-2 (Fig. 9), este aumento ndo foi acompanhado por uma alteragdo do
imunoconteudo da enzima. Nos hemisférios cerebrais, o hipotireoidismo congénito nao causou

alteracdo na fosforilacdo de ERK-2, bem como do imunocontetido da enzima (Fig. 10).

Controle Hipotiroideo
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Fig. 9. Fosforilagio de ERK-2 em hipocampos de ratos neonatos hipotiroideos.
(A) Imunodetecgao representativa da proteina ERK-2 nas formas total (ERK-2) e
fosforilada (p-ERK-2) em homogenatos de hipocampos obtidos de ratos neonatos
controles e hipotiroideos. (B) Quantificacdo da fosforilagdo de ERK-2, expressa
em unidades arbitrarias. Os valores das unidades arbitrarias foram obtidos através
da razdo entre as densidades opticas (D.Os) das bandas fosforiladas de ERK-2 e
as D.Os. das bandas de ERK-2 total. Os valores estdo expressos como Média +
Erro Padrao Médio. Analise estatistica realizada através do teste t pareado, *p <
0,05. n=11.
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Fig. 10. Fosforilagdo de ERK-2 em hemisférios cerebrais de ratos neonatos
hipotiroideos. (A) Imunodetecg¢do representativa da proteina ERK-2 nas formas
total (ERK-2) e fosforilada (p-ERK-2) em homogenatos de hemisférios cerebrais
obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos. (B) Quantificacdo da
fosforilacdo de ERK-2, expressa em unidades arbitrarias. Os valores das unidades
arbitrarias foram obtidos através da razao entre as densidades oOpticas (D.Os) das
bandas fosforiladas de ERK-2 e as D.Os. das bandas de ERK-2 total. Os valores
estdo expressos como Média = Erro Padrdao Médio. Analise estatistica realizada
através do teste t pareado, p < 0,05. n=5.
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5.2 - Fosforilacio de p38™*"* em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos:

O conteudo total e a fosforilagio de p38MA™® foram avaliados por Western Blot de
homogenatos obtidos de hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos controles e
hipotiroideos. No hipocampo, o hipotireoidismo congénito causou uma diminui¢ao significativa da

fosforilagdo de p38MATX

(Fig. 11), este aumento ndo foi acompanhado por uma alteracdo do
imunoconteudo da enzima. Nos hemisférios cerebrais, o hipotireoidismo congénito nao causou

alteracdo na fosforilagdo de p38™*™™, bem como do imunocontetido da enzima (Fig. 12).

Controle Hipotiroideo

p-38VAK — e s — 38 kDa

A)
p-p38YATE P — e ——p 38 kDa
1.54
) -1
@S
T
£ 1.04
o *
B) ,§<
s 9
5
ug_-g 0.5
w2
0.0

Controle Hipotiroideo
Hipocampos

Fig. 11. Fosforilagio de p38 M*™ em hipocampos de ratos neonatos hipotiroideos.

(A) Imunodetecgdo representativa da proteina p38“**™ nas formas total(p38™*™)
e fosforilada (p-p38M*™) em homogenatos de hipocampos obtidos de ratos
neonatos controles ¢ hipotiroideos. (B) Quantifica¢io da fosforilagio de p38MAFX,
expressa em unidades arbitrarias. Os valores das unidades arbitrarias foram
obtidas através da razdo entre as densidades Opticas (D.Os) das bandas
fosforiladas de p38™*™ ¢ as D.Os. das bandas de p38™*™ total. Os valores estdo
expressos como Média + Erro Padrdo Médio. Andlise estatistica realizada através
do teste t pareado, * p < 0,05. n=9.
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Fig. 12. Fosforilagio de p38M*"™ em hemisférios cerebrais de ratos neonatos
hipotiroideos. (A) Imunodeteccdo representativa da proteina p38™™* nas formas
total (p38MATX) e fosforilada (p-p38M*™) em homogenatos de hemisférios
cerebrais obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos. (B) Quantificacao
da fosforilagio de p38M*™, expressa em unidades arbitrarias. Os valores das
unidades arbitrarias foram obtidas através da razao entre as densidades Opticas
(D.Os) das bandas fosforiladas de p38M*™ ¢ as D.Os. das bandas de p38M4*%
total. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrdo Médio. Analise
estatistica realizada através do teste t pareado, p < 0,05. n=6.
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5.3 - Imunoconteudo de Hsp-70 em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos:

Um dos importantes eventos durante os estados de estresse celular ¢ o aumento da expressao
de proteinas de choque térmico ("heat shock proteins"; HSPs), também chamadas proteinas de
estresse (Ohtsuka & Suzuki, 2000). Este evento em alguns casos, pode ter a participagdo de MAPKs
(Hung et al., 1998). O imunocontetido de Hsp-70, foi avaliado por Western Blot de homogenatos
obtidos de hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos controles e hipotiroideos. O
hipotireoidismo congénito ndo provocou alteracdo do imunoconteudo de Hsp-70 tanto em

hipocampos (Fig. 13) quanto hemisférios (Fig 14).
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Fig. 13. Efeito do hipotireodismo congénito sobre o imunoconteudo de Hsp-70 em
hipocampos de ratos neonatos. (A) Imunodeteccao representativa da proteina Hsp-70
em homogenatos de hipocampos obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos.
(B) Quantificagdo do imunocontetido de HSP-70, obtido através das densidades
opticas (D.Os) das bandas de Hsp-70. Os valores estdo expressos como Média + Erro
Padrao Médio. Analise estatistica realizada através do teste t pareado, p < 0,05. n=6.
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Fig. 14. Imunocontéudo da proteina Hsp-70 em hemisférios cerebrais de ratos
neonatos hipotiroideos. (A) Imunodeteccao representativa da proteina Hsp-70 em
homogenatos de hemisférios cerebrais obtidos de ratos neonatos controles e
hipotiroideos. (B) Quantificagdo do imunoconteudo de HSP-70, obtido através
das densidades opticas (D.Os) das bandas de Hsp-70. Os valores estdo expressos
como Média + Erro Padrao Médio. Analise estatistica realizada através do teste t
pareado, p < 0,05. n=6.
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5.4 - Imunoconteudo de PP1c em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos:

Algumas proteinas tem mostrado ter seu conteudo alterado em face aos quadros de
hipotireoidismo (Tabela I). PP1 e PP2A sdo enzimas fundamentais na regulacdo do estado de
fosforilacdo de diversas fosfoproteinas essenciais para regulacdo sindptica e neuro-glial (Price &
Mumby, 1999). Desta forma, considerando a importancia das subunidades cataliticas das enzimas
PP1 e PP2A, foi nosso interesse verificar possiveis modificacdes no conteudo destas enzimas frente
a deficiéncia dos hormoénios tireoideanos. Os homogenatos de hipocampos e hemisférios cerebrais
de ratos neonatos controles e com hipotiroidismo congénito foram avaliados, por Western Blot,
quanto ao imunoconteudo da subunidade catalitica de PP1 (PP1c). O hipotireoidismo congénito ndo
provocou alteragao do imunoconteudo de PP1c tanto em hipocampos (Fig. 15) quanto hemisférios

(Fig 16).
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Fig. 15. Imunocontetdo da subunidade catalitica de PP1 (PP1c) em hipocampos
de ratos neonatos hipotiroideos. (A) Imunodeteccdo representativa de PP1lc em
homogenatos de hipocampos obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos.
(B) Quantificagao do imunoconteudo de PPlc, obtido através das densidades
opticas (D.Os) das bandas. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrdo
Médio. Anélise estatistica realizada através do teste t pareado, p < 0,05. n=5.
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Fig. 16. Imunocontetido da subunidade catalitica de PP1 (PP1c) em hemisférios
cerebrais de ratos neonatos hipotiroideos. (A) Imunodeteccdo representativa da
subunidade catalitica da proteina PP1 (PPlc) em homogenatos de hemisférios
cerebrais obtidos de ratos neonatos controles e hipotiroideos. (B) Quantificagdo
do imunoconteudo de PPlc, obtido através das densidades Opticas (D.Os) das
bandas. Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrao Médio. Analise
estatistica realizada através do teste t pareado, p < 0,05. n=6.
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5.5 - Imunoconteudo de PP2Ac em hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos:

Os homogenatos de hipocampos e hemisférios cerebrais de ratos neonatos controles e com
hipotiroidismo congénito foram avaliados, por Western Blot, quanto ao imunocontetdo da
subunidade catalitica de PP2A (PP2Ac). O hipotireoidismo congénito ndo provocou alteragdo do

imunoconteudo de PP2Ac tanto em hipocampos (Fig. 17) quanto hemisférios (Fig 18).
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Fig. 17. Imunocontetido da subunidade catalitica da proteina PP2A (PP2Ac) em
hipocampos de ratos neonatos hipotiroideos. (A) Imunodetec¢do representativa de
PP2Ac em homogenatos de hipocampos obtidos de ratos neonatos controles e
hipotiroideos. (B) Quantificagdo do imunocontetdo de PP2Ac, obtido através das
densidades opticas (D.Os) das bandas. Os valores estdo expressos como Média +
Erro Padrao Médio. Analise estatistica realizada através do teste t pareado,
p <0,05. n=5.
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Fig. 18. Imunocontetdo da subunidade catalitica da proteina PP2A (PP2Ac) em
hemisférios cerebrais de ratos neonatos hipotiroideos. (A) Imunodeteccdo
representativa da proteina PP2Ac em homogenatos de hemisférios cerebrais obtidos
de ratos neonatos controles e hipotiroideos. (B) Quantificacdo do imunoconteudo de
PP2Ac, obtido através das densidades opticas (D.Os) das bandas. Os valores estdao
expressos como Média + Erro Padrao Médio. Andlise estatistica realizada através do

teste t pareado, p < 0,05. n=4.
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6.0 - DISCUSSAO

O Hormonio da Tiredide (T3) exerce um papel critico durante o desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC). A falta de T3 durante esse periodo resulta em déficit permanente das fungdes
cerebrais, incluindo o desenvolvimento intelectual. Em humanos, esse periodo corresponde
aproximadamente do 3° trimestre de gestacdo até o 3° més apds o nascimento. A administra¢dao de T;
e/ou T4 a neonatos dentro desse periodo resulta em recuperagdo do desenvolvimento intelectual.
Entretanto, o atraso no tratamento resulta em danos severos e permanentes no desenvolvimento
intelectual, ocasionando o que se denomina de cretinismo (Anderson, 2001).

O desenvolvimento do SNC, envolve uma série de a¢des celulares complexas que requerem
uma regulagdo temporal e espacial precisa. Estas agdes incluem o controle preciso da divisdo,
diferencia¢do e migracao celular, bem como o crescimento e a diferenciacdo de neuritos em axonios
e dendritos (Pearlman et al., 1998). Perturbacdes durante periodos criticos de desenvolvimento, que
afetem estas agdes, podem levar a conexdes anormais e desordens comportamentais futuras. Um
elemento essencial no desenvolvimento neuronal ¢ o inicio da formagdo de processos ou
crescimento de neuritos. Este ¢ o primeiro evento que ird levar ao estabelecimento da estrutura
tridimensional dos neurdnios e a formac¢ao do intrincado sistema de conexdes do cérebro, sendo uma
base fundamental para o desenvolvimento da plasticidade neural e LTP (Maletic-Savatic et al,
1999). A formagdo de neuritos envolve a participagdo de hormonios tais como Tz (Porterfield &
Hendrich, 1993) e de mecanismos de sinalizacdo celular, tais como os mediados pelas MAPKs e
PKA (Vogt Weisenhorn et al., 2001). Em ratos, a atividade maxima de inicio de formacdo de
neuritos ocorre no periodo neonatal. Nesta fase as vias MAPKs e PKA atuam independentemente,
entretanto no 7° dia pos-natal (onde os contatos sinapticos ja estdo bem estabelecidos), estas vias

parecem funcionar acopladas (Vogt Weisenhorn et al., 2001).



45

Devido a importancia dos hormonios tireoideanos ¢ das MAPKs no desenvolvimento do
SNC, este trabalho teve como objetivo analisar a modulagao de algumas MAPKs como ERK e

8MAPK em hipocampos ¢ hemisférios cerebrais de ratos neonatos com deficiéncia de horménios

p3
tireoideanos, utilizando para isto um modelo cléassico de hipotireoidismo congénito (Cooper, 1984).

Nossos resultados demonstram que nosso modelo foi eficiente na indugao do hipotireoidismo
congénito, pois houve um aumento de 313% nos niveis de TSH e uma redu¢do de 86% nos niveis de
T4 no soro de animais tratados com MMI-0,02%. Em hipocampos de ratos neonatos hipotiroideos,
observamos um aumento significativo de cerca de 50% na fosforilagdo de ERK-2 e uma redugao de
cerca de 50% na fosforilagio de p38™*P*. Em hemisférios cerebrais ndo foram verificadas tais
alteragdes. Também ndo foram verificadas alteragdes nos imunoconteudos das proteinas Hsp-70 e
subunidades cataliticas de PP1 e PP2A, tanto em hipocampos quanto em hemisférios cerebrais de
ratos neonatos hipotiroideos.

Analises morfologicas e bioquimicas tém identificado que regides especificas do encéfalo:
hipocampo, cortex e cerebelo, sdo afetadas pela deficiéncia dos horménios tireoideanos. E
importante perceber que essas regidoes contribuem de maneira significativa para a memoria € o
aprendizado (Anderson, 2001).

Os efeitos do hipotireoidismo congénito sobre o aprendizado tém sido avaliados em modelos
animais. Ratos com hipotireoidismo congénito tem demonstrado dificuldades na aprendizagem e
habituagdo em testes de labirinto (Eayrs, et al.,1955; Essman et al., 1968; Morgan & Einon, 1976;
Hendrich et al., 1984; Comer & Norton, 1985; Akaike et al., 1991; MacNabb et al., 2000). A
potenciacdo de longa duracdo (LTP) é uma forma de plasticidade sindptica robusta e de longa
duragdo, sendo considerada um dos mecanismos celulares e moleculares que participam na

formacao do aprendizado e memoria. Recentemente, Gerges e colaboradores, (2001), demonstraram
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que o hipotireoidismo congénito bloqueia parcialmente a potenciagdo de longo tempo inicial
(E-LTP) na area CA1 do hipocampo. Ao combinarem o hipotireoidismo com situagdes de estresse
foi observada a perda total da E-LTP na mesma area. Varios trabalhos t€ém demonstrado a
participagdo de ERK-2, como um componente critico, da cascata bioquimica que sustenta a LTP
hipocampal (English & Sweatt, 1996; 1997; Orban et al., 1999; Sweatt, 2001). A apropriada
execu¢ao ¢ manutencao da LTP, requer uma correta intensidade, amplitude e momento de ativagao
das ERKs (Agell et al., 2002).

Desta forma, o dréastico aumento na fosforilagdo de ERK-2 em hipocampos de animais
hipotiroideos poderia contribuir para os danos bioquimicos e celulares que corroboram com o atraso
e deficiéncia no desenvolvimento neuronal desses animais.

Recentemente, foi demonstrado um aumento na liberagao de neurotransmissores nas sinapses
hipocampais de ratos (com 14 e 21 dias pds-natais), com hipotireoidismo congénito. Este aumento
mostrou estar associado com o aumento no nivel das proteinas Sinapsina I e Sinaptotagmina I, as
quais sdo essenciais para exocitose de neurotransmissores (Vara et al., 2002). A Sinapsina prende
pequenas vesiculas sinapticas ao citoesqueleto de actina e possui sitios que podem ser fosforilados
pelas ERKs. Esta fosforilagao pode regular a interagdo de sinapsina com o citoesqueleto de actina e
a liberagdo de neurotransmissores (Greengard et al., 1993; Jovanovic et al., 1995; Hilfiker et al.,
1998). O aumento na fosforilagdo de ERK-2, observado neste trabalho em hipocampos de ratos
neonatos hipotiroideos, eventualmente poderia estar influenciando este mecanismo.

Entretanto, o contexto que estamos estudando é complexo, principalmente porque as agdes
de T; ocorrem em varios niveis. Por exemplo, ja estd bem estabelecido que T; regula os niveis

protéicos de actina e sua polimerizagdo, bem como a expressdo de seu RNAm. Além disso, essa
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regulacdo pode ser aumentada ou diminuida por T3 dependendo do estagio de desenvolvimento
neuronal (Poddar et al., 1996).

Tao complexa quanto a questdo dos efeitos da deficiéncia de Tz e T4 e o aumento da
fosforilagao de ERK-2 sobre o desenvolvimento hipocampal e seus danos cognitivos ¢ o modo como
essa ativacdo pode ocorrer. Surge entdo uma importante questdo: o aumento de fosforilacdo de
ERK-2 seria devido a deficiéncia de T e/ou T4 diretamente ou a algum outro mecanismo indireto
afetado pela diminui¢do dos niveis de Tz e T4 ?

O horménio T4, executa um papel modulador nos mecanismos de transdugdo de sinal,

através da ativacao de MAPKs, principalmente ERK-2 (Lin et al., 1999), ver figura 19:

GPCR

COOH Gﬁnp.hsm

Nucleus

Fig. 19 — Ativacido de ERK por Ty,
Adaptado de Lin et al., 1999.

O primeiro passo nesta ativacao € a ligacdo de T4 sobre receptores acoplados a proteina Gi da

superficie celular. Esta ligagdo promove a liberacdo das subunidades ai e Py da proteina Gi. A
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subunidade By promove a ativacdo da enzima Fosfolipase C (PLC-B3), que hidrélisa PI (4,5)P,,
produzindo diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina cinase C (PKC). PKC por sua vez pode
fosforilar Raf-1 diretamente. Raf-1 ativa MEK e esta por sua vez ERK 1 e 2 (Lin, et al., 1999).
Adicionalmente foi demonstrado que a ativacdo de MAPKSs, promovida por T4, promove a
fosforilacdo do receptor para hormonio tireoideano TR 1, resultando na dissociacdo do receptor de
proteinas co-repressoras da transcri¢ao protéica (Davis, et al., 2000).

Nossos resultados aparentemente contrariam as agdes de Ty, pois os hipocampos de animais
hipotiroideos, apresentam significativa diminui¢do dos niveis de Ts e exibem aumento na
fosforilagdo de ERK-2. Por isso, propomos um mecanismo indireto, onde a falta de Ts e/ou T4 € que
poderia promover aumento na fosforilacdo de ERK-2.

Praticamente todos os trabalhos cientificos atribuiam um papel pequeno, sendo insignificante
aos hormonios tireoideanos sobre o controle central na sintese e liberagdo do TRH. Entretanto, foi
demonstrado, através de metodologias mais eficientes que a diminui¢do dos niveis de Ts e T4 por
tireodectomia promovia um significativo aumento nos niveis de TRH e TSH (Gerendai et al., 1985;
Mori & Yamada, 1987; Bruhn et al., 1991). Por fim, foi comprovado que os hormonios tireoideanos
exercem diretamente um controle central por retroalimentacdo negativa na sintese e liberagcdo de
TRH e TSH (Dahl et al., 1994).

Em nosso trabalho, esta retroalimentacdo negativa foi evidenciada através do aumento
substancial dos niveis de TSH e diminuigdo dos niveis de T4 em animais hipotiroideos. E importante
ressaltar, que o aumento nos niveis de TRH ¢ que promove o aumento nos niveis de TSH,
entretanto, clinicamente sdo medidos apenas os niveis de TSH.

Propomos portanto, que o aumento de fosforilagdo de ERK-2 em hipocampos de animais

hipotiroideos pode estar ocorrendo devido ao aumento dos niveis de TSH e TRH. Desta forma, T; e
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T4 estariam modulando indiretamente a ativacao de ERK-2, através do aumento dos niveis de TSH e
TRH pelo mecanismo de retroalimentacdo negativa. Surge entdo uma importante questdo: TSH e
TRH poderiam ativar as MAPKs tal como ja demonstrado com T4?

O TSH ¢ considerado um dos principais reguladores da producao dos hormonios
tireoideanos. Além da tiredide, seu receptor (TSH-R) esta presente em neurdnios dos cortices
piriforme e pos-cingulado, plexo coroide, cerebelo e hipocampo (corno de Ammon e principalmente
giro denteado) e em astrocitos nas zonas ependimal e subventricular. Em hipocampos de ratos
neonatos sua expressao ¢ baixa, atinge um pico em ratos com 7 dias pds-natais e entdo comeca a
decair novamente. Devido a esta localizacdo espacial e temporal de expressdo, especula-se que o
TSH desempenhe papéis fisiologicos importantes durante o desenvolvimento neuronal, tais como a
regulacdo homeostatica dos hormonios tireoideanos e a diferenciacdo de células tronco e/ou
progenitoras em neurdnios ou astrécitos (Crisanti et al., 2001).

O TSH-R pertence a familia dos receptores acoplados a Proteina G, incluindo Gs, Gi/o, G12
e Gg/11 (Hara et al., 1999). Varios trabalhos tem demonstrado que os receptores acoplados a
determinados tipos de proteina G podem ativar Ras e a cascata das MAPKSs, através da ativagdo de
PKC (Van Biesen et al., 1996; Luttrell et al., 1996; Della Rocca et al., 1997; Luttrell et al., 1997).
Em células gliais de ratos, o TSH liga-se a seus receptores acoplados a proteina G, promovendo a
liberacao de 4cido araquidonico e estimulando a fosforilagdo das ERKs 1 e 2 (Tournier et al., 1995).
Entretanto este mecanismo ainda ndo se encontra bem elucidado.

A descoberta da presenca do RNAm de TRH, de seus receptores e enzimas fora da hipofise,
rapidamente forneceu pistas da significincia do TRH em outras fungdes que ndo apenas as
endocrinas (Burt & Snyder, 1975; Kubek et al., 1977; Nillni & Sevarino, 1999). Acredita-se que o

TRH extrahipofisdrio atue modulando certos neurotransmissores e/ou neuromoduladores
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(Serotonina, Substancia P, Dopamina, Histamina, Neuropeptidio Y, Encefalinas e Glutamato) ou
que desempenhe por si s6 o papel de neurotransmissor (Nillni & Sevarino, 1999). O TRH e seus
receptores podem ser encontrados em estruturas diversas do cérebro tais como: amigdala, cortex
piriforme, cortex entorrinal, neocortex e hipocampo (Kubek et al., 1989).

Até o momento, 2 receptores de alta-afinidade ao TRH foram clonados: TRH-R1 e TRH-R2.
TRH-RI1 ¢ altamente expresso em estruturas limbicas, enquanto TRH-R2 ¢ primariamente expresso
em regides de processamento sensorial. De qualquer forma, ambos sao membros da superfamilia de
receptores acoplados a proteina G, a qual utiliza a subunidade Go.g/11 como efetora no acoplamento a
fosfolipase CPB (Kubek & Garg, 2002).

Foi demonstrado em células GH; (células clonais de um tumor hipofisario de rato) que TRH
e EGF sao capazes de ativar as MAPKSs. Esta ativacdo pode ocorrer por dois caminhos distintos e
concomitantes, sendo um deles dependente e o outro independente da ativacdo de PKC (Ohmichi et
al., 1994).

Os dois mecanismos ocorrem através da ligagdo de TRH ao seu receptor acoplado a proteina
Gq, sendo que esta ligacdo promove a liberagdo das subunidades aq e By da proteina Gq. No
mecanismo dependente de PKC, a subunidade aq promove a ativacdo da enzima fosfolipase C
(PLC-B1), a qual por sua vez, através da hidrélise de PI (4,5)P,, produgdo de Diacilglicerol (DAG) e
mobilizacio de Ca®’ intracelular, ativa a Proteina Kinase C (PKC). PKC por sua vez ativa Raf-1.
Raf-1 ativaria a MEK e esta por sua vez ERK 1 ¢ 2. Este caminho nio tem a participagdo de p21™.
J4 no mecanismo independente da ativagdo de PKC, a subunidade aq ativa uma proteina tirosina
cinase ainda desconhecida, que fosforila os residuos tirosina da proteina adaptadora Shc de 52 kDa.
Esta fosforilagdo promove a ligagdo de Shc com a proteina Grb2 e ativa todos os passos

subseqiientes da via classica de ativacdo das ERKs. Este caminho teria a participagdao da
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p21"™(Ohmichi et al., 1994). Posteriormente, também foi demonstrado que a ativagdio de MAPKs
por TRH em células GH3 ¢ responsavel pela diferenciacdo celular e aumento da sintese de
prolactina (Kanasaki et al., 2000).

TRH também promove a fosforilagdo dos residuos de tirosina do receptor de EGF (EGFR).
Esta fosforilagdo ¢ fundamental para a completa ativagdo das ERKs. TRH mostrou ainda ser
responsavel por induzir a associacdo entre 0 EGFR e a proteina Grb2; pela fosforilagao sobre os
residuos de tirosina da proteina Shc e estimular a fosforilagdo do receptor relacionado a tirosina
cinase - HER2. HER2 pode aumentar o tempo de duracao da fosforilacao do EGFR por retardar sua
rapida endocitose, contribuindo portanto para manutencao da ativacdo das ERKs (Wang et al.,
2000).

Os eventos moleculares que levam a inducdo da fosforilagdio do EGFR por TRH sao
obscuros, entretanto, parecem depender de PKC e envolver a clivagem do fator de crescimento —
“heparin-binding EGFG-like growth factor” (Suzuki et al., 1997; Izumi et al., 1998; Prenzel et al.,
1999; Wang et al., 2000).

A figura 20, resume de maneira esquematica como o aumento nos niveis de TRH poderiam
explicar o aumento na fosforilacdo de ERK-2 em hipocampos de animais hipotiroideos. O
hipotireoidismo aumenta a expressao do RNAm do TRH-RI1 (representado pela seta vermelha) o

que também pode estar colaborando para o aumento na fosforilagdo de ERK-2 (Koller et al., 1987).
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Legenda de alguns simbolos:
@ (heparin-binding EFG — like growth factor).\ (Fosforilagdo sobre o residuo tirosina do EGFR).
\(Fosforilagéo de uma proteina cinase desconhecida sobre os residuos de tirosina da proteina Shc).

? Papel obscuro de PKC sobre a clivagem e ativagdo do Heparin binging EGF-like growth factor.

Fig. 20 - Possivel mecanismo pelo qual o aumento nos niveis de TRH poderiam
aumentar a fosforilacdo de ERK-2.

Concomitantemente, o aumento na expressao de receptores tirosina cinase, poderia estar
colaborando para este significativo aumento na fosforilacio de ERK-2 em hipocampos de ratos
hipotiroideos. Em 1991, Kesavan e colaboradores, demonstraram in vitro, que T; diminui a
expressdao dos niveis de RNAm e protéicos de receptores para EGF. Entretanto, in vivo, nao foi
observada alteragdo na ligagdo de EGF com seu receptor no cortex cerebral de ratos com

hipotireoidismo congénito contando com 20, 30 e 40 dias de idade (Scott & Fisher., 1986). Foi
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demonstrado através do mesmo modelo utilizado por nos, que o hipotireoidismo congénito em ratos
neonatos promove o aumento na expressdo do receptor tirosina cinase (trkP) para o fator
neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) tanto no cortex cerebral como em estruturas subcorticais.
O aumento na expressdo de trk} encontrado em animais com hipotireoidismo congénito ¢ devido a
um aumento na taxa transcripcional, indicando que T suprime a transcricdo desse gene in vivo
(Pombo et al., 2000). Tal diferenca na expressao desse receptor nao foi observada em cerebelos de
ratos hipotiroideos (Neveu & Arenas., 1996).

Nossos resultados mostram ainda, que houve uma drastica redugdo, de cerca de 50%, na

fosforilagdo de p38MATK

em hipocampos de animais hipotiroideos. Estes dados levantam uma
importante questao: sera que o TRH poderia ser o responsavel pela diminui¢ao na fosforilagcao de
p38MAPK “assim como parece ser o principal responsavel pelo aumento de fosforilagdo de ERK-2?
Neste sentido, ja foi demonstrado que sob condi¢des basais, o tratamento de células GH3
com TRH diminui significativamente a fosforilagio de p38M***. A droga bromocriptina (um
agonista dos receptores dopaminérgicos D», utilizado como agente terapéutico em pacientes com

MAPK
8

prolactinomas e hiperprolactinemia) ¢ responsavel por induzir a ativacdo de p3 com

concomitante indugdo de apoptose das células da linhagem GH3. Surpreendentemente, a ativacao de

gMAPK hroporcionada pela Bromocriptina foi abolida completamente pela incubacio das células

p3
com EGF e parcialmente inibida pela incubacdo com TRH. Consistente com estes resultados, o
tratamento com EGF e TRH diminuiram significativamente também o numero de células
apoptoéticas (Kanasaki et al., 2000).

O mecanismo pelo qual TRH promoveria a diminuicio da ativagio de p38MA™ ¢
desconhecido. Sugere-se apenas que tanto o EGF quanto o TRH ao ativarem ERK, promoveriam a

MAPK
8

inibi¢do da ativacdo de p3 (Kanasaki et al., 2000). Talvez estes dados justifiquem o fato de
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que a morte celular ndo ¢ aumentada na formagdo hipocampal de ratos hipotiroideos (Rami et al.,
1986).

Concomitante com os niveis elevados de TRH, ndo podemos deixar de mencionar outro
mecanismo muito importante que pode estar contribuindo para a diminuicdo da ativagdo da p38MA™®
em hipocampos de animais hipotiroideos: o consumo de oxigénio. Alguns pesquisadores
demonstram que o aumento nos niveis de T3 e/ou T4 aumentam o estresse oxidativo. Oppenheimer
et al. (1974), demonstraram que o cérebro, figado, coracdo e musculos de pacientes com
hipertireoidismo apresentam aumento no consumo de oxigénio e peroxidacao lipidica o que poderia
levar os tecidos a uma condi¢do de estresse oxidativo. O tratamento com T3 provoca aumento de
estresse oxidativo no figado de pacientes (Fernandes & Videla, 1989). A peroxidacao lipidica
encontrada em humanos com hipertireoidismo ¢ suprimida a partir do tratamento com
propylthiouracil — PTU (uma droga antitireoideana analoga ao MMI) (Videla & Wolff, 1988). A
longevidade ¢ aumentada em animais induzidos a um quadro de hipotireoidismo no periodo neonatal
(Ooka et al., 1983) e a administragdo de T, significativamente encurta o tempo de vida (Timiras,
1986). Por fim, Adamo et al., 1989, observaram um aumento na atividade da superdxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase no cérebro de animais neonatos hipertiroideos, que eles
supdem ser um mecanismo compensatorio para o marcante estresse oxidativo. Contrariamente a
esses dados, Rahaman et al. (2001), observaram aumento nos niveis de SOD, catalase, OH, oxidagao
protéica e peroxidagdo lipidica no cérebro de ratos com hipotiroidismo congénito de 15 e 25 dias
pos-natais. Paralelamente, observaram um declinio nos niveis de glutationa e citocromo c
mitocondrial. Entretanto, em animais com hipotireoidismo congénito contando com 1 ¢ 5 dias pos-
natais, apenas os niveis de catalase estavam aumentados. Apesar dos dados serem contraditorios, ha

a possibilidade de que a diminui¢@o nos niveis de estresse oxidativo nos quadros de hipotireoidismo,
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(observada em alguns estudos), podem de alguma forma estar colaborando para a diminui¢do na
fosforilagdo de p38MA™,

MAPK 130 foram

O aumento na fosforilagdo de ERK-2 e a diminuicao da fosforilacao de p3
observados em hemisférios cerebrais de animais hipotiroideos. Isto parece evidenciar que as
alteragdes observadas podem estar restritas a tipos celulares homogéneos e/ou especificos,
provavelmente células que possuam receptores para TRH.

Nossos resultados mostram que também ndo houve aumento do imunocontetido de Hsp-70
tanto em hipocampos quanto em hemisférios cerebrais de ratos hipotiroideos. Um dos importantes
eventos durante os estados de estresse celular ¢ o aumento da expressao das Hsps, sendo elas
inclusive chamadas de proteinas de estresse (Ohtsuka & Suzuki, 2000). Esse tipo de resposta
depende da ativagdo de fatores ("heat shock factors"; HSFs) que estimulam a transcricao de HSPs
(Morimoto et al., 1997). A ativacdo de HSF1, por sua vez, envolve sua fosforilagdo por p38MAFPK
e/ou ERK 1/2 (Hung et al., 1998). A nao alteracdo do imunoconteudo de Hsp-70 em hipocampos de
animais hipotiroideos, fortalece os trabalhos que observam uma diminuic¢ao do estresse oxidativo em
animais hipotiroideos e conseqiientemente, fortalece o nosso proprio trabalho na medida em que a
principal MAPK ativada por estresse, ou seja, a p38™**%, apresenta diminuicdo de sua atividade em
hipocampos de ratos hipotireoideos.

Finalmente, nao foram observadas modificacdes no imunoconteudo das subunidades
cataliticas de PP1 e de PP2A tanto em hipocampos quanto em hemisférios cerebrais hipotiroideos.
Entretanto, apesar da ndo alteragdo de contetido das subunidades cataliticas de PP1 e PP2A, ndo

pode ser descartada a possibilidade de modificagdo das subunidades reguladoras e da atividade e

localizagdo subcelular dessas enzimas pelo hipotireoidismo congénito. Ag¢des desta natureza
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poderiam contribuir para um desequilibrio fosforilagdo/defosforilagdo. Entretanto, esses aspectos
nao foram avaliados por nds.

Nossos resultados estdo demonstrando haver uma forte e importante conexao entre o modelo
do hipotireoidismo congénito e a regulagdio de MAPKs. Essa conexdo, at¢é o momento,
aparentemente nunca havia sido identificada. Nossos resultados sdo de grande importancia para o
fornecimento das bases moleculares dos mecanismos envolvidos nos danos neuroldgicos associados
ao cretinismo. Além disso, tornam menos obscuro o papel dos hormoénios tireoideanos durante o
desenvolvimento do SNC. Sugerimos que pelo menos parte dos danos neurais e cognitivos
ocasionados pela deficiéncia de Ts e T4 podem estar sendo influenciados por alteracdes nos
mecanismos de transdu¢ao de sinal, particularmente aumento na fosforilacdo de ERK-2 e
diminui¢io na fosforilagdo de p38M*™ hipocampal. Finalmente, sugerimos a hipdtese de que estas
alteragdes nos mecanismos de transducdo de sinal podem ocorrer pela deficiéncia de Ts/Ty4
indiretamente, através do aumento dos niveis de TRH e/ou TSH, os quais entdo poderiam influenciar

diretamente a atividade e¢/ou inibicao das MAPKs.
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7.0 — CONCLUSOES

O modelo de hipotireoidismo congénito utilizado se mostrou muito eficiente, uma vez
que foi observado um aumento de 313% nos niveis de TSH e uma diminuicao de 86%

nos niveis de T4 no soro de ratos neonatos cujas maes foram tratadas com MMI-0,02%.

Houve um aumento de cerca da 50% na fosforilagdo de ERK-2 e uma diminuic¢ao de
cerca de 50% na fosforilagio de p38™**™ em hipocampos de ratos neonatos com
hipotireoidismo congénito. Esta diferenca ndo foi observada em hemisférios cerebrais de

ratos neonatos hipotiroideos.

O imunocontetido da proteina de choque térmico (Hsp-70), e da subunidade catalitica das
proteinas fosfatases (PP1 e PP2A) nado foi alterado tanto em hipocampos quanto em

hemisférios cerebrais de ratos neonatos hipotiroideos.

Propomos que um mecanismo indireto, através da diminui¢do dos niveis de Tz e T4 e
conseqiiente aumento dos niveis de TSH e/ou TRH, seja o responsavel tanto pelo
MAPK
8

aumento na fosforilagdo de ERK-2 quanto pela diminui¢do na fosforilagdo de p3

em hipocampos de ratos neonatos hipotiroideos.
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