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Resumo:

Ao longo do desenvolvimento do cerebelo, diversos eventos celulares envolvendo o
tipo neuronal mais numeroso desse 6rgao, os neurdnios granulares, se sucedem amomentos
distintos da vida embrionaria e pds-natal precoce. Dentre esses eventos, destacam-se a
proliferacdo, migracdo e finalmente a diferenciacdo dessas células. Todas essas etapas sdo
dramaticamente afetadas em quadros de auséncia de hormonio tireoideano, sugerindo-se
assim um papel-chave desse hormdnio em regular esses eventos celulares. A despeito disso,
poucas sdo as evidéncias favorecedoras de um mecanismo direto de agdo hormonal sobre o
desenvolvimento dessas células, postulando-se assim que mecanismos indiretos possam ter
destaque. Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da glia em modular os
efeitos desse hormdnio sobre as trés diferentes etapas do desenvolvimento cerebelar
descritas. Utilizando-se abordagens de culturas de células dissociadas, verificamos que
astrocitos cerebelares tratados com o hormdnio secretam o fator de crescimento epidermal,
0 qual por meio da ativacdo da via de proteina cinase A promove a proliferacdo celular
(Anexo 1). O mesmo fator solivel esta envolvido também em uma promogéao da migragédo
dos neurbnios granulares e na radializacdo da glia de Bergmann, como pdde ser
comprovado in vitro por ensaios com cultivo de explantes e, in vivo, atraves de ensaios de
injecdo de fatores. Na promocao da migracdo celular, a via de sinaliza¢do envolvida é a de
proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK). Finalmente, o0 mesmo fator secretado por
astrocitos cerebelares tem efeito autdcrino sobre essas células e promove a secrecdo de
proteinas de matriz extracelular, as quais promovem a diferenciacdo das células granulares
por estimulo a sua neuritogénese (Anexo 2). Nossos achados reforcam as evidéncias
favoraveis a uma acdo indireta dos hormdnios tireocideanos sobre o desenvolvimento
cerebelar e evidenciam novas fun¢des da glia nesse érgéo.
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Abstract:

During cerebelar development, several cellular processes involving the most
numerous cell type of this organ, the granular neurons, take place at distinct moments of
embrionary and early post-natal life. Among these processes, the most important are
cellular proliferation, migration and finally differentiation. All these steps are dramatically
affected on hypothyroid states, which suggests that this hormone has a key role in
regulating these cellular processes. In spite of this, there are few evidences favoring a direct
mechanism of action of this hormone on the development of these cells, and therefore, an
indirect action hypothesis is postulated. The main objective of this work was to investigate
the role of glia in modulating the effects of this hormone at the tree different steps
described of cerebelar development. By using dissociated cell cultures, we verified that
cerebellar astrocytes treated by thyroid hormone secrete the epidermal growth factor, which
promotes cellular proliferation by activating the A kinase pathway. The same soluble factor
is also involved on a promotion of granular neuronal migration and Bergmann glia
radialization, as could be seen in vitro by explant and in vivo, by growth factors injection
assays. On the cellular migration activation, the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
is the signaling pathway involved. Finally, the same factor secreted by astrocytes has an
autocrine effect over these cells and promotes the secretion of extracelullar matrix proteins,
which promote granular cell differentiation by stimulating neuritogenesis. Our findings
reinforce the evidences in favor of an indirect action of thyroid hormones on cerebellar
development and demonstrate new functions of the glia on this organ.
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1 Introducao: O Cerebelo.

O Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ composto por uma série de estruturas dotadas de
notédveis caracteristicas morfologicas e funcionais. O cerebelo ¢ o foco central dessa tese por
ser uma das estruturas mais afetadas em quadros de hipotireoidismo (Takahashi et al., 2008;
Koibuchi et al., 2003). Nosso trabalho constitui-se em apenas uma das muitas vertentes de
estudo desse 6rgdo, que recentemente se mostrou ter fungdes muito além das que lhe foram
inicialmente atribuidas, tendo hoje papel sabidamente importante em atividades relacionadas a
inteligéncia, cognicdo, aprendizado e memoria, além de ser sede de doencgas prevalentes como
o meduloblastoma (Scelfo et al., 2008; Pritchard & Olson, 2008; Ben-Ychudah et al., 2007,

Morales & Hatten, 20006).

1.1 Anatomia, histologia, fisiologia e embriologia cerebelares:

1.1.1 Anatomia;

Localizado no interior da caixa craniana, e repousando no assoalho da sua fossa posterior,
o cerebelo ¢ um 6rgdo interposto entre o tronco cerebral e os lobos occipitais do cérebro,
estando separado dessas estruturas respectivamente pela tenda do cerebelo e pelo quarto
ventriculo (Figura 1). Seu peso aproximado ¢ de 140g e a propor¢do de seu tamanho,
comparado com o cérebro ¢ de aproximadamente 1:8 no adulto e 1:20 na crianga.
Anatomicamente ¢ dividido em dois hemisférios e uma por¢do impar mediana denominada
vérmis. Sua superficie, denominada coértex, apresenta sulcos pronunciados, denominados

fissuras, as quais delimitam os lobos desse 6rgao. Cada lobo serd finalmente subdividido por



sulcos menos pronunciados que determinam que o aspecto final da sua superficie seja
constituido por numerosas cristas paralelas denominadas folhas cerebelares (Gray & Goss
1988). Pela andlise de sua estrutura interna, verificamos que o cerebelo possui uma camada
externa de substancia cinzenta (o coértex) e uma massa interna de substincia branca, o corpo
medular do cerebelo, na qual se encontram alojados os seus quatro nucleos: denteado,
emboliforme, fastigial e globoso, que correspondem a grupamentos celulares de fundamental
importancia para a fisiologia do 6rgdo. A substincia branca consiste em fibras proprias e
fibras de projecdo que passam através de estruturas que conectam o cerebelo ao restante do
sistema nervoso central (SNC), os pedunculos cerebelares superior, médio e inferior, que

apresentam conexdes diretas com mesencéfalo, ponte e bulbo, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: Anatomia do cerebelo. O cerebelo ¢ reproduzido de forma tridimensional,
evidenciando suas folhas, fissuras e a sua localizagdo posterior ao tronco cerebral. Os nicleos
cerebelares sdo estruturas compostas por substancia cinzenta que se localizam em
grupamentos no interior da substancia branca. Adaptado de Schiincke et al., 2007.



A complexidade da foliagdo do cerebelo varia entre as espécies, sendo esse Orgao
composto por dez lobos em humanos e no rato (Corrales et al., 2006). Os lobos recebem
denominagdes distintas nos hemisférios e no vérmis e a cada lobo no vérmis correspondem
dois nos hemisférios. Essas denominagdes sdo comumente substituidas por numeragdes em
trabalhos cientificos. Além da divisdo anatomica, o cerebelo pode ser submetido a uma
divisdo ontogenética ou a uma divisdo filogenética, a qual corresponde uma divisao funcional.
Ambas divisdes consistem-se em conjuntos de lobulos originando os lobos (Figura 2). A
classificagdo ontogenética separa os conjuntos especificos de lobulos de acordo com o seu
desenvolvimento, e sendo assim, esse 6rgao seria dividido nos lobos floculo-nodular e o corpo
do cerebelo, divididos entre si pela fissura postero-lateral (a primeira a surgir). O corpo do
cerebelo seria posteriormente dividido pela fissura prima em lobos anterior e posterior. A

divisdo filogenética sera melhor abordada no capitulo relacionado a fisiologia do 6rgao.
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Figura 2: Lobos e lobulos do cerebelo. De uma forma didatica, a forma tridimensional do
cerebelo pode de ser esquematizada em um plano unico (A). O cerebelo ¢ composto por uma
série de lobulos e conjuntos especificos desses sdo agrupados em lobos, havendo assim 3
grandes lobos divididos pelas fissuras postero-lateral e prima. Adaptado de Ghez, 2003.

1.1.2 Histologia:

A organizagdo do cortex cerebelar em mamiferos e aves adultos segue um padrdo
celular bastante ordenado, que determina a formag¢do de 3 camadas celulares: camada
molecular, camada de células de Purkinje e camada granular interna (do inglés, Internal
Granular Layer, 1GL), nesta ordem, da superficie externa para a interna (Figura 3). A
camada molecular ¢ caracterizada por baixa densidade celular e alta densidade sinaptica, e
nela encontramos basicamente interneurdnios, compostos pelas células estreladas e células em
cesto, além de axdnios desses tipos celulares. Além disso, para essa camada projetam-se os
axonios das células granulares, os quais assumem a posi¢cdo de fibras paralelas, correndo ao
longo do eixo da folha cerebelar, e que realizam sinapses com os dendritos das células de
Purkinje. Na camada de células de Purkinje, além de interneuronios especificos, as células em
candelabro, destacam-se os grandes corpos celulares dos neuronios de Purkinje, os quais se
dispdem lado a lado em direcdo vertical. A partir da sua porcdo superior, seus dendritos
estendem-se para a camada molecular formando amplas arboriza¢des. Da sua porcao inferior,
encontramos seus axonios, os quais se dirigem para os nucleos cerebelares e sdo os unicos
axonios de neurdnios corticais do cerebelo que se entendem para além do cortex cerebelar. Ja
na camada granular interna, encontram-se os numerosos neurdnios granulares, os quais sao
células esféricas, providas de curtos dendritos e que se constituem no grupamento de
neurdnios mais numeroso do cerebelo (Ghez, 2003). Nessa camada, ha também dois subtipos

de neuronios: as células de Lugaro e de Golgi.



Além dos neurdnios, o cerebelo ¢ caracterizado também pela presenca de células
astrogliais, subdivididas nos astrocitos e na glia de Bergmann. Os astrdcitos estdo presentes na
substancia branca (astrocitos do tipo fibroso) e na camada granular interna
(predominantemente astrocitos do tipo protoplasmatico), tendo importante fun¢do de fontes
troficas para os neuronios granulares. A glia de Bergmann constitui-se em um subtipo de
célula glial de morfologia unipolar cujos corpos celulares estdo localizados ao redor dos
neuronios de Purkinje e cujos prolongamentos extendem-se até a superficie pial, tendo fungao
primordial em eventos migratérios, como serd melhor abordado adiante (Yamada &
Watanabe, 2002; Morte et al., 2004; Manzano et al., 2007).

As aferéncias para o cortex cerebelar constituem-se em dois tipos de fibras: As fibras
trepadeiras que se originam dos nucleos olivares inferiores e estabelecem sinapses diretas com
os dendritos dos neurdnios de Purkinje, formando as espiculas dendriticas, no compartimento
dendritico proximal da camada molecular e as fibras musgosas, uma popula¢do de axonios
que surge de diversos nucleos da medula espinhal, do tronco cerebral e dos nucleos
cerebelares profundos, e que atingem primariamente as células granulares na IGL, as quais,
por sua vez, emitem seus axonios que compdem as fibras paralelas, que fazem sinapse com
diversos dendritos dos neurdnios de Purkinje e com os dendritos dos interneurdnios inibitdrios
do cerebelo, na camada molecular.

O padrao celular descrito acima ¢ repetido ao longo de todo o cortex cerebelar, a
excecdo da densidade de células unipolares em escova, que sdo mais numerosas nos lobulos

ventrais do que dorsais (Mugnaini & Floris, 1994).
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Figura 3: Histologia do cortex cerebelar do adulto. Nesse estagio da vida, o cortex cerebelar
¢ composto por 3 camadas: a camada molecular, a camada de células de Purkinje e a camada
granular. Notar a arborizacdo exuberante dos dendritos de Purkinje. Os axonios dessas células
comunicam-se com os nucleos cerebelares. Adaptado de Ghez, 2003.

1.1.3 Fisiologia:

Embora o cerebelo represente apenas 10% do volume cerebral total, ele contém mais
da metade dos neurdnios cerebrais. Fisiologicamente, sua estrutura neuronal estd envolvida
tradicionalmente em processos de regulacio do movimento e da postura. Tal regulacdo ¢
cumprida a partir de ajustes nos impulsos eferentes dos principais sistemas motores
descendentes do cérebro. Desta forma, o cerebelo recebe informagdes a respeito de planos de
movimento de estruturas envolvidas com a programagdo e a execucdo do movimento
(exemplo: cortex motor e pré-motor) € ao mesmo tempo recebe informagdes a respeito da
“performance” motora a partir do “feedback” que surge da periferia durante o movimento.
Assim, através da comparagdo entre essas informagdes (intencdo x movimento efetivo), o

cerebelo realiza os ajustes necessarios no movimento realizado (Ghez, 2003).



Individuos com lesdes cerebelares ja& na idade adulta possuem alteracdes na
coordenacdo dos membros, na movimentagdo ocular, no equilibrio e diminui¢do no tonus
muscular (Ferrarin et al., 2005).

Tais fungdes desempenhadas pelo cerebelo s6 sdo possiveis a partir da estrutura dos
circuitos internos do cerebelo (Figura 4): O circuito primario ¢ composto por uma alga
formada pelos impulsos aferentes (vindos do restante do SNC pelas fibras musgosas e
trepadeiras) em conexdo direta com os nucleos cerebelares profundos, que em resposta a esses
enviam sinais para areas motoras do SNC. Esse circuito primario ¢ modulado pelo cortex
cerebelar, o qual recebe os mesmos impulsos das fibras aferentes, via sinapses com as células
granulares ou diretamente com os neuronios de Purkinje, os quais enviam resposta inibitoria
para os nucleos profundos do cerebelo. A partir dos nucleos profundos do cerebelo, saem as
fibras eferentes para diversas estruturas do SNC (Cholley et al., 1989; Teune et al., 2000)

Conforme citado previamente, o cerebelo pode ser dividido no que diz respeito as suas
caracteristicas funcionais. Desta forma, o lobo fléculo-nodular corresponde funcionalmente a
porc¢ao do 6rgdo que apresenta conexdes com o sistema vestibular, tendo papel em fungdes de
equilibrio e posi¢do do animal, e ¢ denominado arquicerebelo. O lobo anterior, juntamente
com dois lobulos presentes no lobo posterior, a piramide e a uvula, correspondem ao
paleocerebelo, que possui conexdes predominantemente com a medula espinhal, tendo fungao
predominantemente na regulacdo do tonus muscular e postura. O restante do orgdo ¢
denominado neocerebelo, que se relaciona com o controle de movimentos finos e tem

conexdes com o cortex cerebral.
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Figura 4: Os circuitos do cerebelo. A fisiologia cerebelar é resumidamente esquematizada
por dois circuitos internos: o circuito primario (1) é constituido por uma al¢a formada pelos
impulsos aferentes se comunicando diretamente com os nucleos cerebelares, os quais por sua
vez retornam os sinais através das suas vias eferentes. O circuito secundario (2) envolve a
modulagdo dos impulsos aferentes pelos interneurdnios excitatdrios e inibitdrios e pelos
neurdnios de Purkinje. Adaptado de Ghez, 2003.

1.1.4 Morfogénese cerebelar:

1.1.4.1 O primérdio cerebelar:

A complexa estrutura cerebelar desenvolve-se no embrido a partir do tubo neural, do
terco mais caudal do mesencéfalo (que origina as por¢des mais craniais do vérmis cerebelar) e
dos dois tercos mais craniais do rombencéfalo (rhl — que origina as por¢des mais mediais dos
hemisférios cerebelares e rh2 — que origina as por¢des mais laterais dos hemisférios
cerebelares), em uma zona de transicdo denominada “constric¢do istmica”. O neuroepitélio
ventricular origina diretamente os interneurdnios, os neurdnios nucleares e de Purkinje, sendo
esses dois ultimos tipos os mais precocemente formados (em cerca de 11 dias embrionarios no

camundongo). Parte desses tipos celulares, em especial os interneurénios da camada



molecular, deixam o neuroepitélio ventricular ainda como neuroblastos e seguem os seus
programas de diferenciagdo ainda durante a sua migragdo para o cortex, em um processo
denominado divisdo intersticial (Sotelo 2004) e localizam-se abaixo da EGL primitiva. A
localizagdo adequada desses tipos celulares requer a expressdo de alguns sinais de
posicionamento celular como a reelina, molécula expressa na margem interna da EGL

necessaria para o alinhamento das células de Purkinje pds-migratorias (Miyata et al., 1997).

1.1.4.2 A proliferacdao na camada granular externa:

Ao contrario das demais regides do SNC, onde a maior parte da proliferagdo neuronal
ocorre no neuroepitélio primitivo ventricular, para a formag¢ao do cerebelo, grande parte dos
precursores neuronais migra precocemente a partir de uma estrutura denominada labio
rdmbico, na parte livre do rombencéfalo por um trajeto tangencial e cobre, com cerca de 15
dias embrionarios em roedores, toda a superficie do primérdio cerebelar, formando um centro
secundario de neurogénese denominado camada granular externa (EGL — do inglés, “External
Granular Layer”, Figura 5A), localizado em uma por¢do mais periférica do tubo neural, onde
ocorre intensa proliferacdo neuroblastica. Essa migracdo tangencial ¢ caracterizada pelo uso
pelas células em migragdo, de eixos dos proprios neurdnios vizinhos, sendo denominada
migragdo neuronofilica, em contraposicdo a migragdo gliofilica envolvendo a glia radial que
descreveremos adiante. Ao contrario da proliferagdo no neuroepitélio ventricular, a
proliferacdo que ocorre na EGL ¢ majoritariamente neonatal, e resulta na formagao de células
granulares pos-mitoticas que se localizam na regido mais interna da EGL (também

denominada camada granular interna pré-migratoria).

1.1.4.3 A migragao granular tangencial — A glia de Bergmann como principal auxiliar:
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A partir da EGL, esses precursores migram com o auxilio de células ndo neuronais
diferenciadas denominadas glia de Bergmann (Figura 5B), entre o 3° € 0 30° dia pos-natal em
roedores, para uma regido mais interna, atravessando a camada molecular, dando entdo
origem a IGL do adulto (Figura 5A). Esse processo culmina aproximadamente no 21° dia p6s
natal no desaparecimento da EGL (Altman & Bayer, 1985). Para o inicio da migra¢do, cada
neurdnio granular estende um prolongamento protoplasmatico composto por um cone de
crescimento, o qual se dirige a substancia branca em um trajeto vertical, e o niicleo celular
segue o trajeto do cone de crescimento uma vez que esse ultimo alcance a camada molecular.
A combinagdo desses processos resulta na migracdo desse tipo celular, com o nucleo
apresentando movimento saltatorio e assincronico em relagdo ao movimento continuo do cone
de crescimento (Hatten et al., 1984). Durante essa migra¢do, os axOnios dos neuronios
granulares estabelecem-se na camada molecular, originando as fibras paralelas. Esses eventos
sdo acompanhados pela diferenciacdo progressiva das células de Purkinje, processo esse que
se inicia com o aparecimento das extensdes peri-somaticas e pela formacdo de uma rede de
fibras trepadeiras ao redor do corpo dos neurdnios de Purkinje. Apds isso, ha formacdo dos
neuritos apicais dessas células, e esses se ramificam formando uma rede de dendritos na
camada molecular (Neveu & Arenas, 1996). Durante o processo migratorio ha, portanto,
intimo contato entre o neurdnio e a glia de Bergmann, e diversos ligantes foram
caracterizados como participantes dessa interacdo, incluindo astrotactina, neuregulina e B1-
integrina (Anton et al., 1996; Edmondson et al., 1988; Fishell & Hatten, 1991; Fishman &
Hatten, 1993). A astrotactina ¢ uma proteina expressa amplamente em regides do SNC onde
ha grande migracao neuronal. O bloqueio na sua expressdo provoca diminuicdo importante na
capacidade dos neurdnios granulares em se aderirem a glia, o que, por sua vez, provoca

apoptose de células granulares e desenvolvimento precario das células de Purkinje (Adams et
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al., 2002). De forma semelhante, o bloqueio de integrinas ¢ capaz de inibir a migracdo de
neurdnios em sistemas especificos (Fishman & Hatten, 1993), e depositos de laminina foram
detectados ao longo das fibras da glia de Bergmann durante o periodo migratorio (Liesi &
Risteli, 1989). Os gangliosideos sdo glicoesfingolipideos contendo acido sialico que se
constituem em um importante grupo de moléculas portadoras de carboidratos, sendo
ricamente presentes em superficies externas de membranas. Durante a migragdo dos
neuronios granulares ha expressdo por ambos os tipos celulares desse gangliosideo e o
2004). Durante a migracdo granular, os neuroblastos expressam neuregulina e a glia de
Bergmann seu receptor, erbB4, e o bloqueio desses receptores leva a um bloqueio da
migracdo celular (Rio et al, 1997). A migragdo granular torna-se bastante prejudicada
também na delecdo condicional do receptor da proteina solivel Notch, Jagged 1,
evidenciando mais um exemplo da pluralidade de moléculas que orquestram o fendmeno
migratorio granular no cerebelo (Weller et al., 2006). A EGL ¢, portanto, uma estrutura
dedicada exclusivamente a geracdo de neurdnios granulares, como evidenciado por estudos
que usaram a metodologia de embrides quiméricos (Alvarez Otero et al., 1993).

Ha clara interdependéncia dos diferentes subtipos celulares para a ocorréncia normal
dos processos descritos. Mutantes nos quais foram produzidas perturbagdes na localizagao
(reeler) ou no numero (staggerer) de células de Purkinje sdo caracterizados por diminui¢cdes
intensas na populacdo de neurdnios granulares e na sua taxa de proliferacdo. Aparentemente,
esse controle da proliferacdo granular pelas células de Purkinje é, ao menos parcialmente,
explicado pela secrecdo de fatores soluveis como a molécula Sonic Hedgehog (Shh) por essas
células. Shh tem efeito mitdgeno marcante sobre as células granulares e o uso de anticorpos

neutralizantes de Shh nessa fase promove diminuicdo importante na proliferacdo das células
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da EGL, enquanto que a adi¢do de Shh exdgeno resulta em proliferagdo prolongada da EGL
(Dahmane & Ruiz-i-Altaba, 1999). Da mesma forma, o pleno desenvolvimento dos neuronios
de Purkinje, em especial da sua rede dendritica na camada molecular, depende da formagao
adequada dos neurdnios granulares, como se depreende da observacdo de animais onde a
populagdo de neurdOnios granulares ¢ severamente depletada (Crepel et al, 1980). Mais
recentemente, foram identificados fatores soliiveis secretados por neurénios granulares, como
Wnt-7a, com papel comprovado na maturacao de fibras neurais da camada molecular (Hall et
al., 2000; Morales & Hatten, 2006).

No processo de diferenciagdo das células granulares, a expressdo de moléculas de
matriz extracelular tem papel regulatério. Na por¢do mais proliferativa da EGL (subcamada
mais externa), hd maior expressdo de laminina e seus receptores, e neurOnios granulares
cultivados em laminina respondem mais intensamente a proliferacdo induzida por Shh. Na
porcdo pré-migratoria (subcamada mais interna), por sua vez, hd maior expressdo de
vitronectina e seus receptores e neurdnios granulares cultivados em vitronectina respondem a
Shh com diferenciagdo celular (Pons et al., 2001).

As diferentes taxas de proliferacdo celulares nas camadas cerebelares resultam na
formagdo das folhas cerebelares, de forma que hd uma correlacdo temporal entre a expansao
da EGL e o aumento no numero de fissuras cerebelares. Da mesma forma, o nivel de
expressao de moléculas relacionadas a proliferacdo de neurdnios granulares, como as
envolvidas na via de sinalizacdo de Shh, estd diretamente relacionado ao grau de foliagdo no
cerebelo. A formagdo das fissuras ¢ um processo ordenado e, aparentemente, geneticamente
programado (Corrales et al., 2006). O processo de foliacdo se completa em até 3 semanas no

rato.
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Uma atengdo especial deve ser dada as células que guiam a migragdo dos diferentes
tipos neuronais ao longo do desenvolvimento cerebelar: A glia de Bergmann ¢ um tipo
especializado de glia cerebelar que prové um arcabougo para a migragdo e posicionamento
espacial para neurdnios cerebelares em desenvolvimento. Células com esta funcdo especifica
sdo encontradas durante o desenvolvimento em diversas estruturas do SNC e sdo conhecidas
coletivamente por glia radial. Descritas inicialmente como envolvidas na migra¢ao neuronal e
geracdo de astrocitos, sabe-se hoje que as células de glia radial s3o os principais precursores
neuronais do cortex cerebral (Noctor et al., 2002; Malatesta et al., 2000). Nos mamiferos, a
grande maioria das células da glia radial desaparece, permanecendo apenas alguns vestigios
em algumas dareas especificas onde elas adaptam-se as necessidades locais e condi¢des
espaciais, como ¢ o caso da glia de Bergmann no cerebelo. Nesse caso especifico, essas
células tornam-se astrocitos unipolares e t€ém localizagdo de seus corpos celulares ao redor dos
corpos das células de Purkinje (Yamada & Watanabe, 2002), estendendo prolongamentos
celulares — fibras de Bergmann, que atravessam a camada molecular e terminam na superficie
pial. Essas células no adulto expressam as proteinas de filamento intermediario GFAP (do
inglés — Glial Fibrillary Acidic Protein — Proteina Acidica Fibrilar Glial) e vimentina
(Bignami & Dahl, 1973; Schnitzer et al., 1981; Boloventa et al., 1984). Outro importante
marcador celular ¢ o transportador de glutamato GLAST (Transportador Glial de L-
glutamato/L-aspartato, do inglés, L-Glutamate/L-Aspartate Glial Transporter), que ¢€
seletivamente expresso por todas as células da glia radial durante o desenvolvimento (Shibata
et al., 1996 e 1997) e tem expressao reduzida nos astrocitos em geral, porém aumentada nas
células da glia de Bergmann do adulto, servindo, portanto, como uma ferramenta para
identificacdo desse tipo celular no animal adulto (Yamada et al., 2000). Durante a migragao

neuronal, o filamento vertical da célula granular estabelece intimo contato com a fibra vertical
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da glia de Bergmann, e para isso, a combina¢do entre moléculas desses dois tipos celulares ¢
fundamental. A glia radial expressa durante a migra¢do dos neurdnios granulares diversos
marcadores como RCI1, RC2, nestina e BLBP (proteina ligadora de lipideo cerebral, do inglés,
Brain Lipid Binding Protein). Uma vez cessada a migra¢cdo granular, hd desaparecimento da
expressao de nestina, por exemplo. As células migratorias parecem influenciar a diferenciagao
da glia radial: a glia de Bergmann madura pode transformar-se em glia que expressa nestina
na presenca de enxertos de neurdnios embriondrios (Soriano et al., 1997). Essa modulagdo do
fenotipo glial pode, ao menos parcialmente, ser explicada pela expressdao de moléculas como a
neuregulina pelas células granulares em migracdo. A ativagdo de receptores de neuregulina na
glia de Bergmann induz o seu fendtipo caracteristico (Rio et al.,, 1997). No processo de
migragdo sdo também importantes as moléculas de adesdo celular, e anticorpos bloqueadores
contra diversas dessas moléculas, tais como N-CAM e L1/Ng-CAM provocaram supressdes

parciais na migra¢ao de neuronios granulares (Lindner et al., 1983).
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Figura 5: A morfogénese cerebelar em roedores: o desenvolvimento do cerebelo inicia-
se a partir do metencéfalo (A) e ¢ marcado pela migragdo precoce dos precursores
granulares para um centro secundario de neurogénese denominado camada granular
externa (EGL). Nessa camada, os precursores proliferam e posteriormente migram para
a camada granular interna (IGL). A migracdo dos precursores neuronais (seta preta) se
da utilizando-se as fibras da glia radial (seta branca) como trilhos (B). EGL: camada
granular externa; M: camada molecular; P: camada de neurdnios de Purkinje; IGL:
camada granular interna; I: Substancia branca; V: zona ventricular; A: Modificado de
Gilbert, 2000; B: Modificado de Anton et al., 1997.
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1.2 O desenvolvimento cerebelar e o hormonio da tiredide:

1.2.1 O hormdnio da tiredide x desenvolvimento cerebelar:

Conforme descrito no inicio deste trabalho, todas as etapas do
desenvolvimento cerebelar sdo claramente dependentes do hormonio da tiredide
(Koibuchi et al., 2003). Essa conclusdo pode ser obtida a partir dos trabalhos de analise
de animais hipotiredideos, onde se verifica diversos déficits no desenvolvimento desse
6rgdo (Takahashi et al, 2008). No hipotireoidismo, grande parte das etapas do
desenvolvimento cerebelar aparentam estar retardadas e ineficazes. Dentre os trabalhos
envolvendo hipotireoidismo e cerebelo, podemos destacar alguns:

Lauder e colaboradores (Lauder et al., 1974) caracterizaram bem o processo de
prolongamento no tempo de permanéncia da EGL e retardo no crescimento cortical nos
animais hipotiredideos congénitos. Tais alteragdes traduzem-se em um retardo na
maximizacdo da razdo entre as areas cortical e subcortical, bem como um retardo no
processo de foliagdo, o que resultou finalmente na formacdo de um numero maior de
fissuras as quais, porém, possuiam uma profundidade menor. Tais autores analisaram
também os mesmos pardmetros no hipertireoidismo congénito, tendo descrito um
desaparecimento prematuro da EGL nesses animais, bem como um crescimento cortical
reduzido e uma maximiza¢do precoce da razdo entre as areas corticais e subcorticais.
Isso resultou em uma interrup¢do precoce do processo de foliagdo € em um nimero
reduzido de fissuras as quais, porém, tinham profundidade normal. Esses dados foram
recentemente comprovados utilizando-se técnicas mais elaboradas de analise (Takahashi

et al., 2008).



17

Nicholson e Altman (Nicholson & Altman, 1972) descreveram uma reducido no
tamanho e um aumento na densidade dos corpos celulares nos neuronios cerebelares em
animais hipotiredideos, o que ¢ assumido como sindnimo de desenvolvimento retardado
dessas células.

Pesetsky (Pesetsky, 1973) revé em seu trabalho de 1973 importantes alteragdes
no cerebelo de animais hipotiredideos, notadamente um “déficit” no desenvolvimento
de células de Purkinje e na sua sinaptogénese. Além disso, ele é pioneiro em atentar
para deficiéncias na neuroglia: astrécitos na IGL e na substancia branca apresentando
pobreza relativa nos processos radiais, caracteristica essa que se manteve mesmo em
periodos tardios da vida animal. Por outro lado, a aparéncia das células da glia de
Bergmann ndo estava alterada. Na mesma linha, Clos e Legrand (1973) descreveram
uma reducdo na area total das camadas granular interna e de Purkinje, associada a um
aumento na densidade das células dessas camadas.

Associada as deficiéncias morfologicas observadas no cerebelo hipotiredideo,
essa estrutura apresenta elevada morte celular, em parte explicada pelo aumento na
expressdo do gene pro-apoptdtico Bax e uma regulacdo suprimida de genes anti-
apoptoticos, como Bcl-2 e Bel-xL (Singh et al., 2003).

Da mesma forma que a auséncia do hormdnio provoca severos déficits no
desenvolvimento celular, o tratamento hormonal estd associado a dramaticas mudancas
no perfil celular, com reestabelecimento da migra¢do granular em poucos dias do inicio
do tratamento (Takahashi et al., 2008). O hormdnio ¢ capaz também de promover
arborizacdo de neurdnios de Purkinje em um mecanismo possivelmente direto de agdo

hormonal (Heuer & Mason 1993).
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1.2.2 Mecanismos moleculares da acdo hormonal:

A glandula tiredide tem como principais produtos de sua secrecao a tiroxina (T4)
e a 3,5,3 -triiodo-L-tironina (T3), em uma propor¢do de aproximadamente 80% do
primeiro. O T4 pode ser entendido como pro-hormonio de baixa afinidade aos
receptores do horménio e com maior meia-vida plasmatica. E convertido nos tecidos
periféricos em T3 através da reacdo de desiodacdo em seu residuo 5°. Essa reagdo ¢
catalizada por enzimas denominadas desiodases, que se dividlem em subtipos com
propriedades enzimaticas e afinidades distintas. As desiodases D1 e D2 convertem T4
em T3, enquanto a desiodase D3 cataliza a remog¢ao dos residuos de iodo na posigdo 5,
ou anel interno, levando a formagao do T3 reverso (rT3), com afinidade desprezivel aos
receptores de hormonio tireoideano (HT). A agdo das desiodases pode ser entendida
como uma forma de regulacdo da atividade e niveis hormonais e esta alterada em
condi¢des de deficiéncia de HTs. Outras formas de regulagdo da atividade hormonal
incluem a propria regulagdo do eixo hipotalamo-hipofisario por sistema de feedback e a
regulacdo negativa da expressdo dos receptores de HT, que envolve mecanismos

transcricionais e pos-transcricionais (Chen et al., 2003; Flamant et al., 2007).

O horménio da tiredide atua primariamente nos tecidos através de sua acdo sobre
os seus receptores nucleares (TR), os quais sdo representantes da superfamilia dos
receptores nucleares. As diferentes isoformas de TRs sdo produtos de transcrigdes
distintas dos genes THRA e THRB, os quais sio homologos celulares do oncogene v-
erb A. Esses genes originam as isoformas TRal, 2 e 3, TRB1, 2 e 3, TRAa 1 e 2 ¢
TRAP3, das quais TRa2 e 3 e TRAa 1 e 2 ndo tém capacidade de ligacdo aos HTs ndo

sendo consideradas como TRs propriamente ditos (Casas et al., 2006). A forma TRf32
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aparentemente encontra-se localizada especificamente na pituitaria, coclea e cérebro.
TRal e TRP1 sdo amplamente distribuidos. TRAB3 possui capacidade de ligacdo ao HT
mas nao possui dominio de ligacdo ao DNA, possuindo papel de potente antagonista in

vitro. TRB3 e TRAB3 s6 foram até o momento, isolados em ratos (Flamant et al., 2006).

Os TRs possuem em comum, além de um sitio de ligacdo ao hormonio, um outro
sitio de ligag¢do a seqiiéncias especificas do DNA denominadas elementos de resposta ao
hormonio da tiredide (do inglés — “thyroid hormone response element” — TRE). Esses
sitios sdo, em geral, seqiiéncias contidas em regides promotoras de genes. A ligacdo dos
TRs aos TREs ocorre independentemente da presenga do hormonio. De uma forma
geral, a ligagdo do hormdnio ao TR leva a ativagdo ou repressdo génica através da

modulag¢ao dos TREs (Basset et al., 20006).

A construgdo de animais com mutagdes especificas em TRs distintos revelou
importantes informagdes a respeito do papel especifico de cada uma dessas isoformas.
Previamente a esses trabalhos, assumia-se que a delecdo no receptor deveria levar a
conseqiiéncias similares as da auséncia do hormdnio. Essa suposi¢cdo s6 se comprovou
em algumas estruturas especificas do SNC como a retina e a coclea, enquanto que, para
a maior parte do SNC, o fenétipo dos animais nocaute (KO) para os TRs ¢ muito mais
brando do que o encontrado no hipotireoidismo (Bernal et al., 2007). Nesse contexto, a
delecdo de TRal ndo provocou alteragdes no desenvolvimento cerebelar, a despeito
desse ser o receptor responsavel pelo controle da migragcdo granular. A explicagdo para
esses achados estd na hipotese de uma acdo de repressdo negativa independente de
ligante exercida por TRal (Morte et al., 2002). De fato, essa hipdtese pdde ser melhor
explorada com a constru¢do de mutantes dominantes negativos de TRs. O mutante

dominante negativo para TRPB1 apresentou diversas caracteristicas da morfologia
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cerebelar semelhantes as dos animais hipotiredideos, tais como grande deficiéncia na
diferenciacdo de neurdnios de Purkinje (Bernal et al, 2007). Em um trabalho de outro
grupo, um mutante dominante negativo, sem capacidade de ligacdo de HTs, para TR
apresentou diminui¢des importantes na sua massa total cerebelar, e no tamanho das
camadas de células de Purkinje e molecular. Verificou-se também uma reducdo
importante na arboriza¢do e quantidade dos neurdnios de Purkinje (Hashimoto et al.,
2001).

Diferentes tipos de TRs foram encontrados no cerebelo de animais em
desenvolvimento. Sendo assim, TR foi descrito como sendo primariamente expresso
por células granulares e TR por células de Purkinje (Bradley et al., 1992; Strait et al.,
1991). Recentemente, no entanto, Heuer ¢ Mason demonstraram que a arborizacdo das
células de Purkinje ¢ dramaticamente alterada em auséncia de TRa funcional nessas
células (Heuer & Mason, 2003).

Embora seja bem descrita a expressao de TRs no cerebelo e a agcdo direta de T3
sobre os tipos celulares, diversas evidéncias sugerem a ac¢do indireta do hormonio
promovendo o desenvolvimento das células cerebelares. Essa hipotese ¢ reforcada pela
observacdo de que embora T3 influencie diversos eventos do desenvolvimento
cerebelar, poucos sdo os genes regulados diretamente pelo hormonio. Além disso, sabe-
se que o desenvolvimento do SNC ¢ modulado por diversos fatores neurotroficos, tais
como BNDF (Fator neurotrofico derivado de cérebro), NT3 (Neurotrofina 3), NT4/5
(Neurotrofina 4/5) os quais atuam em suas células-alvo através de receptores tirosina-
cinase. Essas neurotrofinas possuem importantes papéis em fendOmenos como
diferenciacdo, sinaptogénese, crescimento axonal e dentritico. A relagdo entre expressao
de neurotrofinas e sua regulacdo por T3 foi descrita por Figueiredo e colaboradores

(Figueiredo et al., 1993). Esses autores sugeriram que pelo menos em parte, a acdo de
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T3 sobre o desenvolvimento do SNC poderia ser mediada por fatores intermediarios
como as neurotrofinas. No hipotireoidismo cerebelar ha altera¢des seletivas no padrio
de expressdao de neurotrofinas e de seus receptores: no cerebelo, Neveu e Arenas (Neveu
& Arenas, 1996) verificaram uma diminuicdo na expressio de BDNF (do inglés —
“Brain-derived neurotrophic factor”, fator de crescimento neurotrofico derivado de
cérebro) e NT3 (do inglés — “Neurotrophin 3”, neurotrofina 3) porém sem diminui¢do
na expressao de seus receptores. A administragdo de BDNF aumentou a sobrevida dos
neurdnios na IGL e a de NT3, além de ter o mesmo efeito de BDNF sobre a sobrevida
neuronal, também promoveu a diferenciagdo de neurdnios na EGL e de células de
Purkinje. Por outro lado, outros trabalhos ndo evidenciaram efeitos significativos de
BDNF ou do bloqueio da via de sinalizacdo deste fator sobre crescimento dendritico de
células de Purkinje (Heuer & Mason, 2003).

Em conjunto, esses dados demonstram que apesar do hormonio da tiredide ter
papel relevante na morfogénese cerebelar, os mecanismos moleculares envolvidos

nesses eventos ainda ndo estdo completamente elucidados.

1.3 Os astrocitos e 0 hormonio da tireodide:

Os astrocitos sdo células ndo-neuronais do tipo glial constituintes do tecido
nervoso (Kimelberg, 2004). Suas fungdes especificas vém sendo a cada dia mais
ampliadas, a partir do conceito inicial de células meramente estruturais (Virchow, 1846)
até as fungdes de suporte a neurogénese (Lim & Alvarez-Buylla, 1999), fonte de fatores
troficos como FGF (Fator de crescimento de fibroblastos, do inglés, “Fibroblast Growth
Factor”), TGF (Fator de crescimento transformante, do inglés, “Transforming growth

factor” e EGF (Connor & Dragunow, 1998; Gomes et al, 1999; de Sampaio et
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al.,2002), auxilio na migracdo neuronal (Hatten, 2002) e formacgdo de sinapses (Néagler
et al., 2001; Pfrieger & Barres, 1997 ). A zona subventricular ¢ um exemplo de regido
do SNC onde a interacdo neurdnio-glia foi bem caracterizada: Os astrocitos dessa regido
fornecem suporte a proliferagdo de precursores neuronais e a sua posterior diferenciagcdo
em neuroblastos em um processo que envolve o contato direto célula-célula (Lim &
Alvarez-Buylla, 1999).

A modulacdo da morfogénese astrocitaria pelo hormoénio da tiredide foi
demonstrada previamente in vitro (Trentin et al, 1995; Trentin & Moura-Neto, 1995). O
tratamento de culturas astrocitarias com T3 produz alteracdes morfologicas em
astrocitos derivados de hemisfério cerebral de ratos neonatos. O mesmo tratamento
promove a proliferacdo de astrocitos cerebelares (Trentin et al., 1995). Esses efeitos sdo
reproduzidos, em periodo ainda mais curto de observacdo, por meio condicionado
(MCT3) por estes astrocitos tratados por T3 em uma nova cultura astrocitaria. Essa
observacdo final levanta a hipotese de que o efeito final de T3 sobre a glia, a0 menos
nos fendmenos descritos, parece ser indireto. Além desse fendmeno citado, demonstrou-
se que T3 ¢ capaz de modular outros aspectos da morfogénese astrocitaria como a
organizacdo da proteina de filamento intermediario, GFAP, e da proteina de matriz
extracelular, fibronectina (Trentin & Moura Neto, 1995). O hipotireoidismo esta
associado a uma deficiéncia no processo de maturacdo dos astrocitos cerebelares, os
quais apresentam expressdao prolongada de moléculas de citoesqueleto caracteristicas de
células imaturas, como vimentina (Manzano et al., 2007). Ainda nessa linha, foi
demonstrado que o hormonio da tiredide regula outra fungdo astrocitdria: a organizacao
e deposicdo extracelular de laminina (Farwell & Dubord-Tomasetti, 1999), uma
importante proteina de matriz extracelular do SNC, o que potencialmente influencia o

desenvolvimento desse sistema uma vez que a laminina tem papel-chave em fendmenos
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de migracdo neuronal, formacdo de sinapses e sobrevida celular (Reichardt &
Tomaselli, 1991). Nos ultimos anos, com o crescimento das atribui¢des dadas as células
astrocitarias no desenvolvimento do SNC, os astrocitos vém sendo apontados como
potenciais mediadores das agdes neuronais de T3.

O meio condicionado de astrdcitos cerebelares recém-natos possui poderoso
efeito mitogénico sobre progenitores neuronais embrionarios provenientes da mesma
estrutura (Gomes et al., 1999). Tal efeito mitogénico ¢ devido a presenca de fatores
soluveis como EGF (do inglés, Epidermal Growth Factor, Fator de crescimento
epidermal), TNFB (do inglés, Tumor Necrosis Factor [, Fator de necrose tumoral ) e
FGF (do inglés, Fibroblast Growth Factor Fator de crescimento de fibroblasto, Trentin
et al,, 2001). Em conjunto, esses dados sugerem que os astrdcitos sejam potenciais
mediadores das agdes de T3 no desenvolvimento cerebelar através da secrecdo de
fatores de crescimento.

Outros achados refor¢cam a hipotese de uma a¢do indireta de T3 mediada por
EGF sobre a proliferagdo cerebelar: a expressao do receptor para o fator de crescimento
epidermal (EGFR) estd bastante diminuida em animais hipotiredideos cuja proliferacdo
da EGL estd alterada. Da mesma forma, a expressdo desse receptor € maior em
neuronios pré-migratorios da EGL do cerebelo em desenvolvimento e diminui nos
neuronios pos-migratdrios da IGL (Carrasco et al., 2003). Esses dados em conjunto
podem sugerir que EGF e seus receptores estejam envolvidos na modulagdo da
proliferacdo e migracdo de precursores cerebelares da EGL por T3. Sendo os astrdcitos
uma fonte de EGF no cerebelo, acreditamos estar ai uma possivel explicacdo para um
mecanismo indireto de T3 sobre o desenvolvimento cerebelar, sugerindo-se uma agao

primaria do hormdnio sobre a glia.
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1.4 O Fator de crescimento epidermal (EGF):

O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) ¢ um polipeptideo da mesma familia
de TGFa (do inglés — “Transforming Growth Factor a” - fator de crescimento
transformante o), dos fatores de crescimento de Poxvirus e da Anfiregulina, tendo em
comum com esses a alta afinidade para o receptor de EGF (EGFR), e a estrutura
molecular. Seu receptor faz parte de uma familia de receptores tirosina-cinase que inclui
trés outros membros (erbB2/HER-2, erbB3/HER-3 e erbB4/HER-4), os quais
apresentam estrutura similar de proteina de membrana com um dominio de ligante
extracelular, uma regido transmembrana curta ¢ um dominio intracelular constituido por
uma tirosina-cinase que ¢ ativada classicamente pela ocupag@o do sitio extracelular pelo
ligante, que promove uma mudanga conformacional no ectodominio do receptor,
permitindo a sua dimerizagdo e autofosforilacdo de diversos residuos de tirosina na sua
por¢do COOH-terminal. EGFR pode também ser ativado pela superexpressdo do seu
receptor (que ocorre freqiientemente em linhagens tumorais) ou mesmo por ativagdes
independentes de ligante secundarias a dele¢des no seu dominio extracelular. A partir da
fosforilacdo dos residuos de tirosina do receptor, expdem-se sitios de ancoragem para
proteinas citoplasmaticas contendo dominios de homologia Src 2 e de ligacdo a
fosfotirosinas. A ligacdo dessas proteinas pode iniciar a sinalizagdo intracelular por
diversas vias (Scaltriti & Baselga, 2006; Figura 6). E sabido que a atividade de tirosina-
cinase estd diretamente relacionada com a regulagdo da proliferacdo celular. O
tratamento de células intactas com EGF produz um aumento na formacdo de
fosfoserina, fosfotreonina e fosfotirosina no EGFR, e a etapa fundamental para a

transducdo de sinal por EGFR parece ser a ativacdo da atividade de tirosina-cinase do
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receptor. A partir dessa ativagdo, 5 substratos da tirosina-cinase de EGFR sdo descritos:
Fosfolipase C-yl (PLC-y1); Fosfatidil Inositol-3 cinase (PI-3 cinase); GAP, MAP-cinase
e raf-cinase (Carpenter & Cohen, 1990). Dentre as vias de sinalizacdo de EGF, a
ativacdo de Raf-MEK-MAP ¢ a mais classicamente descrita, sendo a via envolvida na
maior parte dos fendmenos descritos secundariamente a partir da ativagdo desse
receptor, € em especial na regulacdo da proliferacdo e sobrevida celulares. A partir da
fosforilagdo de EGFR ha ligacdo do complexo formado por proteinas adaptadoras Grb2
e Sos a sitios especificos do receptor. Essa ligagdo permite a mudanga conformacional
de Sos, tornando-a capaz de recrutar Ras-GDP, o que resulta na ativagdo de Ras (Ras-
GTP). Ras-GTP ativa entdo Raf-1, que fosforila as proteinas-cinases ativadas por
mitogeno (MAPK). MAPK tem a propriedade de translocar-se para o nucleo, onde
entdo tem a capacidade de fosforilar e ativar diversos fatores de transcricao.

Outras vias alternativas podem ser ativadas a partir da fosforilacdo de EGFR.
Por exemplo, a via de fosfatidilinositol 3-cinase(PI3K)/Akt ¢ ativada por dimerizagdo
do receptor com o receptor da mesma familia HER-3 e envolve a enzima dimérica
composta por uma subunidade regulatéria p85, responsavel pela ancoragem a sitios
especificos de receptor erbB e uma subunidade catalitica p110, que gera um segundo
mensageiro  fosfatidilinositol  3,4,5-trifosfato. Esse ultimo ¢ responsavel pela
fosforilagdo de ativacdo da proteina serina/treonina cinase Akt. Essa via é mais
envolvida em fendmenos de crescimento celular, resisténcia a apoptose, invasdo e
migragdo (Vivanco & Sawyers, 2002). A via de fosfolipase C também pode ser ativada
pela interacdo direta da proteina fosfolipase Cy com EGFR, o que ultimamente leva a
hidrolise de fosfatidilinositol 4,5-difosfato originando inositol 1,2,5-trifosfato, que
possui papel na liberagdo de calcio intracelular e 1,2-diacilglicerol, o qual é um cofator

para a ativacdo da proteina cinase C. H4 ainda evidéncias apontando a ativag¢do de vias



26

como aquelas envolvendo transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo (STATs — do
inglés, “Signal Transducers and activators of transcription”), Src-cinases e a via de

proteina cinase A (PKA) (Bromberg, 2002; Ciardiello & Tortora, 1998).
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Figura 6: O receptor de EGF e vias de sinaliza¢do ativadas: O receptor de
membrana de EGF (EGFR) ¢ uma proteina transmembrana com um dominio
intracelular constituido por uma tirosina-cinase (K). A ocupagdo do sitio extracelular
por ligante acarreta na homo ou heterodimerizagao do receptor, fosforilacdo de residuo
de tirosina e recrutamento de proteinas intracelulares, com a conseqiiente ativagdo de
diversas vias de sinalizacdo intracelulares. Apos a ligacdo, o receptor pode ser
internalizado e entdo degradado por lisossomos ou translocar-se para o nticleo, onde
pode atuar como fator de transcricdo (Adaptado de Scaltriti & Baselga, 2006).
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O fator de crescimento epidermal ¢ responsavel por diversos fendmenos no
SNC, tais como proliferacdo e diferenciagdo de progenitores neuronais ou neurdnios
pos-mitoticos e células gliais (Fricker-Gates et al., 2000, Yamada et al, 1997). O
receptor para EGF foi identificado em diversas regides do SNC embrionario ou adulto,
incluindo ai, além do proprio cerebelo, outras regides como cortex frontal e hipocampo
(Yamada et al., 1997; Danielsen & Maihle, 2002).

Diversas evidéncias falam a favor de um papel central de EGF no
desenvolvimento cerebelar: Seroogy e colaboradores (Seroogy et al; 1995)
identificaram a presenga de grande concentracdo de RNAm para EGFR na EGL de
animais recém-natos, sobretudo na por¢do mais interna (pré-migratéria) dessa camada,
havendo posteriormente uma diminuicdo na intensidade dessa marcagdo em neurdnios
da IGL. No adulto, a intensidade da marcacdo apresentou um declinio importante, o que
sugere um papel de EGF ou de outros ligantes de EGFR em fendmenos relacionados ao
desenvolvimento de precursores neuronais no cerebelo como, por exemplo, na
proliferacdo e migracdo dessas células entre as duas camadas granulares.

Da mesma forma, a secre¢do de EGF por astrdcitos cerebelares ¢ influenciada
por T3 (Gomes et al.,, 1999), podendo-se incluir esse fator na familia de moléculas
liberadas em resposta ao estimulo hormonal e justamente por isso candidatas a
mediadoras dos efeitos de T3 sobre o desenvolvimento desse 6rgdo. EGF mostrou ser
molécula potencialmente relevante para o desenvolvimento neuronal e os neurdnios
granulares apresentam expressdo relevante de EGFR. Da mesma forma, astrdcitos e
neurdnios sdo em muitos diferentes contextos do desenvolvimento do SNC subtipos
celulares com fungdes complementares. Sendo assim, propomos um eventual
mecanismo pelo qual os astrdcitos mediariam os efeitos de T3 sobre o desenvolvimento

dos neurdnios cerebelares tendo EGF como molécula intermediaria desse processo.
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2. Objetivos:

2.1 Geral: Analisar o papel dos astrocitos como mediadores da agdo do hormoénio da

tiredide no desenvolvimento do cerebelo.

2.2 Especificos:

2.2.1 Analisar o papel dos astrdcitos na neuritogénese, proliferacdo, morte e migracdo

de neurdnios cerebelares induzidas pelo hormdnio da tiredide in vitro;

2.2.2 Caracterizar a participagdo de moléculas soliveis ou de matriz extracelular

envolvidas nos eventos observados;

2.2.3 Identificar as vias de sinalizagdo intracelulares envolvidas na proliferacao e

neuritogénese de neurdnios cerebelares induzidas pelo hormonio da tiredide;

2.2.4 Analisar o efeito de EGF e/ou astrdcitos na migragdo cerebelar in vitro e in vivo;

2.2.5 Analisar o efeito de EGF e/ou do meio condicionado astrocitario na morfogénese

da glia de Bergmann in vitro e ex vivo em animais normais e hipotiredideos;
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3 Materiais e métodos:

3.1 Cultura primaria de astrocitos:

Culturas primarias de astrocitos foram preparadas a partir de cerebelos de ratos
Wistar recém-natos (Biotério do departamento de anatomia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) conforme o procedimento previamente
descrito (Martinez & Gomes, 2002 — Anexol). Apos terem sido decapitados, seus
cerebelos foram removidos e suas meninges cuidadosamente retiradas. Os tecidos foram
lavados em tampao salina fosfato (PBS-Glicose: 8% de NaCl; 5,36% de Na,HPOy;
0,4% de KH,PO4 e 0,9% de KCIl com glicose a 0,6%) e dissociados mecanicamente,
com o auxilio de uma pipeta Pasteur, em células Gnicas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (Invitrogene), suplementado com o nutriente F-12 ¢ 10% de soro fetal
bovino (Invitrogene). A densidade de plaqueamento utilizada foi de 3 x 10° células por
pogo de 16mm de didmetro e de 4 x 10° células por garrafa de 25cm™ As culturas foram
incubadas a 37°C em uma atmosfera com ar a 95% umedecido ¢ CO, 5%. O meio de
cultura foi trocado 24h depois e subseqiientemente a cada 3 dias até as culturas

atingirem a confluéncia, o que geralmente ocorre apds 7-10 dias.

3.2 Cultura de glia de Bergmann:

Para obteng@o de culturas predominantemente compostas por glia de Bergmann,
utilizou-se o protocolo previamente descrito por Cambray-Deakin (Cambray-Deakin,
1996). Para isso, cerebelos de animais com sete dias pos-nascidos foram dissecados e
suas meninges removidas, apds o que os tecidos foram fragmentados em pequenos
pedagos e finalmente expostos a tampao contendo 0,003g/mL de BSA, 0,014M de

glicose, 0,075M de MgSO4 e 0,25mg/mL de tripsina por 15 min a 37°C. Posteriormente,
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a atividade de tripsina foi inibida com soro fetal bovino e os tecidos foram centrifugados
a 500 g por 30 segundos. Na fase seguinte, os tecidos foram dissociados mecanicamente
em células isoladas com uma pipeta Pasteur em um tampdo contendo 0,003g/mL de
BSA, 0,014M de glicose e 0,081M de MgSO,4. Essa suspensdo celular foi entdo
centrifugada por 10 minutos a 250 g através de um outro tampao formador de gradiente
para separacdo das subpopulagdes celulares, contendo 0,043g/mL de BSA, 0,014M de
glicose e 0,075M de MgSO,. O precipitado foi entdo ressuspenso em meio Neurobasal
suplementado com 2% de B27 (Invitrogene) e 25.000 células foram plaqueadas por
poco em placas de 96 pogos, previamente revestidas com poliornitina (1,5 pg/ml). As
culturas foram mantidas no meio citado acima a 37°C em uma atmosfera com ar a 95%
umedecido e CO; a 5%. Apos 24 horas de cultivo, o meio foi trocado de acordo com as
diferentes condi¢cdes de tratamento descritas adiante. Esse protocolo originou cultura
mista composta majoritariamente por células GFAP e beta-tubulina III positivas em
uma razao 3:7. Quase todas as células GFAP-positivas exibiram o fenétipo tipico de glia
radial e apresentaram marcagdo por imunocitoquimica positiva para anticorpos anti-

GLAST, como esperado para subtipos de glia de Bergmann (Yamada et al. 2002).

3.3 Culturas priméarias de neuronios e co-culturas:

Culturas neuronais foram preparadas a partir de cerebelos derivados de embrides
de ratos Wistar de 19 dias (E19) como ja descrito previamente (Martinez & Gomes,
2002, Anexo 1). As células foram dissociadas dos cerebelos ¢ 1x10° células plaqueadas
em laminulas previamente tratadas com poliornitina (1.5pug/mL, MW 41,000, Sigma)
em meio condicionado (descrito no item 3.5). Para ensaios de co-cultura, os neuronios

foram plaqueados sobre monocamadas gliais tratadas ou ndo previamente com T3,
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como descrito no item 3.4). As co-culturas foram mantidas por 24 horas em meio

DMEM F-12 sem soro, a 37°C, numa atmosfera imida de 95% de ar e 5% de CO..

3.4 Tratamento com T3 e EGF:

Apos atingirem a confluéncia, as culturas gliais foram lavadas extensivamente
com DMEM/F12 isento de soro e incubadas por mais 24h em meio sem soro. Apds esse
periodo, as células foram tratadas com 50nM de 3-3'-5 triiodo-L-tironina (T3, Sigma)
e/ou 10ng/mL de EGF (Invitrogene) em DMEM/F12 por 3 dias. As culturas controle
foram mantidas em DMEM-F12 sem soro com trocas de meio equivalentes as tratadas
com T3/EGF. As culturas foram mantidas nas condi¢des ja descritas de temperatura e

ambiente.

3.5 Preparo do meio condicionado (MC):

O meio condicionado foi preparado como previamente descrito (Martinez &
Gomes, 2002, Anexo 1). Apds o terceiro dia de tratamento com T3, as culturas foram
mantidas por dois dias sem troca de meio e o meio condicionado foi coletado. As
culturas ndo tratadas (controle) foram submetidas a trocas de meio equivalentes as
tratadas, como dito anteriormente. Posteriormente, o meio centrifugado a 500g por 10
minutos foi usado imediatamente ou armazenado em aliquotas a —20°C para uso
posterior. O meio condicionado por astrécitos previamente tratados por T3 (MCT3) foi
demonstrado ser desprovido de T3 por radioimunoensaio, como ja descrito previamente

(Trentin et al., 1995).

3.6 Ensaios de anticorpos neutralizantes e de inibi¢cdo de vias de sinalizacio:
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Para ensaios com anticorpos neutralizantes, o meio condicionado astrocitario ou
o meio Neurobasal acrescido de EGF foram pré-incubados com o anticorpo neutralizante
anti-EGF (Santa Cruz, CA, 10 pg/mL) por 2 horas a 37°C. Apos isso, esses meios foram
usados no cultivo das culturas nas condigdes descritas adiante.

Para os ensaios usando inibidores de vias de sinalizacdo, apds atingirem a
confluéncia, as monocamadas de astrocitos foram tratadas simultanecamente com T3 ou
EGF nas concentragdes ja descritas e inibidores especificos das vias de sinalizagdo por 3
dias, de acordo com o protocolo ja descrito para o tratamento hormonal. De forma a
prevenir uma agao direta dos inibidores sobre os neurdnios nos ensaios de co-culturas, o
meio contendo os inibidores foi trocado imediatamente antes do plaqueamento dos
neuronios e as co-culturas foram mantidas por 24 horas. Alternativamente, para ensaios
de inibicdo de vias em culturas neuronais, de glia de Bergmann ou de explantes, os
inibidores foram adicionados ao meio de cultivo dos neuronios. Os seguintes inibidores
foram usados: PD98059, inibidor especifico da MAPK (50uM); Genisteina, inibidor de
tirosinas-cinase (2,5uM); LY294002, inibidor especifico da PI3K (5uM); bis-tirsfostina,
um inibidor potente e especifico do receptor de EGF (EGFR) (500nM); KT5720, um
inibidor especifico da proteina cinase-A (400nM); Staurosporina, inibidor de proteina
cinase C (1nM). Todos os inibidores foram comprados de Calbiochem (La Jolla, CA) e

dissolvidos em metil-sulféxido (C,HsOS, Sigma).

3.7 Culturas de explantes:

As culturas de explantes foram realizadas conforme o protocolo previamente
descrito (Hockberger et al., 1987). Cerebelos obtidos de ratos Wistar de 7 dias pos-
nascidos tiveram suas meninges removidas e foram em seguida fragmentados em

pedacos de cerca de 1 mm de didmetro, os quais foram plaqueados no centro de placas
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de cultura de 96 pogos, previamente revestidas com poli-L-lisina (peso molecular =
389.000; 20ug/mL) e laminina (40pg/mL - Invitrogene). Os explantes foram deixados
por 40 minutos na preseng¢a de minima quantidade de meio, de forma a permitir adesdo
adequada dos mesmos ao substrato e, apds isso, foram cobertos com meio de cultura
Neurobasal acrescido do suplemento B27 apenas ou: 1) na presen¢a de EGF (10ng/mL),
2) de TGF-B (10ng/mL), 3) em presenca dos inibidores de vias de sinalizagdo descritos
adiante, ou na presenca de meio condicionado por astrécitos. Apods isso, as culturas

foram mantidas nas mesmas condi¢des descritas para as culturas astrocitarias primarias.

3.8  Ensaios de injeciio de fatores in vivo:

Para ensaios de inje¢do de fatores de crescimento in vivo, animais de sete dias
pos-natal receberam 2 inje¢des em dias consecutivos de EGF (100ng/mL) ou salina na
cisterna magna e simultaneamente injecdes intra-peritoneais do andlogo de timidina 5-
bromo-2’deoxiuridina (BrdU; Sigma, 50mg/Kg, dissolvido em NaOH a 0,007%) a cada
12 horas por 2 dias consecutivos. Apds 60 horas da primeira injecdo, os animais foram
anestesiados e perfundidos com paraformaldeido a 4% em tampao fosfato a 0,1M em
pH 7,4. Seus cerebelos foram entdo removidos, crioprotegidos por imersdo em sacarose
a 20% em tampao fosfato e entdo processados em criostato em secgdes de 10 pm, que
foram coletadas em laminas revestidas por poli-L-lisina, para posterior marcagcdo por

imunohistoquimica.

3.9 Imunocitoquimica:
A técnica de imunocitoquimica utilizada foi a descrita por Gomes e colaboradores
(1999). As células foram lavadas e fixadas por 3 minutos (para marcagdo de proteinas

de matriz extracelular) ou por 20 minutos (para marca¢do de proteinas de citoesqueleto)
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com paraformaldeido 4%, sacarose 4% (Reagen Quimibras Industrias Quimicas SA, Rio
de Janeiro, RJ). Posteriormente, as células foram lavadas extensivamente com PBS,
permeabilizadas com PBS Triton X-100 0,2% por cinco minutos (para marcagdo de
proteinas de citoesqueleto). Para ensaios onde a peroxidase seria revelada, a atividade
endogena de peroxidase foi abolida com H,O, a 3% por 15 minutos seguida de extensas
lavagens com PBS. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 5% ou
soro normal de cabra 10% por 30 minutos. As células foram incubadas por 12 horas a
4°C com os seguintes anticorpos primarios: anti -tubulina III feito em camundongo
(Promega Co, Madison, WI; diluicdo 1:1000); anti-BrdU feito em rato (Accurate
Chemical and Scientific Corp., Westbury, NY; diluicdo 1:500); anti GFAP feito em
camundongo (Promega Co, Madison, WI; diluicdo 1:100); anti EGFR feito em coelho
(Santa Cruz, Santa Cruz, CA; diluicdo 1:50) anti-caspase-3 ativada feito em rato (Cell
Signaling, Beverly, MA; diluicdo 1:50); anti-laminina feito em coelho (Sigma, diluicao
1:30) e anti-fibronectina feito em coelho (Dako, Carpinteria, CA, diluicdo 1:200). Apds
a reagdo com os anticorpos primarios, as c¢lulas foram incubadas por duas horas a
temperatura ambiente com anticorpos secundarios conjugados apropriados: anti-IgG de
coelho conjugado a Cy3 (Sigma, diluicdo 1:3000); anti-IgG de rato conjugado a Cy3
(Sigma, diluicdo 1:5000) e anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase
(Amersham, plc diluicdo 1:200). A atividade de peroxidase foi revelada com 3,3'-
diaminobenzidina (Sigma). Os controles negativos foram criados através da omissao
dos anticorpos primarios durante o processo. As preparagdes foram montadas em N-
propil galacto diluido em Xilol a 20% no caso dos ensaios de fluorescéncia e, no caso
dos ensaios com peroxidase, as amostras foram desidratadas em um gradiente de etanol

¢ as laminulas montadas em Entellan (Merck).
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3.10 Anailise morfométrica dos neurdnios, contagem de células e analise estatistica:

Os neuronios marcados com o anticorpo anti-B-tubulina III foram fotografados
em microscopio Nikon (Nikon Eclipse TE300). Os nimeros de neuritos € o seu
comprimento total foram analisados pelo software Sigma Scan Pro (Jandel Scientific).
O comprimento total de neuritos foi quantificado através da soma das medidas de todos
os neuritos de um dado neur6nio. Neuronios aneuriticos foram quantificados como zero
de neuritogénese. Em cada experimento (pelo menos 3 experimentos independentes
foram feitos), cerca de 100 neurdnios por poco, englobando campos escolhidos
aleatoriamente, foram analisados. Os dados foram armazenados, e as analises estatistica
e grafica foram feitas através do uso do software Microsoft Excel versdo 7.0.

Em ensaios de contagem do nimero de células, as culturas foram marcadas com
os anticorpos de interesse e as células positivamente marcadas foram contadas em
microscopio Nikon. Pelo menos 5 campos foram contados por pogo. Os experimentos
foram feitos em triplicata e cada resultado representa a média de pelo menos 3
experimentos independentes. A andlise estatistica foi feita por ANOVA, seguida de pos-

teste de Tukey quando p < 0,05.

3.11 Ensaio de viabilidade com azul de Trypan:

Ap0s 2 e 24 horas, as co-culturas de astrdcitos e neurénios ou apenas culturas de
neurdnios foram incubadas na presenga de solucdo de azul de Trypan a 0,4% em PBS
por 1 minuto, e o numero de células viaveis foi quantificado. Pelo menos cinco campos

por poco foram contados. Os experimentos foram feitos em triplicata.

3.12 Ensaio de apoptose:
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As coculturas de astrocitos e neurdnios e as culturas puras de neurdnios foram
marcadas por imunocitoquimica com o anticorpo contra o marcador de apoptose
caspase ativa-3, como ja descrito acima. Pelo menos cinco campos foram contados por

poco. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.13 Incorporacio e deteccio do bromodeoxiuridil:

As coculturas de astrocitos e neurdnios foram incubadas por 2 ou 24h na
presenca de lpg/mL de 5-bromo-2’deoxiuridina (BrdU; Sigma). A deteccdo do BrdU
nas culturas ou nos tecidos foi realizada conforme descrito previamente (Gomes et al.,
1999). Apds a incubagdo com BrdU, as células e os tecidos foram fixados com
paraformaldeido a 4% por 20 min. Apos isso, foram lavados duas vezes com agua
destilada e depois incubados duas vezes com HCl a 50°C por 15 minutos.
Posteriormente, as preparacdes foram lavadas duas vezes com tampao borato a 0,1M
por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas trés vezes com
PBS e marcadas com os anticorpos anti-BrdU e, em certos casos, com anti-f-tubulina
IIT (como descrito acima para imunocitoquimica) e no caso dos tecidos, uma incubagao
com DAPI foi realizada por 30 minutos. Os tecidos foram entdo visualizados em
microscopio Nikon. Nas culturas, o indice mitdtico foi obtido através da contagem da
percentagem de células marcadas com os dois anticorpos simultanecamente em relacao

ao numero total de células marcadas positivamente para -tubulina III.

3.14 Analise da migracio neuronal in vivo:
Nos cortes histologicos, as células migratérias foram quantificadas como sendo
as células marcadas positivamente para BrdU nas camadas do cortex cerebelar

localizadas internamente a EGL. O numero de células foi comparado entre as diferentes
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situagcdes para cada lobulo cerebelar separadamente, tendo-se em vista as diferentes

taxas de mitose entre esses lobos.

3.15 Analise da migra¢ao neuronal in vitro:

Nos ensaios de explantes, a migracdo foi avaliada pela observagdo das preparagdes
em microscopia de contraste de fase. A migracdo neuronal foi quantificada como o raio
maximo de migra¢do dos neurdnios a partir das bordas do explante. Em cada explante,
quatro raios de migracdo foram quantificados, correspondendo cada um deles a um
quarto da circunferéncia do explante. Para ensaios de cinética, os mesmos explantes

foram fotografados em intervalos de tempo definidos e seguindo o mesmo protocolo.

3.16 Analise da morfologia da glia de Bergmann:

Nas culturas isoladas de glia de Bergmann, a extensdo dos prolongamentos gliais
das células de glia individualizadas foi tomada a partir da mensuracdo do comprimento
maximo de cada célula, entre as extremidades dos dois processos celulares mais

extensos. Pelo menos 100 células foram quantificadas em cada situagao.
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4 Resultados:
4.1  Primeira parte: ASTROCITOS E EGF COMO MODULADORES DA

PROLIFERACAO DE PRECURSORES GRANULARES:

Esses resultados foram publicados no artigo Proliferation of cerebellar neurons
induced by astrocytes treated with thyroid hormone is mediated by a cooperation
between cell contact and soluble factors and involves the epidermal growth factor-

protein kinase a pathway em anexo (Anexo 1) nessa tese.

4.1.1 Astrocitos tratados com T3 aumentam a populacio neuronal:

Conforme citado previamente, astrocitos cerebelares tratados com T3 induzem a
proliferacdo de precursores cerebelares (Gomes et al. 1999). Esse efeito ¢ mediado por
fatores soluveis secretados pelos astrocitos em resposta ao estimulo hormonal. O
contato celular é capaz de modular a proliferagdo em diversos sistemas celulares (Frost
et al., 1999; Garcion et al., 2001; Haack & Hynes, 2001), sendo assim optamos por
investigar o papel desse contato nesse evento. Para isso, 0s precursores neuronais
cerebelares foram cultivados sobre monocamada astrocitaria tratada previamente com
T3. Apos 24 horas, o nimero total de neurdnios foi quantificado. O cultivo dos
neuronios cerebelares sobre a monocamada tratada com T3 provocou um aumento na
populagdo neuronal de cerca de 60%, uma magnitude semelhante aquela observada
quando do cultivo dos neurdénios em MCT3 apenas (Figura 7). Por outro lado, o
numero absoluto de neurdnios nos ensaios de cocultura demonstrou-se muito superior

(quatro vezes o valor) aos dos ensaios com meio condicionado. Esses resultados
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sugerem que o contato neurdnio-astrocito poderia cooperar com os fatores soluveis

astrocitarios no efeito proliferativo sobre os precursores neuronais.
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Figura 7: Astrocitos cerebelares tratados com T3 aumentam a populag¢do neuronal.
Neuronios cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados por 24 horas sobre
monocamadas astrocitarias controle (controle; A) e tratadas com horménio (T3; B) ou
em meio condicionado derivado dessas células. Posteriormente, o nimero de células -
Tubulina IIl-positivas foi quantificado (C). A co-cultura ou o MCT3 promoveram
grande aumento na populacdo neuronal. Uma densidade maior de neurdnios foi vista em
monocamadas previamente tratadas com T3 (B). * P < 0,001. A barra de calibragdo
corresponde a 100 um.

4.1.2 Astrocitos tratados com T3 nio modulam a viabilidade neuronal:

Com base nos resultados obtidos acima, duas hipdteses poderiam ser formuladas
para o aumento na populagdo neuronal induzido por astrocitos: 1) aumento na
proliferacdo, através do qual os precursores neuronais seriam induzidos a proliferacdo,

ou, alternativamente; 2) aumento na sobrevida neuronal. De forma a avaliar essas

hipoteses, a viabilidade celular foi analisada por ensaios com azul de trypan, e a
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proliferacdo através da incorporagdo e deteccdo do analogo de timidina, BrdU e a morte
celular por imunocitoquimica para caspase-3 ativada.

Os ensaios com azul de trypan nas culturas ndo demonstraram diferencas
significativas de viabilidade entre os neurdnios cultivados sobre astrdcitos tratados ou
ndao com T3 apos 2 ou 24 horas de cultivo (Tabela 1). Um resultado similar foi obtido
com neurdnios cultivados na presenca de meio condicionado. De forma a excluir
completamente a modulacdo da morte neuronal como um mecanismo do aumento da
populacdo neuronal induzido por astrécitos, foi avaliado o numero de células
expressando caspase-3 ativada (um marcador de apoptose) apos 24 horas de cultura.
Conforme demonstrado na Figura 8, ndo houve diferenca no nimero de neurdnios
marcados positivamente para caspase-3 ativada nas diferentes situagdes de cultivo, apos
24 horas de cultura. Em todas as situa¢des observamos aproximadamente 5% de células
marcadas para caspase 3 ativada.

Esses dados, analisados em conjunto, sugerem que, ao menos em 24 horas de
cultura, o principal evento envolvido no aumento da populagdo neuronal (seja em
situagdes de co-cultura quanto também em situagdes de cultivo no meio condicionado),
ndo ¢ a modulagdo da sobrevida neuronal.

Tabela 1: Efeito do meio condicionado astrocitario e da cocultura na sobrevida de

neuronios granulares

2 horas 24 horas
MCC (84% + 10 68% + 9
MCT3 |83% +7 69% + 5
CoC 71% + 4 82% + 3
CoT3 |69% + 7 85% + 4

Neuronios cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram mantidos por 2 ou 24 horas em
meio condicionado de astrocitos tratados (MCT3) ou nao (MCC) com T3, ou sobre
monocamadas astrocitdrias tratadas (CoT3) ou ndo (CoC) com T3. A viabilidade celular foi
avaliada a partir da coloragdo com azul de Trypan. Cinco campos foram contados por poco
em cada experimento. Cada dado representa a média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata (média e desvio padrao). P > 0,05 para MCC-MCT3 e para CoC-

CoT3, de acordo com o teste T de Student.
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Figura 8: Astrocitos tratados com T3 ndo modulam a apoptose neuronal. Neuronios
cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados por 24 horas sobre
monocamadas astrocitdrias tratadas ou ndo com hormdnio ou em presenga de meio
condicionado astrocitario apenas. Posteriormente, as células com marcacdo positiva
para caspase-3 ativada foram quantificadas. O numero de células apoptoticas foi
semelhante em todas as condigdes (P > 0,05).

4.1.3 Astrocitos tratados com T3 promovem o aumento na populag¢io neuronal
através da inducao da proliferacio neuronal:

De forma a avaliar a proliferagdo neuronal, foram realizados ensaios de
incorporagdo de BrdU. Como demonstrado na Figura 9A, observamos um aumento de
16% no numero de células BrdU-positivas em co-culturas de neuronios sobre
monocamadas astrocitarias apds 24h. Enquanto MCT3 elevou a proliferagdo neuronal
cerca de 2,6 vezes, o contato com astrocitos tratados com T3 elevou essa populagdo em

1,5 vezes. Todavia, na situacdo controle, a incorporacdo de BrdU demonstrou ser 3

vezes mais elevada nas co-culturas (31%) do que no cultivo em MCC (13%). O cultivo
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dos neurdnios sobre monocamadas astrocitarias potencializou a proliferacdo induzida
por MCT3 (47% X 34%). E interessante notar que, nas duas condi¢des os neurdnios
apresentaram clara tendéncia a formagao de aglomerados celulares (Figuras 9B e C),
uma condi¢do previamente associada a atividade proliferativa (Freire et al., 2002). Esses
dados em conjunto demonstram que: 1) a co-cultura por si s6 ja promove a proliferagao
neuronal e, 2) o contato celular aumenta a proliferagdo induzida por MCT3.

60"

501 O Controle
T3

401
307
20
101

% de células BrdU +

Cocultura MC

Figura 9: O co-cultivo de neurénios com astrocitos tratados com T3 induz a
proliferagdo neuronal. Neurdnios cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram
cultivados por 24 horas sobre monocamadas astrocitarias tratadas (T3) ou ndo
(controle) com T3, ou em meio condicionado na presenca de BrdU (1 pg/mL). Apds
isso, as células foram fixadas e submetidas a imunomarcagao dupla para B-tubulina III e
BrdU. Cinco campos foram contados por cada po¢o do experimento. Cada barra
representa a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata; *P <
0,001). A: O co-cultivo de neurdnios e astrocitos e o MC induziram a proliferagado
neuronal. Notar a formacdo de clusters neuronais nas situacdes de co-cultivo com
astrocitos tratados com T3 (B) e no cultivo em MCT3 (C). Escala = 50 um.
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4.14 A proliferacio neuronal induzida pela co-cultura com astrdcitos
previamente tratados com T3 (CoT3) ¢ secundaria ao estimulo a entrada dos
precursores neuronais no ciclo de divisao celular:

O estimulo proliferativo induzido por CoT3 em 24 horas de cultura poderia ser
resultado de dois diferentes fendmenos sobre a populacdo precursora neuronal: 1)
estimulo a entrada dessas células no ciclo de divisao celular ou, alternativamente; 2)
promog¢do da sobrevida dos precursores proliferativos. De forma a discriminar essas
hipoteses, a proliferacdo e a viabilidade celulares foram avaliadas em um momento
precoce de cultura, apds 2 horas. Nessas condicdes, ja verificamos um aumento de 20%
na proliferagdo neuronal, avaliado pela incorporagdo de BrdU (Figura 10), que ndo foi
acompanhado por uma modulagdo na viabilidade celular (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram encontrados em ensaios de cultivo em meio condicionado apenas
(dados nao mostrados).

Esses resultados sugerem que a proliferacdo induzida por MCT3 e pela co-
cultura se da por um estimulo a entrada dos precursores neuronais no ciclo de divisao

celular e ndo por um aumento na viabilidade desses precursores.
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Figura 10: O cocultivo de precursores neuronais com astrocitos tratados com T3 induz
a proliferacdo neuronal. Precursores cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram
cultivados por 2 ou 24 horas sobre monocamadas astrocitarias controle ou tratadas
previamente com T3 (T3), na presenca de BrdU (1 pg/mL). Posteriormente, as células
foram fixadas e submetidas a marcagdo dupla para B-tubulina III e BrdU. Cinco campos
foram contados por poco do experimento. Cada barra representa a média de trés
experimentos independentes realizados em triplicata *P < 0,001. Notar o aumento na
incorporagdo de BrdU apos 2 horas de cultura sobre monocamadas tratadas com T3.
4.1.5 A proliferacido neuronal induzida por T3 ¢ mimetizada por EGF e envolve a
ativacao de tirosina-cinases:

Astrocitos cerebelares tratados por T3 induzem a proliferagcio neuronal
predominantemente através da secre¢do de EGF (Gomes et al. 1999), cuja acdo ¢
mediada pela ativagdo de um receptor de membrana que tem como passo fundamental a
auto-fosforilacdo de seus residuos de tirosina-cinase. Desta forma, avaliamos o papel do
contato celular nesse evento através do uso do inibidor geral de tirosinas-cinase,
genisteina. Conforme evidenciado na Figura 11, a adicdo de EGF (10ng/mL) a
neurdnios em cocultura mimetizou os efeitos de MCT3 ou de astrocitos tratados com T3
no aumento da populagdo neuronal. A adicdo de genisteina as diferentes condigdes
reverteu completamente o efeito de T3 ou do MCT3 (Figura 11), ndo observamos efeito
da genisteina nas situagdes controle (dados ndo mostrados). Em conjunto, esses dados
sugerem um papel primordial da via de tirosina-cinase na proliferacdo neuronal

induzida tanto nas situagdes de cultivo em MCT3 apenas, quanto nas situacdes de co-

cultura.
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Figura 11: Efeito da inibi¢cdo de tirosinas-cinase sobre a prolifera¢do neuronal.
Precursores neuronais cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados na
presenga de MCT3 ou sobre monocamadas astrocitarias tratadas previamente com T3
ou em presenca de EGF (10 ng/mL) apenas ou simultaneamente com o inibidor de
tirosina-cinase genisteina (2,5 uM). Apo6s 24 horas de cultura, as células marcadas
positivamente para B-tubulina III foram quantificadas. Notar que a adi¢cdo de genisteina
inibiu completamente o incremento no numero de neurdénios promovido por EGF,
MCT3 ou pelos astrdcitos tratados com T3. Esses inibidores ndo apresentaram efeito
sobre as culturas-controle. * P < 0,05.

4.1.6 A proliferacio neuronal induzida por T3 ¢ mediada pela via de PKA:
Previamente, foi demonstrado que a proliferacio induzida por MCT3 ¢
potencializada pela ativagdo da via de PKA (Gomes et al., 1999). Esses resultados
todavia ndo implicam totalmente essa via no processo, uma vez que nao se demonstrou
a esse tempo se a inibi¢do dessa via seria também inibitoria para a proliferacdo induzida
por MCT3/EGF. Sendo assim, ensaios utilizando o inibidor da via de PKA, KT5720

(400nM), evidenciaram que o bloqueio na ativacdo dessa via inibiu completamente a

proliferacdo neuronal induzida por MCT3 ou por astrocitos tratados com T3 (Figura
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12). Esses resultados implicam, portanto, a mesma via de sinalizagdo, isto ¢, a via de

PKA, na proliferacdo induzida por MCT3 ou pelo contato celular.
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Figura 12: A prolifera¢do neuronal induzida por T3 é mediada por PKA. Neuronios
cerebelares E19 foram cultivados na presenca de MCT3 ou sobre monocamadas
astrocitarias previamente tratadas com T3 apenas ou na presenga do inibidor de PKA
KT5720 (400 nM para MCT3 e 10 uM para co-culturas). Apos 24 horas de cultura, as
células B-tubulina III positivas foram quantificadas. Notar que a adigdo do inibidor de
PKA inibiu completamente o efeito dos astrocitos tratados com T3 ou de MCT3 no
incremento no numero de neurdnios. Nenhum dos inibidores teve efeito significativo
sobre as culturas controle. * P < 0,05.
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4.2  Segunda parte: ASTROCITOS E EGF COMO MODULADORES DA

MIGRACAO DE NEURONIOS GRANULARES:

Nessa parte, objetivamos estudar o parametro de migragdo neuronal cerebelar e a
radializagdo da glia de Bergmann, bem como avaliar a eventual modula¢do pelos

astrocitos desse fendmeno.

4.2.1 Astrocitos cerebelares tratados por T3 promovem a migracio neuronal in
vitro, através da secrecio de fatores solaveis:

A migrac¢do de neurdnios granulares no periodo pos-natal ¢ um fendmeno critico
da morfogénese desse Orgdo, e que estd severamente afetado no hipotireoidismo
congénito (Lauder et al., 1974). NeurOnios pré-migratorios da EGL expressam
intensamente EGFR, e essa expressdo so se torna menos significativa apds essas células
atingirem a IGL (Seroogy et al., 1995). Nossas evidéncias de que astrocitos tratados por
T3 sintetizam EGF, juntamente com o fato de que essa molécula modula a migragdo
neuronal em outras estruturas do SNC (Caric et al., 2001), nos levaram a investigar o
papel de EGF e dos astrécitos como mediadores dos efeitos de T3 na migracdo
cerebelar. Para isso, explantes cerebelares derivados de animais com sete dias pos-natais
foram cultivados na presenca de meio condicionado por astrécitos tratados ou ndo com
T3 em um substrato de laminina, e o raio de migra¢do neuronal foi aferido em diferentes
tempos de cultivo. Os neurdnios granulares cultivados em meio controle migraram cerca
de 500um a partir do explante em 48 horas, em um padrao semelhante ao observado na
migragdo in vivo, seguindo fibras gliais radiais (Santiago et al., 2001). Quando
cultivados na presenca de MCT3, verificou-se um incremento importante (65 % -

Figura 13, comparar A com B e medidas em D) na migracdo neuronal apos 24 horas de
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cultivo em MCT3, sugerindo, portanto que os fatores soliveis secretados por astrocitos

cerebelares modulam esse parametro do desenvolvimento cerebelar.

4.2.2 Astrocitos cerebelares tratados por T3 promovem a migracio neuronal
através da secrecao de EGF:

A partir dos dados observados previamente, procurou-se avaliar se, dentre os
fatores soluveis presentes em MCT3, EGF seria o responsavel pelo efeito migratério
observado. Para isso, 0 MCT3 foi pré-incubado com anticorpo neutralizante para EGF
ou com um inibidor especifico da ativacdo de EGFR, bis-tirfostina (500nM). Como
podemos observar na Figura 13 (C e D), ambas moléculas foram igualmente eficazes
em abolir o efeito migratorio promovido por MCT3, sugerindo o papel primordial desse
fator na promocao da migra¢do neuronal.

Ainda corroborando os dados acima, o cultivo de explantes cerebelares na
presenca de EGF (10ng/mL) promoveu incremento na migra¢do cerebelar similar ao
promovido por MCT3, e ja perceptivel em 24 horas de cultura, conforme evidenciado
por ensaios de cinética (Figura 14A, B e D). Poucos sdo os fatores de crescimento
identificados como promotores de migracdo no SNC. Recentemente, o Fator de
Crescimento Transformante Beta (TGF-f, do inglés, Transforming Growth Factor Beta)
foi demonstrado que induz a migracdo neuronal em cortex cerebral de roedores
(Siegenthaler & Miller, 2004). Como pode ser observado na Figura 14 (C e D), TGFp1
( 10ng/mL) ndo foi capaz de induzir um incremento na migragdo cerebelar em nenhum
dos intervalos de tempo estudados, o que reforca a especificidade do fendmeno

observado em relagdo a EGF.
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Figura 13: Astrocitos cerebelares tratados com T3 promovem a migragdo neuronal
pela secre¢do de EGF. Explantes cerebelares obtidos a partir de ratos com 7 dias pds-
nascidos foram plaqueados em superficies previamente tratadas com poli-L-lisina e
laminina na presenca de meio condicionado astrocitario (MCC, A), meio condicionado
de astrécitos previamente tratados com T3 (MCT3, B) ou deste ultimo pré-incubado
com anticorpo neutralizante para EGF (MCT3 + o-EGF) ou do inibidor de EGFR, bis-
tirfostina (MCT3 + BT). O detalhe em B destaca o padrdo morfoldgico tipico de
neurdnios migratorios. Apds 48 horas, o raio maximo de migragdo foi aferido pela
visualizagdo dos explantes por microscopia de contraste de fase. A pré-incubagdo de
MCT3 com anticorpo neutralizante para EGF ou bis-tirfostina inibiu o incremento
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observado na migracao neuronal. D: Andlise quantitativa da distdncia maxima de
migra¢cdo neuronal de diversos explantes nas diferentes condi¢des. * P < 0,05. A barra
de calibracdo corresponde a 100pm.
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Figura 14: Efeito dos fatores de crescimento, EGF e TGFf1 na migra¢do neuronal
cerebelar. Explantes cerebelares obtidos de ratos com 7 dias pos-nascidos foram
plaqueados e cultivados por 48h sobre superficies previamente tratadas com poli-L-
lisina e laminina na presen¢a de meio de cultura neurobasal apenas (A) ou acrescido dos
fatores soluveis EGF (B; 10ng/mL) ou TGF- (C; 10ng/mL). O raio maximo de
migra¢do de cada explante foi aferido pela visualizagdo dos explantes por microscopia
de contraste de fase em diferentes tempos de cultura . D: Analise quantitativa da
distancia maxima de migracdo neuronal de diversos explantes nas diferentes condicdes.
* P <0,05. Apenas EGF induziu a migra¢ao de neurdnios granulares. A barra de
calibragdo corresponde a 100pm.

4.2.3 EGF promove a migracio neuronal através da ativacio da via de
sinalizacio de MAPK:

A via de sinalizagdo pela qual EGF induz a migracdo nesse modelo foi
investigada através do emprego de diferentes inibidores de vias de sinalizagdo
conhecidas. Para isso, culturas de explantes cerebelares foram mantidas por 48 horas em
presenca de EGF e dos seguintes inibidores: PD98059 e U0126, inibidores especificos
da MAPK (50 e 10uM, respectivamente); LY294002, inibidor especifico da PI3K
(5uM); KT5720, um inibidor especifico da proteina cinase-A (400nM); Staurosporina,
inibidor de proteina cinase C (1nM). Conforme evidenciado na Figura 15, a migracdo
induzida por EGF s6 foi abolida quando empregados separadamente dois diferentes

inibidores da via de MAPK. Esses dados sugerem, portanto, que EGF induz a migragao

neuronal cerebelar através da ativacao da via de MAPK.
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Figura 15: EGF promove a migragdo neuronal através da ativagdo da via de MAPK.
Explantes cerebelares obtidos de ratos com 7 dias pos-nascidos foram plaqueados sobre
superficies previamente tratadas com poli-L-lisina e laminina na presenca de meio de
cultura neurobasal apenas (Controle) ou acrescido de EGF (EGF; 10ng/) e diversos
inibidores de vias de sinalizagdo. Apds 48 horas de cultivo, o raio maximo de migragdo
de cada explante foi aferido pela visualizagdo dos explantes por microscopia de
contraste de fase. * P < 0,05. PD98059 e U0126, inibidores especificos da MAPK (50 e
10uM, respectivamente); LY294002, inibidor especifico da PI3K (5uM); KT5720,
inibidor especifico da proteina cinase-A (400nM); Staurosporina, inibidor de proteina
cinase C (1nM).

4.2.4 Astrocitos cerebelares tratados por T3 promovem o desenvolvimento da glia
de Bergmann através da secrecio de EGF:
A glia de Bergmann possui papel primordial nos fendmenos migratdrios dos

neurdnios granulares no periodo pds natal (Yamada & Watanabe, 2002). Essa

capacidade migratoria ¢ dependente da morfologia radial desse subtipo celular,
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caracteristica esta que ¢ perdida parcialmente quando cessado o periodo migratorio no
cerebelo (Yamada & Watanabe, 2002). A importancia dessa morfologia ¢ reforcada pela
demonstracdo de que a capacidade migratéria da glia de Bergmann adulta pode ser
resgatada pela indu¢do do fenotipo radial (Soriano et al. 1997). Sendo assim,
procuramos avaliar se 0 mesmo mecanismo pelo qual o meio condicionado astrocitario
promove a migracdo cerebelar esta também envolvido na modulagdo da morfologia da
glia de Bergmann. Para isso, avaliamos o fendtipo desse subtipo glial considerando a
extensdo dos prolongamentos celulares como um parametro de desenvolvimento dessas
células.

Como podemos observar na Figura 16, verificamos uma maior extensdo dos
prolongamentos gliais que se projetam a partir dos explantes cerebelares cultivados em
MCT3 (Figura 16B). A hipotese de que MCT3 promoveria a extensdo desses
prolongamentos pode ser melhor testada com o uso de um modelo de cultura celular, no
qual o fato das células encontrarem-se dissociadas, favoreceu um estudo individualizado
das mesmas (Figura 17). Utilizando-se esse modelo, verificou-se que enquanto em
situagdes controle a maior parte das células com morfologia radial estendiam
prolongamentos em torno de 100um de tamanho total, o cultivo de células gliais em
MCT3 promoveu um aumento na extensao dos prolongamentos gliais, em cerca de 90%
(Figura 17A, B ¢ E). Esses dados sugerem, portanto que astrocitos cerebelares tratados
com T3 promovem o desenvolvimento da glia de Bergmann através da secrecdo de
fatores soluveis.

Procuramos em seguida avaliar se o efeito promovido por MCT3 seria
secundario a EGF, fator sabidamente presente nesse meio e principal responséavel pela
maioria dos fendmenos observados até o momento promovidos pelo meio condicionado.

Para isso, utilizamos ensaios de inibi¢do com anticorpos neutralizantes contra EGF.
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Como podemos observar na Figura 17D, a pré-incubacdo de MCT3 com anticorpo
neutralizante para EGF aboliram a capacidade desse meio em promover a extensdo dos
prolongamentos gliais. Em conjunto, esses dados demonstram que EGF ¢ o principal
mediador da radializagdo da glia de Bergmann no nosso modelo e sugerem fortemente

que esse deva ser o mecanismo de acdo pelo qual esse fator indiretamente promova a

migracao neuronal.

CONTROLE N [SE

Figura 16: O meio condicionado por astrocitos cerebelares tratados com T3 promove a
maior extensdo das fibras de glia de Bergmann. Explantes cerebelares obtidos de ratos
de 7 dias pos-nascidos foram plaqueados sobre superficies previamente tratadas com
poli-L-lisina e laminina na presenca de meio de cultura neurobasal apenas (A, Controle)
ou acrescido de MCT3 (B). Apds 48 horas de cultivo, os explantes foram fixados e
submetidos a imunocitoquimica para a proteina de citoesqueleto GFAP. A visualizagio
dos explantes em microscopia de fluorescéncia revelou maior extensdo dos
prolongamentos gliais nos explantes cultivados em MCT3. A barra de calibracdo
corresponde a 100pm.
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Figura 17: Astrocitos cerebelares tratados por T3 promovem a radializa¢do da glia de
Bergmann através da secre¢do de EGF. Culturas de células dissociadas enriquecidas do
subtipo glial de Bergmann foram realizadas a partir de cerebelos de ratos de 7 dias pds-
nascidos. As células foram entdo cultivadas na presenga de meio condicionado por
astrocitos tratados (B, MCT3) ou ndo (A, MCC) com T3 ou na presen¢a de EGF (C,
10ng/mL) ou MCT3 pré-incubado com anticorpo neutralizante para EGF (D, MCT3 +
a-EGF). Subseqiientemente, as culturas foram fixadas e submetidas a imunocitoquimica
para GFAP. E: Quantificacdo da extensdo maxima dos prolongamentos gliais (um * P
<0,05). EGF e MCT3 induzem um alongamento dos prolongamentos gliais. A barra de
calibragdo corresponde a 50um. Os dados sdo apresentados como mediana e quartis.
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4.2.5 A glia de Bergmann expressa receptores para EGF:

A observagdo de que os efeitos de MCT3 sobre a glia de Bergmann se ddo via
EGF encorajou-nos a avaliar a expressdo de EGFR por este tipo celular. A andlise por
imunocitoquimica das células gliais dissociadas evidenciou a expressao tipica de EGFR
em uma distribuicdo predominantemente puntiforme, tipica de receptores de membrana
(Figura 18). Observamos ainda a intensa expressio de EGFR pelos neuronios
granulares (dados ndo mostrados), dado corroborado por estudos prévios que analisaram
a expressao desse receptor no cerebelo pds-natal (Seroogy et al., 1995). O fato da glia
de Bergmann expressar EGFR in vitro sugere que essas células possam ser potenciais

alvos da acdo de EGF durante o desenvolvimento cerebelar.

Sobgeposicao
3
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Figura 18: A glia de Bergmann expressa receptores para EGF. Culturas de células
dissociadas enriquecidas de subtipo glial de Bergmann foram preparadas a partir de
cerebelos de ratos de 7 dias pds-nascidos. Apos 24 horas de cultivo, as células foram
fixadas com paraformaldeido e submetidas a imunocitoquimica para EGFR (A) e GFAP
(B). A observagdo das preparacdes revelou marcacdo pontual tipica do receptor (A). B:
Marcacdo com GFAP comprova a origem glial do tipo celular. C: Sobreposi¢do. A barra
de calibragdo corresponde a 20um. O inserto em A mostra a marcagdo com o0 corante
nuclear DAPI.

4.2.6 EGF promove a radializacdo da glia de Bergmann através da ativaciao da via
de sinalizacao de MAPK:

A via de sinalizagdo pela qual EGF promove o prolongamento dos
prolongamentos gliais foi investigada com o uso de diversos inibidores de vias de
sinaliza¢do. Para isso, culturas de células dissociadas compostas majoritariamente por
células gliais e neurdnios granulares foram cultivadas na presenga de EGF e os
inibidores de vias de sinalizagdo PD98059, inibidor especifico da MAPK (50uM);
LY294002, inibidor especifico da PI3K (5uM); KT5720, inibidor especifico da proteina
cinase-A (400nM); Staurosporina, inibidor de proteina cinase C (1nM). Conforme
evidenciado na Figura 19, apenas o inibidor da ativacdo da via de sinalizagdo MAPK
foi capaz de abolir o efeito produzido por EGF. Em presenca de PD98059, a célula glial
assumiu uma morfologia tipica de astrocito (Figura 19B). Em todas as outras
condi¢des, a glia de Bergmann manteve a radializagdo induzida por EGF (dados ndo
mostrados). Esses dados evidenciam que a mesma via envolvida no processo de

migracdo neuronal (Figura 15) ¢ também a empregada no aumento da extensdo dos

prolongamentos gliais, e sugerem que esses dois processos estejam relacionados.
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Figura 19: EGF promove o alongamento da glia de Bergmann através da ativac¢do da
via de MAPK. Culturas de células dissociadas enriquecidas de subtipo glial de
Bergmann foram preparadas a partir de cerebelos de ratos de 7 dias pds-nascidos. Apos
24 horas de cultivo em meio de cultura Neurobasal, as células foram tratadas com EGF
(10ng/mL) acrescido de diversos inibidores de vias de sinalizagdo, por 48h. E + PD
(EGF e PD98059, inibidor especifico da MAPK, 50uM); E + LY (EGF e LY294002,
inibidor especifico da PI3K 5uM); E + KT (EGF e KT5720, inibidor especifico da
proteina cinase-A, 400nM); E+Staur (EGF e Staurosporina, inibidor de proteina cinase
C, 1nM). Subseqiientemente, as culturas foram fixadas e submetidas a
imunocitoquimica para GFAP e a extensdo maxima dos prolongamentos gliais foi
quantificada (C) (um * P < 0,05). O inibidor da via de MAPK aboliu completamente a
habilidade de EGF em induzir a extensdo dos prolongamentos gliais (B).
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4.2.7 EGF promove a migracio de células granulares no periodo pos-natal in vivo:

A migragdo de células granulares da EGL para a IGL no periodo pos-natal ¢
dramaticamente afetada pela auséncia do HT. Com base nos nossos resultados obtidos
em ensaios de explantes, procuramos avaliar o papel de EGF na migra¢do de neuronios
granulares no periodo pods-natal em um modelo in vivo, modificado da partir de um
protocolo ja descrito (Santiago et al., 2004).

Conforme evidenciado na Figura 20, a inje¢do de EGF (100ng/mL) no espago
subaracnoéide por dois dias consecutivos aumentou drasticamente (4 vezes o controle) o
numero de células granulares migratdrias, definidas aqui como niimero de células BrdU-
positivas localizadas em camadas mais internas a EGL, dado que corrobora os nossos

ensaios in vitro.
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Figura 20: EGF promove a migra¢do de células granulares no periodo pos-natal in
vivo. Ratos de sete dias pds-nascidos foram submetidos a duas injegdes na cisterna
magna de salina (A, Controle) ou EGF (B, 100ng/mL) em dias subseqiientes, e
simultaneamente a inje¢des intraperitoneais de BrdU a cada 12 horas (C). Decorridas 60
horas a partir da primeira injecao, os animais foram perfundidos com paraformaldeido e
seus cerebelos submetidos a secgdes sagitais seguidas de imunocitoquimica para BrdU.
O namero de células BrdU-positivas nas camadas mais internas & EGL (i.e., células
migratérias) foi quantificado (D). Observamos um incremento de quatro vezes no
numero de células migratorias apos o tratamento com EGF.
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4.3 Terceira parte: ASTROCITOS E EGF COMO MODULADORES DA
DIFERENCIACAO DE NEURONIOS GRANULARES:

A terceira parte dessa secdo se dedica ao estudo do estimulo de T3 sobre o
processo de diferenciagdo dos neurdnios granulares mediada por astrdcitos. Os dados
aqui apresentados foram publicados no artigo Neuritogenesis induced by thyroid
hormone-treated astrocytes is mediated by epidermal growth factor/mitogen-activated
protein kinase-phosphatidylinositol 3-kinase pathways and involves modulation of

extracellular matrix proteins, presente na secdo de anexos dessa obra (Anexo 2).

4.3.1 Astrocitos cerebelares tratados com T3 promovem o crescimento neuritico:
Decorrido o processo de migragdo, apoOs atingirem a IGL, os neurdnios
granulares diferenciam-se, em um processo que resultard por fim na complexa rede de
arborizagdo neuronal caracteristica dessa camada (Sotelo, 2004) e cuja arquitetura € o
fundamento basico para que a fung@o cerebelar transcorra corretamente (Ghez, 2003). A
arborizacdo das células granulares ¢ também severamente afetada no hipotireoidismo
congénito (Clos & Legrand, 1973). Por outro lado, os astrdcitos sdo reconhecidamente
importantes substratos para o crescimento axonal in vitro e in vivo. Desta forma,
procuramos avaliar um eventual papel dos astrocitos em mediar os efeitos de T3 nessa
etapa do desenvolvimento cerebelar, tomando como parametro de diferenciacdo a
neuritogénese granular, isto €, crescimento e arborizacdo de neuritos de neurdnios
cerebelares cultivados sobre monocamadas astrocitarias tratadas com T3. Para isso,
neurdnios cerebelares derivados de ratos embriondrios de 19 dias (E19) foram
plaqueados sobre monocamadas astrocitarias tratadas previamente com T3. Apos 24
horas, as células foram marcadas com imunoglobulina contra o marcador neuronal, beta

tubulina III e o comprimento e nimero total de neuritos foram quantificados. Essa
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andlise evidenciou uma clara diferenca entre neuronios plaqueados sobre as
monocamadas astrocitarias submetidas ou ndo ao tratamento hormonal (Figura 21).
Nos observamos um aumento de cerca de 40 a 60% no comprimento total dos neuritos
dos neurdnios plaqueados sobre monocamadas astrocitarias tratadas com T3 (Figura
21C). Na situagao de tratamento prévio com T3, a maioria dos neurdnios apresentou
neuritos com tamanho médio entre 100 e 200um, enquanto que a maioria dos
plaqueados sobre astrocitos controle apresentou tamanho médio entre 0 a 100um. Uma
diferenca importante foi observada quando se quantificou neurdnios com tamanhos
maiores de neuritos (200 pm ou mais). Enquanto 13% dos neurdnios apresentaram esse
padrdo de neuritogénese na situacdo de cultura previamente tratada com T3, apenas 4%
dos plaqueados sobre astrdcitos-controle apresentaram neuritos entre 200 e 300um.

Neuritos maiores que 300um raramente foram observados na situacdo controle (Figura

21D).
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Figura 21: Astrocitos tratados com T3 promovem o crescimento neuritico. Neuronios
cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados por 24 horas sobre
monocamadas tratadas (B) ou ndo (A) com T3. Apos isso, as células foram fixadas e
submetidas a imunocitoquimica para p-tubulina III para posterior andlise do
comprimento total dos neuritos (C e D). Em todos os casos, pelo menos 100 neuronios
escolhidos de forma aleatoria foram observados. O tratamento hormonal levou a intenso
aumento no tamanho médio neuritico. Setas em (A) evidenciam neurdnios aneuriticos,
os quais foram freqiientemente encontrados nessa condicdo. Uma densidade maior de
neur6nios com neuritos mais longos foi vista na condi¢do de pré-tratamento dos
astrocitos com T3 (B). Uma significancia estatistica foi observada em todos os grupos
(P <0,05). A escala corresponde a 50 pum.

4.3.2 Astrocitos cerebelares tratados com T3 promovem a arborizacio neuronal:
A andlise da morfologia neuronal revelou um aumento dramatico no nimero de
neuritos das células plaqueadas sobre astrocitos tratados previamente com T3. Como
mostrado na Figura 22, houve uma diminui¢do de cerca de 50% no nimero de
neuronios desprovidos de neuritos nessas condi¢cdes. Além do mais, nessa mesma
situacdo houve também um aumento no nimero de neur6nios com dois ou mais neuritos

e um subgrupo de células apresentou 3 ou mais neuritos. Esses dados evidenciam que

astrdcitos cerebelares tratados com T3 promovem a arboriza¢do neuronal.
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Figura 22: Astrocitos cerebelares tratados com T3 promovem a arborizagdo neuronal.
Neuronios cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados por 24 horas sobre
monocamadas tratadas (A) ou ndo (inserto da foto) com T3. Apds isso, as células foram
fixadas e submetidas a imunocitoquimica para B-tubulina III, € o nimero de neuritos foi
obtido a partir de contagem de pelo menos 100 neurdnios escolhidos aleatoriamente em
cada condicdo (B). Uma rede neuritica complexa foi freqlientemente observada nos
neurdnios plaqueados sobre astrdcitos previamente tratados com T3. A significincia
estatistica foi observada para todos os grupos (P < 0,05). Escala corresponde a 25 pm.
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4.3.3 A neuritogénese induzida por astrdcitos tratados por T3 é mediada
indiretamente:

De forma a avaliar se o efeito observado na neuritogénese cerebelar seria
secundario a uma agdo do EGF astrocitario, culturas astrocitarias foram tratadas com
EGF, T3 ou ambos, conforme descrito previamente. Apds o tratamento, neurdnios
embriondrios foram plaqueados sobre as diferentes monocamadas astrocitarias, € o
numero e comprimento total de neuritos foram analisados (Figura 23).

O tratamento dos astrocitos com EGF induziu crescimento neuritico semelhante
ao observado no tratamento com T3 (Figuras 23D e E). As andlises quantitativas
revelaram que, nessa condi¢do, houve um aumento significativo no tamanho médio de
neuritos. A maioria dos neurdnios cultivados sobre astrdcitos tratados com EGF
estendeu neuritos com tamanho médio entre 100 e 200 um (Figura 23E). Da mesma
forma que na situagdo de tratamento prévio com T3, o nimero de neurdnios
apresentando neuritos entre 200 a 300 um foi expressivo (Figura 23E). Nessa mesma
situagdo, o nimero de neuritos por neurdnio foi significativamente aumentado: de forma
analoga ao tratamento prévio com T3, houve uma reducdo de cerca de 50% no niimero
de neuronios aneuriticos e um aumento de cerca de 40% no numero de neurdnios com
dois neuritos (Figura 23F). Ainda corroborando a semelhanca entre os dois diferentes
tratamentos, neurdnios com 3 ou mais prolongamentos, virtualmente ausentes nas
culturas controle, foram vistos comumente na situacao de tratamento prévio com EGF
(Figura 23F). O tratamento com EGF e T3 simultaneamente ndo aumentou o nimero
de neuritos ou seu tamanho total.

Com o objetivo de caracterizar de forma plena EGF como um intermediario dos
efeitos de T3 na modula¢do da neuritogénese, a atividade de EGF foi bloqueada com

genisteina e tirfostina, dois inibidores da ativagdo de EGFR. Sendo assim, os astrocitos
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foram tratados simultaneamente com T3 e genisteina ou tirforstina. Apos o tratamento,
os neurdnios cerebelares foram cultivados sobre a monocamada astrocitaria € o nimero
e tamanho total de neuritos foram analisados apds 24 horas de cultivo. Como visto na
Figura 24, o tratamento com qualquer uma dessas drogas simultaneamente ao T3 afetou
de forma significativa a neuritogénese induzida pelo hormdnio. Quando administradas
isoladamente em auséncia do tratamento hormonal, os inibidores nido afetaram o
crescimento neuritico (dados ndo mostrados). Na condi¢do do tratamento com essas
drogas, foi visto um incremento no nimero de neurdnios com neuritos curtos (0 a 100
um), seguido por um decréscimo importante no nuamero de neurdnios com
prolongamentos mais longos (100 a 200pm). Resultados similares foram obtidos com o
tratamento simultdneo com EGF e as drogas descritas (dados ndo mostrados). Da
mesma forma, o numero de neurdnios aneuriticos sofreu importante acréscimo quando
do tratamento de astrocitos com T3 e as duas drogas. Nessas condi¢des, houve também
decréscimo no numero de neurdnios mais arborizados (Figura 24). Esses dados
evidenciam o papel de EGF como um intermedidrio dos efeitos de T3 na neuritogénese
induzida por astrécitos.

De forma a discriminar entre uma agdo direta ou indireta de EGF na
neuritogénese, neurdnios embrionarios foram cultivados agora na presenca de MCTS3,
sabidamente rico em EGF. Apds 24 horas, o tamanho total e nimero de neuritos foram
avaliados de forma andloga a previamente descrita. Como se vé na Figura 25, o cultivo
de neuronios em MCT3 ndo promoveu incremento significativo em nenhum dos dois
parametros da neuritogénese avaliados, em comparacio com MCC. Esses dados
indicam que o EGF derivado dos astrocitos em resposta ao tratamento com T3 ndo esta

implicado diretamente na modulagdo da neuritogénese cerebelar.
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Figura 23: Efeito de EGF na neuritogénese cerebelar. neurdnios cerebelares obtidos a
partir de ratos E19 foram cultivados sobre monocamadas astrocitarias tratadas (B) ou
ndao (A) com T3 ou com EGF (C) (10 ng/ml), ou em por ambos. As culturas foram
mantidas por 24 horas antes de uma quantificacdo do tamanho total de neuritos (D) e
numero de neuritos por neurénio (E). O tratamento das culturas astrocitarias com EGF
aumentou significativamente a permissividade dessas células para a neuritogénese.
Setas em A indicam neurdnios aneuriticos. *P < 0,0001. Escala corresponde a 50 um.
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Figura 24: Efeito da inibicdo da via de sinalizagdo de EGF no crescimento neuritico
induzido por astrocitos tratados por T3: Neurdnios cerebelares obtidos a partir de ratos
E19 foram cultivados sobre monocamadas astrocitarias tratadas previamente com T3
apenas ou simultaneamente na presenca do inibidor de tirosina cinase, genisteina (2,5
uM) (T3 + G) ou do inibidor especifico de EGFR, tirfostina (500 nM) (T3 + Tyrph). O
meio contendo o inibidor foi trocado por meio sem o inibidor imediatamente antes do
plaqueamento dos neurdnios. Apds 24 horas de cultivo, o tamanho médio de neuritos (A
e B) e o nimero de neuritos por neuronio foram analisados. P < 0,0001; n; neuritos. A
adicdo de genisteina ou tirfostina inibiu completamente o efeito dos astrocitos tratados
com T3 no numero e tamanho total de neuritos.
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Figura 25: O meio condicionado por astrocitos tratados com T3 ndo aumenta o
comprimento total e numero de neuritos. NeurOnios cerebelares obtidos de ratos E19
foram mantidos por 24 horas na presenga de meio condicionado por astrdcitos tratados
(MCT3) ou ndo (MCC) por T3. Apos isso, as cé€lulas marcadas para B-tubulina I1I foram
analisadas, de forma que o tamanho total de neuritos (A e B) e o nimero médio de
neuritos por neurdnio (C) foram quantificados em pelo menos 100 neurdnios escolhidos
aleatoriamente por situagdo. MCT3 ndo afetou o niimero e o tamanho total de neuritos.
Nenhum dos grupos analisados apresentou significancia estatistica (P> 0,05 para todos

0S grupos).
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4.3.4 A neuritogénese induzida por astrécitos tratados por T3 é mediada por
proteinas de matriz extracelular:

Uma vez demonstrado que os efeitos de T3 sobre a neuritogénese ndo sio
decorrentes de uma agdo direta de MCT3 sobre os neurdnios, sugeriu-se que tais efeitos
poderiam se dar por um mecanismo indireto, envolvendo a secre¢do de moléculas
adicionais pelos astrocitos e envolvendo obrigatoriamente o contato dos neurénios com
a monocamada astrocitdria. Tendo em vista que o crescimento neuritico no SNC ¢
primariamente dependente da expressdo de proteinas de matriz extracelular (MEC),
procuramos avaliar o eventual envolvimento da modulacdo de duas proteinas da MEC
sabidamente permissivas ao crescimento neuritico, laminina e fibronectina no fendémeno
observado. Desta forma, foi realizada a imunomarca¢do das monocamadas astrocitarias
para laminina e fibronectina. Como evidenciado na Figura 26, ambas as proteinas
mostraram expressdo amplamente elevada apds os tratamentos com T3 e EGF.
Enquanto nas culturas controle a expressdo dessas proteinas mostrou-se restrita a certos
grupos celulares, nas culturas tratadas a expressdo dessas proteinas mostrou-se mais
uniforme e distribuida amplamente (Figura 26). A marcagdo foi predominantemente
extracelular, com fibras espessas. O tratamento das culturas com T3 e genisteina ou
tirfostina, simultaneamente, provou um decréscimo na expressdo dessas proteinas,
evidenciando novamente que EGF ¢ um intermediario dos efeitos de T3 sobre a
modulacdo dessas proteinas de MEC. A adi¢do dessas drogas as culturas controle ndo
promoveu alteracdes no padrdo de expressdo dessas proteinas. Em conjunto, os dados
sugerem que o principal mecanismo pelo qual EGF modula os efeitos de T3 sobre a

neuritogénese seja a modulacdo de proteinas da MEC.
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Fibronectina Laminina

Figura 26: 73 e EGF modulam a produgdo de proteinas de matriz extracelular por
astrocitos. Culturas astrocitarias cerebelares tratadas com EGF (10 ng/ml) ou T3 (50
nM) foram submetidas a imunocitoquimica para as proteinas de matriz extracelular
laminina (painel superior) e fibronectina (painel inferior). EGF e T3 contribuiram
igualmente para o incremento na expressao dessas proteinas pelos astrdcitos. A adigao
de genisteina (T3+G) ou tirfostina (T3+Tyrph) reverteu fortemente esse fendmeno. Os
insertos em “T3+G” evidenciam a marcacdo nuclear com 4’,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) para uma cultura tratada com T3 e genisteina, em um aspecto equivalente ao
observado em todas as demais condi¢des. As escalas correspondem a 100 um.

4.3.5 EGF modula a expressiao de laminina e fibronectina através das vias de
sinalizacio MAPK e PI3-K:

Procuramos investigar quais vias de sinalizagdo estariam envolvidas nos
fendmenos de neuritogénese ¢ de modulagdo de expressdo de proteinas de matriz

extracelular observados, uma vez que diferentes vias de sinalizagdio podem ser
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desencadeadas a partir da ativacio de EGFR (Scaltriti & Baselga, 2006), estando
associadas a respostas celulares diferenciadas. Para isso, culturas astrocitarias
preparadas segundo o mesmo protocolo descrito para os demais experimentos foram
tratadas com EGF e simultaneamente com diversos inibidores de vias de sinalizagao
distintas por 3 dias. Apods esse periodo, neurdnios embriondrios foram cultivados sobre
as monocamadas astrocitarias por 24 horas, tendo o meio de cultivo sido trocado como
forma de evitar uma acgdo direta dos fatores e inibidores sobre essas células, e apos isso
as culturas foram fixadas, marcadas com anticorpo anti beta-tubulina-III e o tamanho
total de neuritos avaliado de acordo com o mesmo protocolo descrito acima. Nessas
condi¢des, PD98059, um inibidor seletivo da MAPK, bloqueou completamente a
neuritogénese induzida por EGF (Figura 27). Resultados semelhantes foram obtidos
com o emprego de LY294002, um inibidor especifico da via de PI3K. O inibidor
especifico de PKA, KT5720, por sua vez, ndo bloqueou os efeitos de EGF na
neuritogénese. Nenhum inibidor teve efeito sobre as culturas astrocitarias controle
(dados ndo mostrados). Ensaios com azul de Trypan ndo apontaram efeitos toxicos
dessas drogas sobre as células (dados ndo mostrados).

Em seguida, de forma a relacionar ainda mais a neuritogénese induzida por EGF
com a expressdo de proteinas da MEC, culturas astrocitarias tratadas com EGF e com os
mesmos inibidores de vias de sinalizagdo descritos acima foram fixadas e marcadas por
imunocitoquimica para laminina e fibronectina (Figura 28). De forma concordante com
os dados acima, PD98059 e LY294002 atenuaram dramaticamente a expressdo de
proteinas de MEC induzida por EGF. A inibicdo da via de PKA por KT5720 nao
perturbou esse incremento na expressao dessas proteinas promovido por EGF. Esses

dados reforgcam a estreita relacdo entre a modulacdo por EGF da neuritogénese e da
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expressdo de proteinas de MEC e demonstram o envolvimento das vias de MAPK e

PI3K nesse processo.
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Figura 27: Efeitos dos inibidores de vias de sinalizagdo no crescimento neuritico
induzido por EGF. Neurdnios cerebelares obtidos a partir de ratos E19 foram cultivados
sobre monocamadas astrocitdrias-controle (A) ou previamente tratadas com EGF
(10ng/mL) (E) ou em combinagdo com os inibidores de PKA, KT5720 (400nM) (E +
KT5720; B), MAPK, PD 98059 (50 uM) (E + PD98059; C), e PI3K, LY294002 (5 uM)
(E + LY294002). O meio contendo os inibidores foi trocado por um isento desses antes
do plaqueamento neuronal. Apos 24 horas de cocultura, as células foram submetidas a
imunocitoquimica para B-tubulina III (A-E), e o tamanho médio de neuritos foi
analisado (F). A neuritogénese induzida por EGF foi abolida pelos inibidores de MAPK
e PI3K, PD 98059 e LY294002, respectivamente, enquanto que o inibidor de PKA,
KT5720 ndo teve efeito sobre a neuritogénese. * P < 0,001 em comparagdo com EGF.
As escalas correspondem a 100 um.
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Figura 28: Efeito dos inibidores de vias de sinalizacdo na sintese de proteinas da MEC
por astrocitos induzida por EGF. Culturas astrocitarias foram tratadas com EGF e os
diferentes inibidores de vias de sinalizagdo. Apds os tratamentos, as culturas foram
marcadas por imunocitoquimica para as proteinas da MEC, laminina e fibronectina. O
estimulo a expressdo dessas proteinas por EGF foi inibido pelos inibidores de MAPK e
PI3K, PD 98059 e LY294002, respectivamente, enquanto que o inibidor de PKA,
KT5720 ndo teve esse efeito. Os insertos em “E+LY294002” evidenciam a marcagao
nuclear com 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para uma cultura tratada com EGF e
LY?294002, em um aspecto equivalente ao observado em todas as demais condi¢des. As
escalas correspondem a 100 um.
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5 Discussao:

5.1  Astrocitos como moduladores da proliferacdo de precursores granulares:

Durante o desenvolvimento do cerebelo, a proliferagdo dos precursores
neuronais na EGL ¢ um processo influenciado por diversos fatores, € que ocorre em um
sitio e intervalo de tempo restritos. Apos atingirem a maturidade, os precursores migram
para uma camada mais profunda do cortex cerebelar, onde o programa de proliferacao
cessa (Figura 29A, Choi et al., 2005). Essa caracteristica do desenvolvimento desse
orgdo, dos diferentes fenomenos celulares ocorrerem em sitios € momentos diferentes, ¢
uma das razdes para se utilizar de forma tdo freqiiente o cerebelo como um modelo de
estudo de fendmenos mais gerais do SNC (Sotelo, 2004). Além do mais, essa estrutura ¢
caracterizada por uma quantidade relativamente reduzida de tipos celulares, os quais
podem em parte ser dissociados entre si por modelos experimentais diversos, como
culturas de camadas especificas, cultivo sobre fatias, ou culturas de células dissociadas
seguidas de separacdo fracionada dos tipos celulares (Wang et al., 2007; Choi et al.,
2005; Manzini et al., 2007).

Com relacdo ao nosso tema de estudo, o cerebelo ¢ um modelo ainda mais
proximo do ideal, por ser uma das estruturas mais severamente afetadas nos modelos de
hipotireoidismo congénito. De forma resumida, a falta de hormonio tireoideano durante
o desenvolvimento cerebelar acarreta em déficits severos na proliferacdo de precursores
granulares na EGL, resultando em uma camada de espessura reduzida, déficits na
migracdo dos precursores neuronais, resultando em uma permanéncia da EGL no
adulto, deficiéncias na diferenciagdo dos neurdnios de uma forma geral, acarretando em

uma reducdo na arboriza¢do da camada molecular (Takahashi et al., 2008). Ha
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conseqiiéncias sobre processos gerais como a reducdo no peso total do cerebelo e
prejuizos a sua foliagdo. De forma andloga, o hipertireoidismo acelera o processo
migratério na EGL resultando em um desaparecimento precoce dessa camada. Nessa
condi¢do ha também uma reducdo no processo de foliacdo (Lauder et al., 1974).

Em nosso primeiro conjunto de resultados evidenciamos o papel de astrdcitos
cerebelares em induzirem a proliferacdo dos precursores granulares a partir do estimulo
de T3. Esse fendmeno se da através do efeito do EGF secretado por essas células em
resposta ao hormonio, e ¢ potencializado pelo contato celular, tendo o envolvimento da
via de PKA para a sua efetivacdo. Isso foi demonstrado através da comparacdo das
proliferacdes neuronais observadas no cultivo dos precursores granulares sobre
monocamadas astrocitdrias tratadas ou ndao com T3 ou na presenca do meio
condicionado por esses astrocitos apenas. Nessas condicdes pudemos verificar o
intenso efeito proliferativo decorrente do tratamento prévio dos astrocitos com T3, e
também como o contato dos precursores com a monocamada astrocitdria potencializou
o incremento populacional observado.

Quando comparado com o modelo de cultivo de neurénios isolados, no nosso
modelo de co-cultura os neurdnios apresentam novas formas de interagdo, incluindo ai
em especial o contato com ligantes de matriz extracelular através de receptores de
membrana, como as integrinas. A ativacdo de integrinas estd associada a ativacdo de
vias de sinalizagdo intracelulares, incluindo ai a cinase-ligada a integrina (ILK), as quais
suscitam por si mesmas efeitos proliferativos. Animais knockout (KO) para Integrinas
ou para ILK apresentam distirbios severos na proliferacdo granular (Blaess et al., 2004;
Mills et al., 2006), fato esse que enfatiza o papel do contato celular sobre o
desenvolvimento pleno dessas células. Além do mais, o contato das proteinas da MEC

com as integrinas tem papel em modificar as respostas aos fatores de crescimento em
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diversos sistemas celulares. Desta forma, a ativacdo de integrinas possui efeito sinérgico
ao dos fatores de crescimento sobre a fosforilagdo de ERK em modelo de cultura de
fibroblastos (Miyamoto et al.,, 1996), a ativagdo da integrina avp3 pela tenascina-C
favorece o crescimento de células de musculo liso induzido por EGF (Jones et al., 1997)
e a ativagdo de integrinas ¢ capaz por si s6 de ativar EGFR e desencadear em uma série
de fenomenos decorrentes dessa ativacdo (Moro et al, 1998). Da mesma forma, a
ligagdo da integrina a6f1 mostrou-se capaz de potencializar os efeitos de neuregulina
como um fator promotor de sobrevida de oligodendrocitos (Colognato et al., 2002).
Ainda reforgando esses dados, a subunidade o2 da laminina se mostrou capaz de
aumentar a sobrevida de oligodendrdcitos em resposta ao fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) (Frost et al., 1999). Os mecanismos desse tipo de interacdo ndo
foram plenamente caracterizados, mas provavelmente envolvem interagdes entre as vias
de sinalizacdo ativadas pelas integrinas e os receptores para os fatores de crescimento,
tal como evidenciado no modelo de PDGF como indutor da proliferacdo de fibroblastos
(Schneller et al., 1997).

No nosso modelo de cocultura, observamos um incremento na populagio
neuronal ao fim do periodo de 24 horas de observagdo. Esse aumento foi atribuido a um
estimulo a proliferacdo de precursores neuronais, como comprovado por ensaios de
proliferacdo celular. Concluimos ai que o contato celular por si s6 ¢ um indutor da
proliferacdo desses precursores neuronais. Esses dados sdo corroborados por estudos
que evidenciam a ativacdo de integrinas como um evento desencadeador da transcrigdo
de proteinas relacionadas a progressao no ciclo celular, como as ciclinas (D amico et al.,
2000). O hormdnio tireoideano se mostrou um indutor da expressdo de ciclina D2 na
EGL, em um mecanismo provavelmente envolvendo mais de um tipo celular, ja que

essa expressao nao foi estimulada pelo tratamento hormonal em animais com mutagdes



77

tanto em TRa quanto em TR (Poguet et al., 2003). Da mesma forma, nossos dados
revelam que T3 induz a secre¢do de EGF por astrocitos, e ja se evidenciou que os
precursores neuronais da EGL expressam niveis elevados de EGFR (Seroogy et al.,
2005). EGF possui potente efeito mitdtico sobre esses precursores. Esses dados
reforcam a hipdtese de que T3 exerga seus efeitos sobre a proliferagdo da EGL por um
mecanismo indireto, que envolve astrocitos e EGF (Figura 29A). Na EGL, por sua vez,
todas essas evidéncias sugerem que o efeito mitdtico de EGF poderia ser mais intenso
sobre os precursores em contato mais intimo com substratos de laminina, com
conseqiiente ativagdo subseqiiente de integrinas. Esse poderia ser o caso da por¢do mais
marginal da EGL que estd em contato com a laminina subpial (Figura 29A), e onde de
fato a taxa proliferativa ¢ mais intensa (Pons et al., 2001). Todavia, outros fendmenos
podem ser co-responsaveis pelo incremento populacional observado, tais como uma
maior adesdo das células ao substrato ou mesmo um favorecimento a especificagdo
neural, uma vez que, a0 menos em outros sistemas, como na zona subventricular e
cortex cerebral, os astrocitos se mostraram como indutores da diferenciagdo celular em
neurdnios, em um processo que depende do contato celular (Lim & Alvarez-Buylla et
al., 1999; Spohr et al., 2008). Observamos também que os mesmos fendmenos
responsaveis pelo incremento populacional observado no cultivo dos neurdnios em meio
condicionado (isto ¢, estimulo a proliferacdo de precursores neuronais sem modificacdo
de sua sobrevida, envolvimento de EGF, ativacdo da via de PKA) estdo também
presentes nas condi¢cdes de contato celular (isto é, nos ensaios de co-cultura). Assim, o
contato celular atuaria em sinergia com EGF. Essa sinergia poderia ser secundaria a
potencializacdo da resposta dos precursores a EGF.

Do ponto de vista molecular, esse fendomeno poderia ser decorrente da

propriedade das proteinas da MEC de aumentarem a autofosforilagio de EGFR, como ja
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demonstrado em diversos modelos celulares (Cybulsky et al., 1994, Miyamoto et al.,
1996; Jones et al., 1997; Yarwood & Woodgett, 2001), e, portanto, estimulando uma via
de sinalizacdo ja ativada na condi¢do de cultivo dos neur6nios em meio condicionado.
Isso poderia também ser decorrente da ativagdo de outras vias de sinalizagdo, uma vez
que a ligacdo de integrinas a laminina promove a proliferacdo dos precursores
granulares através da ligacdo a Sonic Hedgehog (Shh), um potente indutor da
proliferacao de células granulares (Pons et al., 2001; Blaess et al., 2004).

A ativacdo de EGFR resulta na ativagdo de diferentes vias de sinalizagdo. Dados
prévios demonstravam a potencializacdo dos fendmenos proliferativos de MCT3 pelo
ativador da adenilato-ciclase forscolina, sugerindo o papel da via de PKA nos
fendmenos proliferativos suscitados por esse meio condicionado (Gomes et al., 1999).
Nossos dados comprovam as hipdteses a respeito do envolvimento dessa via nos
fenomenos observados, uma vez que os ensaios envolvendo o inibidor de PKA,
KT5720, aboliram completamente o incremento populacional induzido por MCTS3.
Classicamente, a via de PKA ndo estd envolvida na proliferacdo induzida por EGF.
Entretanto, alguns trabalhos envolvendo respostas celulares a EGF demonstram uma
sinergia entre PKA e outras vias, como a de MAPK e PKC (Hilborn et al., 1997). Da
mesma forma, uma interacdo entre EGFR e PKA envolvendo a proteina adaptadora
Grb2 e a ativagdo secundaria de MAPK ja foi proposta em modelos de células tumorais
(Tortora et al.,, 1997; Ciardiello & Tortora, 1998). Desta forma, embora nossos
resultados ndo eliminem a participacdo de outras vias de sinalizagdo na proliferagdo
celular induzida por EGF, eles demonstram claramente o envolvimento da via de PKA.

A despeito do potente efeito sobre a proliferagdo neuronal demonstrado por
EGF, outros fatores soliveis ja se mostraram extremamente importantes para a

proliferacdo de células granulares. O exemplo mais citado ¢ o de Shh, o qual ¢
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considerado o principal mitdgeno dessas células e cuja expressdo afeta diretamente ndo
apenas a sua proliferacdo (Dahmane & Ruiz-i-Altaba, 1999), como também processos
considerados relacionados com a taxa de proliferagdo dos neurdnios granulares, como a
foliagdo cerebelar (Corrales et al., 2006). Sabe-se, todavia que a proliferacdo dos
precursores granulares estd afetada no hipotireoidismo e da mesma forma a foliagdo
cerebelar, sendo assim, seria de extrema relevancia se avaliar uma eventual modulagao
da expressdo de Shh pelos hormdnios tireoideanos. Sendo Shh apontado como o
principal mitégeno dos neurdnios granulares, os severos déficits proliferativos
encontrados no hipotireoidismo devem de alguma forma ser decorrentes de modulagdes
na expressao desse fator ou entdo na modificacdo da resposta celular ao mitdgeno. Uma
interacdo entre EGF e Shh deve ser também investigada, e pode ser por si s6 o ponto de
interseccdo entre os nossos achados a respeito do intenso efeito proliferativo de EGF e
os dados da literatura a respeito do desenvolvimento normal das células granulares. O
hormonio tireoideano afeta diretamente um importante parametro do desenvolvimento
das células de Purkinje, o desenvolvimento dendritico (Heuer & Mason, 2003). Sendo
esse subtipo celular o principal sitio secretor de Shh, ¢ de se esperar que a
disponibilidade desse fator soluvel esteja também reduzida na auséncia do hormonio.
Da mesma forma, as semaforinas e seus receptores parecem ter algum papel no processo
proliferativo da EGL, uma vez que ha intensa expressio de Plexina B2 na EGL
embriondria e dele¢des no gene dessa proteina acarretam em grandes reducdes na
proliferacdo da EGL embrionaria e no processo de foliagdo cerebelar (Deng et al., 2007;
Friedel et al, 2007). Em sendo esses achados similares aos encontrados no
hipotireoidismo congénito, uma modulacdo da expressdo de semaforinas ou de seus

receptores por T3 deve ser também investigada.
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Concluimos que diversas evidéncias da literatura corroboram nossos achados e
auxiliam na constru¢do de um modelo no qual grande parte dos efeitos proliferativos
desencadeados pelo hormonio tireoideano podem ser secundérios a secre¢do de EGF
por astrdcitos. Os efeitos finais dessa molécula seriam influenciados por diversos fatores
presentes na EGL, incluindo ai proteinas de matriz extracelular e outros fatores soluveis
que podem sofrer modulacdo da expressao por T3 ou ter os seus efeitos alterados de

acordo com a disponibilidade de EGF no meio.

5.2  Astrocitos como moduladores da migracio de neuronios granulares:

A migragdo dos neurdnios granulares foi o pardmetro avaliado em seguida.
Conforme revisto, a migracdo da camada granular externa em dire¢do a camada
granular interna ¢ um fendmeno pos-natal (Figura 29B), influenciado e dependente de
diversos fatores como moléculas soluveis como Netrina-1 e Semaforinas, moléculas de
superficie celular como N-CAM, gangliosideos e astrotactina, fatores soliiveis como
neuregulinas, moléculas de matriz extracelular como laminina e o auxilio de outros
tipos celulares, em especial da glia de Bergmann (Zhou et al., 2007; Lindner et al.,
1983; Santiago et al., 2001 e 2004; Rio et al., 1997) além de ser fortemente afetada pela
auséncia do hormonio tireoideano (Lauder et al, 1974; Poguet et al., 2003; Takahashi et
al., 2008). A reposicao hormonal é capaz de reverter esse quadro, e o0 HT pode de forma
direta estimular a migracdo granular (Farwell et al., 2005), mas ha inumeros indicios de
que outros fatores que ndo a simples agdo direta do hormonio sobre os neurdonios
granulares possam estar envolvidos. Por exemplo, modificagdes na expressdao do TR
presente em células granulares ndo afetam o processo migratorio descrito (Morte et al.,

2004). Da mesma forma, periodos curtos de tratamento hormonal ndo afetam a
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migragdo granular pos-natal (Poguet et al., 2004) e um tratamento mais longo parece ser
necessario para que a migragao seja restabelecida (Takahashi et al., 2004), evidenciando
que o mecanismo envolvido deve exigir agentes intermedidrios. Até mesmo o fendmeno
migratorio exercido diretamente em modelos de explantes cerebelares ¢ mais lento e de
magnitude muito inferior ao observado por nos, referentes as agdes de EGF, como
discutiremos a seguir (Farwell et al. 2005).

Sendo assim, evidenciamos como os fatores soliveis de astrocitos cerebelares
tratados com T3 podem estimular a migra¢do de neurdnios granulares. Inicialmente,
demonstramos como o meio condicionado por esses astrocitos ¢ capaz de aumentar o
raio de migra¢do neuronal de explantes cerebelares. Esse fenomeno ¢ mimetizado por
EGF e ndo ¢ reproduzido por outro fator, TGF-fB, o qual ¢ sabidamente promotor de
migracdo no cortex cerebelar (Siegenthaler & Miller, 2004). Esses efeitos de MCT3 sao
abolidos com a pré-incubagdo desse meio com anticorpos neutralizantes para EGF ou
com o tratamento simultdneo com drogas inibidoras da ativacdo de EGFR, o que
evidencia que ¢ esse fator o responsavel pelo incremento da migragdo. Tais resultados
foram corroborados por ensaios in vivo de injecdo de EGF, onde o mesmo estimulo
migratorio pode ser comprovado.

Esses achados sdo em grande parte corroborados por dados prévios da literatura.
As células da EGL expressam niveis elevados do RNAm para EGFR, e tal expressdo ¢
ainda mais intensa na porcdo pré-migratéria dessa camada (Seroogy et al., 1995),
tornando-se muito menos intensa na IGL. Os niveis de EGFR permanecem elevados
durante todo o periodo migratério e decrescem logo apds. Fatores soluveis e receptores
de membrana sdo de fato importantes influenciadores da migracdo das células
granulares. Um exemplo disso ¢ obtido a partir da observacdo de que animais KO para

BDNF apresentam uma EGL persistente, decorrente da falha do processo migratorio
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normal (Schwartz et al, 1997). E de fato, esse fator é quimiotropico para esses
neurdnios, em um mecanismo que depende da ativacdo de receptores de membrana do
tipo TrkB e também ¢ caracterizado pela polarizagdo desses receptores em sitios mais
proximos da fonte do fator (Zhou et al., 2007), o que poderia por si so justificar em
grande parte o sentido da migracdo granular, j4 que a concentracdo desse fator ¢ maior
na IGL do que na EGL (Kaplan & Miller, 2007). Da mesma forma, a mutagdo no
receptor Orfao nuclear v-erbo também esta associada a um impedimento na migragado
dessas células (Chomez et al., 2000). Varios fatores soliveis foram relacionados a
eventos migratorios no SNC. Durante o desenvolvimento cerebelar precoce, a Netrina-1
exerce efeito quimiorrepulsivo sobre os interneurdnios que surgem de progenitores da
substancia branca e migram em direcdo a por¢des mais periféricas do 6rgao (Guijarro et
al., 2006). Durante a migra¢do tangencial dos neurOnios granulares, as células de
Purkinje secretam a molécula soluvel repulsiva Slit-2, que tem papel de impedir uma
migracdo precoce dos precursores granulares para camadas mais internas do cortex
cerebelar (Guan et al., 2007). Além de Netrina-1 e Slit-2, as semaforinas, outro grupo de
moléculas inicialmente caracterizadas com a funcdo de direcionamento axonal, também
se mostraram relevantes para o processo migratdrio no cerebelo, uma vez que se
evidenciou que a semaforina 4C tem papel importante pro-migratorio dos neurdnios
granulares, atuando através de seu receptor Plexina-B2, cuja expressdo, da mesma
forma que a de EGFR ¢ também aumentada em neur6nios migratorios € cessa apos
essas células atingirem a IGL (Deng et al., 2007).

Os receptores de EGF regulam a migracdo em uma variedade de modelos
celulares e a expressdo de EGFRs ja foi apontada como uma caracteristica de células
migratdrias de diversas regides do SNC, ja que esta expressdo ¢ mais intensa ao longo

de vias migratérias como a via radial entre as zonas proliferativas e a placa cortical, e o
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percurso tangencial entre a zona subventricular e o bulbo olfatorio (Caric et al., 2001).
Além disso, infusdes de EGF no ventriculo lateral provocam modificagdes no padrdo
migratorio de algumas populagdes do SNC (Burrows et al., 1997). Ainda mais
interessante ¢ a observacdo de que a migragdo celular ¢ dependente de um nivel elevado
de expressdao de EGFR, que costuma ocorrer com os neurdnios do cortex cerebelar entre
15 e 18 dias embrionarios. Uma elevagdo prematura, como a decorrente da transfec¢do
por um vetor viral, na expressdo desse receptor desencadeia uma migracdo precoce
nesse modelo (Caric et al., 2001). No cortex cerebelar, essa modulagao ndo havia sido
ainda descrita, mas ja se sabe que ha uma grande expressdao de EGFR na por¢do mais
interna da EGL, justamente a por¢do denominada “pré-migratéria”. E tentador supor
que as células nessa localizagdo estejam atingindo esse limiar migratorio de expressao
de EGFR descrito para algumas populagdes do cortex cerebral. Estudos com transfeccao
de vetores virais desencadeando a superexpressdo de EGFR poderiam reforcar os nossos
achados e ajudar na elaborag@o de nosso modelo.

Da mesma forma, o fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-1) modula
a migragao celular em diversos sistemas, incluindo ai o cortex cerebral, onde se verifica
também um estimulo a expressdo da proteina de adesdo celular como N-CAM por esse
fator (Siegenthaler & Miller, 2004). Em nosso modelo de estudo, TGF-f1 ndo
promoveu a migracdo granular, dado que comprova a especificidade do fendmeno para
EGF e reforga o vinculo desse fendmeno com o mecanismo de agdo hormonal.

Uma ag¢do direta dos hormonios tireoideanos sobre a migracdo neuronal ja foi
demonstrada em um modelo de cultura de explantes, porém em uma magnitude muito
menos relevante e apés um tempo de observagdo mais prolongado do que o de nossos
esperimentos com EGF (Farwell et al., 2005). A despeito de diferengas metodoldgicas

fundamentais nos protocolos, nossos dados ndo excluem que de fato haja uma agdo
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direta dos hormonios tireoideanos sobre o processo migratorio. Podemos, entretanto,
afirmar que os nossos resultados sdo secundarios a agdo de EGF uma vez que: 1) MCT3
¢ desprovido de hormoénios tireoideanos, conforme evidenciado previamente por
radioimunoensaio (Trentin et al., 1995) ¢; 2) os fendmenos observados foram abolidos
com a pré-incubagdo de MCT3 com anticorpo neutralizante para EGF ou com o
emprego de drogas inibidoras da ativacdo de EGFR. Alguns resultados recentes in vivo
evidenciam que a reversdo nos déficits migratérios decorrentes do hipotireoidismo pela
reposicdo hormonal ocorre apenas em periodos mais prolongados de tratamento do que
o avaliado em nossos estudos (Takahashi et al., 2008). De qualquer forma, nenhuma das
observagdes citadas acima pode ser considerada mutuamente excludente e as
informacdes dos diferentes estudos podem ser complementares e desenharem um
cenario extremamente complexo da acdo dos HTs sobre esse aspecto do
desenvolvimento cerebelar.

No processo migratério granular pds-natal, a glia de Bergmann tem papel
primordial em guiar nos neurdnios que se dirigem a IGL. Para isso, um intimo contato
entre esses dois subtipos celulares ¢ estabelecido, caracterizado pela expressdo de
diversas moléculas de superficie celular e fatores soluveis (Yamada et al., 2002).

Descrevemos assim o efeito de astrocitos cerebelares tratados com T3 sobre o
desenvolvimento da glia de Bergmann. Demonstramos que o meio condicionado por
astrocitos tratados por T3 induz a extensdo dos prolongamentos desse subtipo glial,
estando associado a processos celulares mais extensos. Esse fendmeno ¢ mimetizado
pela adicdo de EGF e abolido quando se pré-incuba MCT3 com o anticorpo
neutralizante para EGF, ou quando se cultivam essas células em MCT3 acrescido de

drogas inibidoras da ativacdo de EGFR.
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Esses resultados demonstram um efeito de EGF sobre a glia de Bergmann, ¢
possivel que esses efeitos sejam diretos ou indiretos. O fato de identificarmos EGFR na
glia de Bergmann sugere fortemente que esse tipo celular seja alvo de EGF durante o
desenvolvimento cerebelar. No entanto, nossos dados a respeito de glia de Bergmann
foram obtidos com preparacdes onde outros tipos celulares, incluindo ai neurdnios
granulares, que sabidamente expressam EGFR, estavam presentes.

A acdo de fatores soliiveis astrocitarios e mesmo especificamente de EGF sobre
astrcitos ja foi demonstrada em outros estudos. Como exemplo, astrdcitos derivados de
nervo Optico de rato apresentam mudancas morfologicas e de mobilidade em resposta a
EGF (Liu et al, 2006). Da mesma forma, MCT3 ¢ capaz de promover mudangas na
morfologia ou proliferacdo de astrocitos (Trentin et al., 1995). Sendo assim, uma
interacdo entre diferentes células gliais envolvendo EGF ¢ um modelo plenamente
factivel e que deve se repetir em uma série de cendrios ao longo do desenvolvimento do
SNC.

Em nossos trabalhos, assumimos modificagdes na morfologia da glia de
Bergmann como sindnimos de uma modificacdo na capacidade dessa glia em permitir a
migragdo neuronal. Essa postura é reforgada por observagdes de que a glia de Bergmann
assume morfologia mais alongada quando se efetiva a migracdo dos neurdnios
granulares, seja em situacdes do desenvolvimento do cerebelo quanto em experimentos
de resgate do fenotipo de glia radial (Soriano et al. 1997). Ainda nesses experimentos,
verificou-se justamente que fatores soliveis sdo capazes de resgatar esse fenotipo, de
forma semelhante ao que observamos em nossos trabalhos. Os achados de que nos
explantes, os neurdnios migram usando as fibras gliais como guia (Hockberger et al.,
1987) e evidenciando o maior desenvolvimento dessas fibras nas situagdes de cultivo

em MCT3 reforcam a validade do uso desse parametro como uma medida de
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capacitagdo da migracdo. Além da avaliagdo morfologica, outros parametros poderiam
ser utilizados como medidas indiretas da diferenciagdo e capacidade dessa glia em
prover o auxilio migratorio as células granulares, como a avaliacdo da expressdo de
marcadores como RC1 e 2 (Yamada et al., 2002).

A descricdo de EGF como uma molécula estimuladora da radializacdo da glia de
Bergmann incluiria esse fator solivel em um grupo de elementos com essa propriedade.
Fatores soluveis derivados de neur6nios migratorios jovens sdo capazes de resgatar o
fendtipo radial da glia de Bergmann (Soriano et al.,, 1997). As neuregulinas t€ém papel
importante nesse processo (Rio et al., 1997), e a sinalizacdo por Notch ¢ desencadeador
desse fenomeno por aumentar a expressdo dos receptores de neuregulinas (erbB) pelas
células gliais (Patten et al., 2003). O Fator de Crescimento Transformante-o (TGF-a) ¢
também uma molécula capaz de promover o fendmeno de radializagdo em uma
populacdo de astrdcitos maduros. Deve-se ressaltar, todavia, que o efeito desse ultimo
fator ocorre apenas em periodos mais prolongados de exposi¢do, muito maiores que 0s
necessarios para a modificacdo do fenotipo desencadeada por neuregulinas ou mesmo
por EGF (Sharif et al., 2006).

Evidenciamos também o papel da via de MAPK nos processos migratdrios e de
radializacdo da glia de Bergmann. Esses achados reforcam: 1) o papel de EGF, atuando
a partir da sua via mais classica nos dois fendmenos e; 2) uma provavel interligacdo
entre os dois fendmenos. Tendo em vista os nossos modelos de estudo, ndo podemos
definir exatamente sobre qual dos dois subtipos celulares EGF atua diretamente ou em
qual desses subtipos a via de MAPK esta ativada primariamente. O fato de ambos os
tipos celulares, gliais e neuronais, expressarem EGFR abre margem para diversas
interpretagdes desses dados. Ensaios envolvendo culturas purificadas gliais ou

imunocitoquimica para MAP fosforilada poderiam esclarecer melhor os subtipos
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celulares nos quais a acdo de EGF ¢ primaria e dar mais dados a respeito da
interdependéncia dos fenomenos.

Esses dados em conjunto reforcam a possibilidade de um mecanismo indireto da
acao hormonal sobre a migracdo granular: o EGF secretado em resposta ao tratamento
hormonal promoveria a radializacdo da glia de Bergmann, em um processo similar ao
desencadeado por outros fatores soliveis e esse evento estaria de alguma forma

relacionado a migragdo granular.

5.3  Astrocitos como moduladores da neuritogénese cerebelar:

A etapa final estudada diz respeito a diferenciacdo dos neurdnios granulares.
Ap6s essas células atingirem a IGL, o processo de neuritogénese resulta na formacgao da
complexa rede neuritica, fundamental para a fisiologia cerebelar (Figura 29C). Em
especial, os axonios das células granulares devem estender-se a ponto de atingirem os
dendritos das células de Purkinje, constituindo-se assim nas fibras musgosas.
Classicamente, durante essas etapas ¢ descrita como uma transicdo na qual a célula
modifica o seu programa proliferativo e desencadeia um processo de diferenciagdo
(Wang et al., 2007). O hormonio da tire6ide parece ter papel nessa modificagdo da
programacao celular, uma vez que o hipotireoidismo estd associado a um retardo na
maturacdo das células granulares, e o hipertireoidismo parece acelerar esse processo
(Lauder et al., 1974; Poguet et al., 2003; Corrales et al, 2006)

Demonstramos que astrécitos cerebelares tratados com T3 induzem os neuronios
granulares a se diferenciarem, tomando como parametro de diferenciacdo a
neuritogénese. Esse efeito ¢ mediado pelo EGF secretado pelos astrocitos e envolve

aumento na sintese de laminina e fibronectina e ativacdo das vias de sinalizagido MAPK
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e PI3K. Esses achados, em conjunto com os dados prévios a respeito de proliferacio e
migracdo neuronais, sugerem um papel multiplo de EGF: diretamente sobre os
precursores neuronais, esse fator estimula a sua proliferagdo; indiretamente, e atuando
de forma autdcrina nos astrocitos, esse fator estimula a neuritogénese. A agdo sobre a
migragdo envolve também uma modula¢do na morfologia glial. De qualquer uma dessas
formas, demonstramos como as cé€lulas gliais ¢ EGF possuem papel fundamental como
mediadores do desenvolvimento cerebelar.

Os astrdcitos sdo reconhecidos como fonte principal de sintese e secrecdo de
componentes de matriz extracelular no SNC, incluindo ai laminina e fibronectina
(Garcia-Abreu et al., 1995; Menet et al., 2001; Palu & Liesi, 2002). A expressao dessas
proteinas em cerebelos hipotiredideos ¢ sabidamente reduzida (Farwell & Dubord-
Tomasetti 1999, a e b; Calloni et al., 2001). Nossos dados de que astrdcitos cerebelares
tratados com T3 ou EGF apresentaram grande incremento na sintese de laminina estdo
de acordo com os dados encontrados in vivo pelos autores citados acima, e poderiam
mesmo explicar os achados descritos nesse trabalho. Por outro lado, nossos dados
contrastam com os obtidos no trabalho realizado in vitro pelos autores, uma vez que
estes apontam um efeito exclusivo de T4, e ndo de T3 sobre o aumento na sintese de
laminina. Esses autores sugerem o envolvimento de fendmenos ndo-gendmicos da agao
dos hormonios tireoideanos sobre a sintese de proteinas de matriz extracelular.
Acreditamos que essa discrepancia entre os autores se dé em vista de diferencas
importantes entre as metodologias adotadas entre os dois grupos. Essas diferencas
podem ser verificadas através da andlise dos protocolos de tratamento hormonal e
preparacao das culturas. Apenas como exemplo, esse trabalho foi realizado com culturas
de cérebro total, enquanto que nossos dados envolvem uma cultura restritamente de

cerebelo. Ja sabemos a partir de diversos trabalhos prévios (Trentin et al., 1995; Garcia-
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Abreu et al, 1995; Souza et al, 2004) que astrocitos apresentam grande
heterogeneidade de acordo com a regido do encéfalo ndo s6 em relagdo a resposta ao
hormonio tireoideano como também no que diz respeito a expressao de receptores e
mesmo resposta a fatores de crescimento (Trentin et al., 1995).

O emprego do inibidor da tirosina cinase especifica do receptor de EGF
tirfostina nas culturas astrocitarias tratadas com T3 promoveu grande inibigdo sobre o
fendmeno de indugdo da neuritogénese e modulagdo na sintese de proteinas da MEC por
T3. Esse dado sugere que esses fendmenos sejam obrigatoriamente mediados por EGF.
Corroborando esses dados, o tratamento das culturas astrocitarias com T3 e EGF ndo
apresentou efeitos aditivos, sugerindo, portanto, que ambos fatores estdo presentes em
uma mesma cadeia de fendmenos, que culminaria em aumento da sintese das proteinas
da MEC e finalmente estimulo a neuritogénese.

As proteinas de matriz extracelular sdo importantes componentes do SNC e tém
papel instrutivo e permissivo sobre o crescimento e migragdo neuronais (Lathia et al.,
2007). O hormonio da tiredide tem claro papel em modular a expressdo de proteinas de
matriz extracelular no cerebelo, uma vez que o hipotireoidismo est4 relacionado a uma
expressdo reduzida da proteina de matriz extracelular permissiva ao crescimento
neuritico, laminina e modifica a secre¢do dessa proteina por astrocitos (Farwell &
Dubord-Tomasetti, 1999).

Nossos dados apontam para um fendmeno indireto de T3 sobre a inducdo da
expressdo astrocitdria de laminina e fibronectina. E proposto que T3 seja capaz de
modular diretamente a expressao de genes de proteinas de MEC (Alvarez-Dolado et al.,
1998 e 1999). Por outro lado, foi demonstrado em outros sistemas (Matsubara et al.,

2000; Ono et al., 2002) que a ativagdo de EGFR promove aumento na expressao do
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RNAm ou mesmo da propria molécula de fibronectina, o que corrobora os resultados
expostos por nos.

A promocdo da neuritogénese, por sua vez, parece ser um fendmeno secundario
a modula¢do na expressdo de proteinas da MEC, uma vez que o meio condicionado
astrocitario foi incapaz de promover por si s6 a neuritogénese cerebelar. Esses dados
contrastam com os observados sobre a proliferagdo neuronal, onde se verificou que o
efeito de EGF ¢ secundario a uma agdo direta desse fator sobre o referido subtipo
celular.

Desta forma, em um dado momento do desenvolvimento cerebelar, o contato dos
neuronios granulares com as proteinas da MEC poderia ser um fator promotor da sua
diferenciacdo, e o processo proliferativo poderia ser interrompido por fatores como a
cessacdo de estimulos mitogénicos ou mesmo pela presenga de fatores que diminuam a
sua proliferacdo Sendo assim, alguns fatores soluveis demonstraram ser potentes
inibidores da proliferacdo de neurdnios granulares e promotores da sua diferenciagdo,
como ¢ o caso de estimulos moduladores da atividade de receptores de glutamato
(Canudas et al., 2004) ou do polipeptideo ativador da adenilato-ciclase pituitaria
(PACAP, do inglés, Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide). PACAP ¢ um
fator soluvel que atua através de receptores acoplados a proteina-G denominados
receptores PACI (PACI-R). No cerebelo em desenvolvimento, os neuronios de
Purkinje produzem PACAP e as células granulares da EGL e da IGL expressam PACI1-
R. Nessas células, PACAP interage com Shh de forma a reduzir a proliferacdo de
neurdnios granulares e aumentar o crescimento neuritico (Falluel-Morel et al., 2007).
Seria tentador avaliar-se uma eventual modulagdo da expressdo de alguns desses fatores
pelos HTs. Nosso modelo provavelmente ndo envolve a modulagdo da sintese de

PACAP ja que MCTS3 por si s6 ndo foi capaz de alterar a neuritogénese cerebelar, e essa
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alteracdo foi totalmente dependente do contato celular. Da mesma forma, PACAP se
mostrou um estabilizador de citoesqueleto com efeitos finais de inibicdo da migragdo
granular (Falluel-Morel et al., 2005), o que, tendo em vista os nossos dados de
migragcdo, também fala contra a secrecdo desse fator por astrécitos cerebelares em
resposta a T3.

Nosso trabalho considerou um aspecto morfologico como marcador da
diferenciacdo neuronal. Embora esse seja um parametro adequado de quantificacdo da
maturacdo neuronal, seria interessante avaliarem-se outros parametros de diferenciagdo
celular. Recentemente, se demonstrou que NFI ¢ um regulador-chave do
desenvolvimento pos-mitotico das células granulares. A expressdo desse fator torna-se
significativa nas células da EGL pré-migratoria e intensifica-se a medida que elas
aproximam-se da IGL e esta associada ao inicio do processo de neuritogénese dessas
células. Perturbagdes na expressdo de NFI impedem a neuritogénse granular (Wang et
al., 2007). Esses dados encorajam-nos a futuramente investigar uma eventual
modulagdo de NFI pelo contato celular com o substrato astrocitario previamente tratado
com T3.

Ap6s a ligagdo de EGF ao seu receptor, ha ativacdo de EGFR pela fosforilagao
de seus residuos de tirosina e, a partir disso, inimeras vias de sinalizagdo podem ser
ativadas. Dentre essas vias, a ativagdo de Raf-MEK-MAP ¢ a mais classicamente
descrita e, aparentemente, a via envolvida na maior parte dos fendmenos descritos para
essa molécula (Yamada et al., 1997, Danielsen & Maihle, 2002). No que concerne ao
fendmeno de sintese de proteinas da MEC por astrocitos em resposta a T3, essa também
parece ser a via de sinalizagdo envolvida em tal fendmeno, uma vez que o tratamento
das culturas astrocitarias com o inibidor da cinase MEK1/2, PD98059, inibiu o

acréscimo na sintese dessas proteinas induzido pelo fator. Essa via de sinaliza¢do ja foi
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demonstrada estar envolvida em modular a expressdo de fibronectina em outros
sistemas (Kaiura et al., 1999; Rescan et al., 2001; Moriguchi et al., 1999). Outro
inibidor que apresentou efeitos semelhantes sobre o fendmeno de modulagdo das
proteinas da MEC foi o inibidor de PI3K, LY294002. As PI3K compdem uma familia
conservada de cinases de lipidios que catalisam a fosforilacdo da posi¢do 3’ do anel de
inositol dos fosfoinositideos (Yart et al., 2002). A ativagdo dessa via leva a producao de
lipideos implicados em diversos processos celulares. O fato da inibicdo farmacologica
de MAPK ou PI3K inibir completamente a expressdo de proteinas da MEC e
neuritogénese e a adicdo concomitante ndo produzir inibicdo aditiva sugere vias
convergentes e ndo independentes. Esse achado, embora ndo seja o mais
caracteristicamente descrito na literatura, pode ser corroborado por outros trabalhos
onde a inibicdo farmacoldgica da PI3K mostrou-se capaz de interferir com a via de
sinalizacdo de MAPK em diferentes sistemas (Yart et al., 2002 e 2001; Carballada et al.,
2001; Kim et al., 2002). Ao contrario do observado nos fendomenos de proliferagdo
neuronal, e de forma semelhante a observada no fendmeno de migracdo neuronal, o
emprego de inibidores da via de PKA ndo apresentou efeitos sobre a neuritogénese e
sintese de proteinas da MEC. E possivel que os fendmenos envolvendo efeitos sobre a
populagdo astrocitaria, como ¢ o caso da modificacio da morfologia da glia de
Bergmann e a promogdo na sintese de proteinas da MEC, estejam relacionados com a
ativacdo de MAPK. Os fendmenos relacionados com uma agao direta de EGF sobre os
neurdnios, como em nosso caso, a proliferacdo neuronal, envolvem a via de sinalizagdo
de PKA. Essas diferengas na ativacdo de vias de sinalizagdo podem ser decorrentes de
maquinarios intracelulares distintos presentes nas diferentes populagdes celulares

descritas.
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5.4  Um modelo final para o papel de EGF como um modulador dos efeitos de

T3 no desenvolvimento cerebelar:

Conforme descrito previamente, o desenvolvimento do cerebelo envolve
diferentes etapas, nas quais fendmenos de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo
celulares apresentam papel primordial. Em um primeiro momento, a proliferacio dos
precursores granulares na camada granular externa ¢ o fenomeno de destaque (Figura
29A), e encontra-se bastante comprometida em estados de deplecdo do hormdnio
tireoideano (Nicholson & Altman, 1972). Essas células, nesse momento, apresentam
expressao intensa do receptor de EGF enquanto regides extra-corticais aparentam ser as
principais fontes de ligantes de EGFR nesse momento (Seroogy et al. 1995). Sendo
assim, ¢ possivel que nesse momento do desenvolvimento cerebelar, T3 atue
primariamente sobre astrocitos (ou outras células gliais como glia de Bergmann), os
quais, através da secre¢do de EGF, promoveriam a distancia, através da difusdo desse
fator para as regides mais periféricas do cerebelo, a proliferacio na EGL. Esse
fendmeno envolveria a ativagdo do EGFR amplamente expresso pelos precursores
granulares (Figura 29A). A ativacdo de EGFR nessas células promoveria a ativagdo da
via de PKA, com conseqiiente inducdo de proliferagio dos progenitores. Como ja
citado, a ativagdo dessa via nessa subpopulaciao pode refletir um maquinario intracelular
especifico dessas células nesse dado momento do desenvolvimento cerebelar. A EGL
foi ja descrita como um “nicho mitogénico”, a partir de observagdes de que de alguma
forma, a presenca das células granulares nesse ambiente favoreceria a sua manutengdo
em um estado proliferativo (Choi et al., 2005). Diversos fatores poderiam contribuir

para a manutengdo desse microambiente como, por exemplo, a manutencdo de
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concentragdes Otimas de fatores pro-mitoticos nessa camada e a proximidade com
moléculas de matriz extracelular como laminina, presente na membrana basal (Figura
29A) (Blaess et al., 2004). Nosso modelo reforca em alguns aspectos a EGL como sitio
favoravel a proliferacdo dos precursores, supondo-se um acumulo de EGF nessa camada
e a potencializagdo da proliferagdo dos precursores pelo contato celular, fato que diz
respeito de forma mais especifica as células localizadas na por¢ao mais externa da EGL,
aquela mais proxima da membrana basal, as quais sdo sabidamente as que apresentam
as maiores taxas de proliferagdo.

A segunda parte de nosso trabalho aponta para um outro fendémeno do
desenvolvimento cerebelar: a migracdo dos neurdnios granulares da EGL para a IGL
(Figura 29B). Trata-se de um fendmeno essencialmente pds-natal, iniciando-se por
volta de 4 dias pos-nascidos e durando cerca de 14 dias em roedores. Da mesma forma
que a proliferacdo dos precursores da EGL, essa migra¢do ¢ dramaticamente afetada em
situagdes de auséncia de T3, verificando-se a permanéncia da EGL em animais
hipotiredideos adultos (Morte et al.,, 2002). Novamente, EGF ¢ um candidato a
intermedidrio dos efeitos de T3 sobre a migracdo dessas células, tendo-se em vista a
intensa expressdo de EGFR nessa camada, em especial pelas células da por¢do mais
interna (diga-se, EGL pré-migratoria). Sendo assim, podemos propor, nesse momento,
um modelo no qual T3 influenciaria primariamente a secre¢do de EGF pelos astrdcitos
localizados em camadas mais profundas do cerebelo, os quais por sua vez estimulariam
dois fendmenos interligados: o desenvolvimento da glia de Bergmann, tornando-a mais
habilitada na fun¢do de auxilio a migracdo radial; e, secundariamente ou ndo, a
migra¢do das células granulares em dire¢cdo a IGL (Figura 28B).

Finalmente, a terceira parte de nosso trabalho descreve um eventual papel de

astrocitos e EGF como intermediarios de T3 sobre uma etapa final do desenvolvimento
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cerebelar: a maturacdo granular. Os neuronios granulares, apds atingirem a IGL,
diferenciam-se, e como processo fundamental dessa diferenciagdo, o crescimento axonal
sera a principal responsavel pela formagao da rica rede de conexdes que caracteriza o
cerebelo adulto (Figura 29C). Essas conexdes compdem o substrato basico da fisiologia
do orgdo e devem ser exuberantes o suficiente para permitirem a extensdo dos axonios
das células granulares até a camada molecular, onde se d4 a comunicacdo dessas células
com os dendritos das células de Purkinje (Ghez, 2003). Da mesma forma que para os
outros fendomenos descritos, estados de deple¢do de hormonio tireoideano sdo
caracterizados por uma diminui¢do importante na arboriza¢do neuronal cerebelar. Sendo
assim, nossos dados comprovam como os astrocitos, através da secrecdo de EGF,
possuem papel em mediar os efeitos de T3 sobre a neuritogénese cerebelar. Desta
forma, o hormoénio teria papel em habilitar as células gliais em promover a
neuritogénese das células granulares uma vez que essas atingissem a maturidade para
isso. Verificamos que nesse processo hd um envolvimento da modulagcdo da expressdo
de proteinas da MEC. Esses dados sdo concordantes com as observacdes (Farwell &
Dubord-Tomasetti, 1999) de que em estados de deple¢do de T3 ha uma diminui¢do na
expressdo de proteinas da MEC no cerebelo, e também com as observagdes de que sdo
os astrdcitos as principais fontes dessas proteinas no SNC como um todo (Garcia-Abreu
et al., 1995; Menet et al., 2001; Palu & Liesi, 2002).

Nossos dados em conjunto apontam para um papel central de EGF em
mediar os efeitos de T3 sobre o desenvolvimento do cerebelo. Nesse contexto, um
modelo animal que ndo expressasse EGFR poderia servir de ensaio ideal para
comprovar os nossos achados, sobretudo se exibisse achados similares aos encontrados
no hipotireoidismo congénito. Todavia, animais KOs para EGFR sdo invidveis mesmo

no periodo embrionario ou entdo marcadamente anormais ao nascimento devido ao
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papel critico que EGFR possui ao longo do desenvolvimento embrionario, sobretudo no
que diz respeito ao seu papel em subtipos neuronais e gliais (Liu et al., 2006).
Concluimos assim que EGF ¢é o principal interlocutor dos efeitos de T3
mediados por astrocitos no cerebelo. Os efeitos dessa molécula influenciam pelo menos
trés diferentes fendmenos celulares, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. Essa pletora
de efeitos pode ser explicada por agdes em diferentes tipos celulares, diferengas nas
idades das células, graus diferenciados de expressdo de receptores, variagdes nas vias de
sinalizagdo ativadas a partir da ligacdo do fator ao seu receptor de membrana e
influéncias do microambiente no qual a célula-alvo esta inserida, tais como presenca de
outros fatores soluveis e contato com proteinas de matriz extracelular e outros tipos

celulares.
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Figura 29: Um modelo para as diferentes a¢oes de EGF e astrocitos sobre trés etapas
do desenvolvimento cerebelar. A: Fase embrionaria; B: Fase pos-natal precoce; C:
Fase pos-natal tardia. Modificado de Gilbert, 2000; Anton et al., 1997; Corrales et al.,
2006
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Conclusoes:

1. Astrocitos cerebelares tratados com hormoénio da tiredide secretam EGF;

2. EGF possui potente efeito mitdtico sobre neurdnios granulares;

2. A proliferag@o induzida por EGF ¢ potencializada pelo contato celular;

3 EGF promove a proliferacdo das células granulares pela ativacdo da via
de PKA;

4 EGF estimula a migracdo de neurdnios granulares in vitro e in vivo;

5 EGF induz a radializa¢do da glia de Bergmann;

6 A migracdo de neuronios granulares e a radializagdo da glia de Bergmann

estimuladas por EGF sdo decorrente da ativagdo de uma mesma via de

sinalizacdo, a via de MAPK;

7 EGF promove a sintese de proteinas de matriz extracelular laminina e

fibronectina por astrocitos;

8 O incremento na expressdo de proteinas da MEC por astrdcitos resulta no

estimulo a neuritogénese das células granulares;
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Proliferation of Cerebellar Neurons
Induced by Astrocytes Treated With
Thyroid Hormone Is Mediated by a
Cooperation Between Cell Contact and
Soluble Factors and Involves the Epidermal
Growth Factor-Protein Kinase A Pathway
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Cerebellar development is fully dependent on thyroid
hormone (T3) levels. We have previously demonstrated
a glia-mediated effect of T3 on cerebellar neurons. We
have reported that cerebellar astrocytes treated with
thyroid hormone secrete epidermal growth factor (EGF),
which directly induces neuronal proliferation and, indi-
rectly, by increasing synthesis of extracellular matrix
proteins, induces neurite outgrowth in vitro. Here, by
using a neuron-astrocyte coculture model, we investi-
gated the involvement of cell contact on neuronal pro-
liferation. Culturing of cerebellar neurons on T3-treated
astrocyte carpets or conditioned medium derived from
them (T3CM) yielded similar results, revealed by a 60%
increase in cell population. However, the absolute num-
ber of neurons in coculture assays was greatly en-
hanced in comparison with that in CM assays (3.5-4-
fold). Bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation assays
revealed that such an increase was due mainly to pro-
liferation of precursors cells. BrdU incorporation was
three times higher in cell carpet (31%) than in CM
(13%). Treatment of astrocytes by T3 increased neuro-
nal proliferation either by T3CM (2.5 times) or by con-
tact with T3-treated astrocytes (1.5 times). Neuronal
death was not affected by T3 treatment of astrocytes
as revealed by either trypan blue viability assays or
active caspase-3 labeling. Treatment of astrocytes by
EGF mimicked T3 effects on neuronal proliferation.
Addition of the EGF receptor tyrosine kinase inhibitor
genistein and the protein kinase A (PKA) inhibitor
KT5720 to cocultutres and T3CM completely reversed
neuronal proliferation. Our results implicate EGF and
the PKA pathway in the proliferation induced by
T3-treated astrocytes. Furthermore, the fact that cocul-
tures potentiate the effect of T3 on neuronal proli-
feration suggests that neuron-astrocyte contact may
cooperate with astrocyte soluble factors to enhance
neuronal population. Our data reveal an important role
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of astrocytes as mediators of T3-induced cerebellar
development and partially elucidate the role of cell
contact and soluble factors on this process.

© 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: T3; EGF; cerebellum; proliferation; extra-
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Most of the granular cells of the cerebellum arise
from the external granular layer (EGL), a transient prolif-
erative layer. Postnatally these cells migrate from the
premigratory zone of the EGL to the internal granular
layer (IGL). These events are followed by a progressive
morphological difterentiation of Purkinje cells (Miale
and Sidman, 1961; Komuro et al.,, 2001; Anderson
et al., 2003). Thyroid hormone (3,5,3'-triiodothyronine;
T3) plays an essential role in several steps of cerebellar
ontogenesis, such as neuronal migration, granule cell
proliferation, neurite outgrowth, and glial cell differen-
tiation (Bernal and Nunez, 1995; Gomes et al., 1999b;
2001a,b; Forrest et al.,, 2002; Martinez and Gomes,
2002; Heuer and Mason, 2003; Trentin et al., 2003;
Morte et al., 2004). Hypothyroidism causes a series of
abnormalities in the cerebellar cortex, such as a decrease
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in the proliferation rate of the EGL, increased neuronal
death in the IGL, impaired migration of granular cells,
and a deficiency in the elaboration of Purkinje cell den-
dritic trees (Nicholson and Altman, 1972; Lauder, 1977,
1978; Cayrou et al., 2002; Morte et al., 2002; Heuer
and Mason, 2003; Anderson et al., 2003; Singh et al.,
2003).

In spite of the extensive description of granular cell
proliferation being subject to thyroid hormone modula-
tion, the molecular mechanisms underlying such events
are poorly understood. An indirect action of T3 on neu-
rons by inducing astrocytes to secrete mitogenic factors
that induce granular cell proliferation and differentiation
in vitro has been suggested (Gomes et al., 1999b; Marti-
nez and Gomes, 2002; Trentin et al., 2003). We have
shown that cerebellar astrocytes treated with T3 induce
granular cell proliferation by secreting epidermal growth
factor (EGF; Gomes et al., 1999b).

Interactions between cell-surface integrin receptors
and extracellular matrix (ECM) ligands were shown to
regulate and even potentiate the mitotic effects of several
growth factors (Schneller et al., 1997; Blaschuk et al.,
2000; Garcion et al,, 2001; Colognato et al., 2002).
With regard to EGF, a high degree of functional inter-
dependence has been demonstrated between ECM and
EGF receptor (EGFR) signaling pathways. EGFR auto-
phosphorylation is enhanced in several cell types when
they interact with ECM proteins (Cybulsky et al., 1994;
Miyamoto et al., 1996; Jones et al, 1997). More
recently, laminin and fibronectin, two widely distributed
ECM proteins, were demonstrated specifically to modify
gene expression in response to EGF (Yarwood and
Woodgett, 2001).

In the present study, we investigated whether cell
contact might modulate neuronal proliferation induced
by T3-treated astrocytes. This hypothesis was supported
by the observations mentioned above and by our pre-
vious demonstrations that 1) astrocytes treated with T3
induce granular cell proliferation by secreting EGF
(Gomes et al., 1999b) and 2) EGF secreted by astrocytes
in response to T3 enhances synthesis and deposition of
laminin and fibronectin by astrocytes (Martinez and
Gomes, 2002).

We report here that T3/EGF-induced granular
neuronal proliferation is enhanced by cell contact. Fur-
thermore, we demonstrate that this event is mediated by
the protein kinase A (PKA) pathway. Our work provides
new insights into the functional significance of ECM-
EGF cross-talk during cerebellar development.

MATERIALS AND METHODS

Primary Astrocyte Cultures

Primary astrocyte cultures were prepared from cerebella
of newborn Wistar rats (UFR]J, Rio de Janeiro, Brazil), fol-
lowing a procedure previously described (Gomes et al.,
1999a,b). The rats were decapitated, and then the cerebella
were removed and carefully stripped of the meninges. Tissues
were washed in phosphate-buftered saline (PBS)/0.6% glucose

(Sigma, St. Louis, MO) and dissociated into single cells in a
medium consisting of Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) and nutrient mixture F12 (DMEM/F12; Sigma)
enriched with glucose (3.3 x 107 M), glutamine (2 x 107
M), and sodium bicarbonate (0.3 x 1072 M). Cells (3 x 10°)
were plated on 5.5-mm-diameter glass coverslips that previ-
ously had been placed on a 24-well culture dishes and coated
with polyornithine (1.5 pg/ml; 41,000 MW, Sigma) in
DMEM/F12 medium supplemented with 10% fetal calf
serum. The cultures were incubated at 37°C in a humidified
5% CO2/95% air atmosphere. Cell culture medium was
changed 24 hr after plating and subsequently every third day
until reaching confluence (usually after 7-10 days).

T3 Treatment and Conditioned Medium Preparation

After reaching confluence, glial monolayers were
washed three times with serum-free DMEM/F12 medium
and incubated as previously described for an additional 1 day
in serum-free medium. After this period, cultures were treated
with 50 nM 3,3’ ,5-triiodo-L-thyronine (T3; Sigma) in
DMEM/F12 for 3 days, with daily medium renewal. After
the third day, the medium was left in the culture. Control
cultures were maintained in DMEM/F12 without serum.
Control and T3-treated cultures were then maintained for
2 days without medium change when the conditioned
medium (CM) was collected (on the second day after the end
of T3 treatment). CM derived from either T3-treated cells
(T3CM) or control cultures (CCM) was recovered, centri-
fuged at 1,500¢ for 10 min, and used immediately. T3CM
was confirmed to be free of residual T3 by radioimmunoassay
(RIA), as previously described (Trentin et al., 1998).

Neuron Primary Cultures and Cocultures

Neurons were prepared from cerebella derived from
19-day Wistar rat embryos (E19) as previously described
(Gomes et al., 1999b; Martinez and Gomes, 2002). Briefly, cells
were freshly dissociated from cerebellum, and 1 x 10° cells
were plated onto glass coverslips previously coated with poly-
ornithine (1.5 pg/ml; 41,000 MW; Sigma) in astrocyte condi-
tioned medium or in the presence of 10 ng/ml EGF (Invitro-
gen, Carlsbad, CA).

For coculture assays, neurons were plated onto glial
monolayer carpets nontreated or previously treated with T3 as
follows. As described above, astrocytes cultures were treated
with 50 nM T3 for 3 days, with daily medium renewal,
except on the third day. After the third day, the medium was
left in the culture for an additional 2 days, when neurons
were added. Cocultures were kept for 24 hr at 37°C in a
humidified 5% CO,, 95% air atmosphere.

EGFR and PKA Inhibition Assays

For EGF receptor and PKA inhibition assays, the tyro-
sine kinase inhibitor genistein and the PKA inhibitor KT5720
were added at concentrations of 10 uM and 300 nM, respec-
tively, to astrocyte culture at the same time as the T3 treat-
ment or directly on conditioned medium. All inhibitors were
purchased from Calbiochem (La Jolla, CA) and diluted in
dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma). Cultures and cocultures



were kept at 37°C in a humidified 5% CO,/95% O, atmos-
phere for 24 hr.

Trypan Blue Viability Assay

After 2 and 24 hr, neuron—astrocyte cocultures or pure
neuronal cultures were incubated in the presence of 0.4% try-
pan blue solution in PBS for 1 min, and the number of viable
neurons was quantified. At least five fields were counted per
well. Experiments were performed in triplicate, and each
result represents the mean of at least three independent
experiments. Statistical analysis was by ANOVA.

Apoptosis Assay

Neuron—astrocyte cocultures or pure neuronal cultures
were immunolabeled with the antibody against the apoptosis
marker active caspase-3, as described below. After immuno-
cyctochemistry, caspase-positive cells were quantified. At least
five fields were counted per well. Experiments were per-
formed in triplicate, and each result represents the mean of at
least three independent experiments. Statistical analysis was by
ANOVA.

Quantitative Analysis of Neuron Number

To determine neuron number in different assays, cul-
tures were immunostained for the neuronal marker class III
B-tubulin, and positive cells were visualized and counted with
a Nikon microscope. At least five fields were counted per
well. The experiments were performed in triplicate, and each
result represents the mean of three independent experiments.
Statistical analysis was by ANOVA.

Bromodeoxyuridil Incorporation and Detection

Neuron—astrocyte cocultures and neuronal cultures were
incubated for 2 or 24 hr in the presence of 1 pg/ml of
5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU; Sigma). BrdU detection was
performed as previously described (Gomes et al., 1999b). After
BrdU incubation, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 20 min. Cultures were washed twice with distilled water
and then incubated in 2 N HCI at 50°C for 15 min, twice.
Subsequently, cultures were washed twice with 0.1 M borate
buffer for 10 min at room temperature. Then, after being
washed with PBS, cells were doubly immunoreacted with
anti-BrdU and anti-class III B-tubulin antibody (as described
below) and visualized with a Nikon microscope. The mitotic
index was measured by counting the percentage of double-
labeled cells in at least five different fields per coverslip.

Immunocytochemistry

Immunocytochemistry was performed as previously
described (Gomes et al.,, 1999a,b). Briefly, cultured cells were
fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min and permeabilized
with 0.2% Triton X-100 for 5 min at room temperature.
After permeabilization, cells were blocked with 10% normal
goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame, CA) in
PBS (blocking solution) for 1 hr and incubated overnight at
room temperature with the specified primary antibodies
diluted in blocking solution. Primary antibodies were mouse
anti-human B-tubulin III antibody (Promega Corporation,
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Madison, WI; 1:1,000), rat anti-BrdU (Accurate Chemical
and Scientific Corp., Westbury, NY; 1:500), and anti-active
caspase-3 (Cell Signaling, Beverly, MA; 1:50). After primary
antibody incubation, cells were extensively washed with PBS/
10% NGS and incubated with secondary antibodies for 1 hr,
at room temperature. Secondary antibodies were conjugated
with Cy3 (sheep anti-rat; Sigma; 1:5,000) or with fluorescein
isothyocyanate (FITC; sheep anti-mouse; Sigma; 1:400). Neg-
ative controls were performed by omitting primary antibody
during staining. In all cases, no reactivity was observed when
the primary antibody was absent. Cell preparations were
mounted directly on N-propyl gallate and visualized by using
a Nikon microscope.

RESULTS

Cerebellar Astrocytes Treated With T3 Increase
Neuronal Population

We have previously demonstrated that cerebellar
astrocytes, treated with T3 increase neuronal population
(Gomes et al., 1999b). This effect was demonstrated to
be mediated mainly by soluble factors secreted by hor-
mone-treated astrocytes. Cell contact has been reported
to modulate proliferation in several systems (Frost et al.,
1999; Garcion et al., 2001; Haack and Hynes, 2001), so
we sought to investigate the role of neuron—astrocyte
contact in this event. For this evaluation, neurons were
cultivated on astrocyte carpets previously treated with
T3. After 24 hr, neuronal number was evaluated. Culti-
vation of cerebellar neurons on T3-treated astrocytes
increased neuronal number by 60%, a magnitude similar
to that observed after cultivation of neurons on the con-
ditioned medium of astrocytes solely (T3CM; Fig. 1).
However, the absolute number of neurons in coculture
assays was greatly enhanced in comparison with that in
CM assays, by almost fourfold (CCM: 72.7 £ 2.4,
T3CM: 116.5 = 5.8; CCo: 271.3 £ 30.2; T3Co: 407.3 =
47.2; Fig. 1). Such results suggest that neuron—astrocyte
contact might cooperate with astrocyte soluble factors to
enhance the neuronal population.

Cerebellar Astrocytes Increase Population of
Neurons by Inducing Neuronal Proliferation

We formulated two hypotheses for the increase in
neuronal number elicited by astrocytes: 1) an increase in
proliferation, by which neuronal progenitors are specifi-
cally induced to proliferate and 2) an increase in neuro-
nal survival. To assess this question, we carried out
trypan blue and BrdU incorporation assays and immuno-
labeling for active caspase-3.

Staining of cells with trypan blue after 24 hr of
plating demonstrated that viability did not significantly
vary for neurons plated onto astrocytes treated or not
with T3 (Table I). A similar result was obtained for neu-
rons directly plated onto conditioned medium. Whereas
general neuronal viability slightly decreased with culture
time in conditioned medium, it increased within 24 hr
in cocultures (Table I). However, there was no differ-
ence between neuronal viability in control or treated
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Astrocytes treated with T3 increase the cerebellar neuronal population. Cerebellar neurons

obtained from E19 rats were cultivated for 24 hr on control (control; A) and hormone-treated
astrocyte monolayers (T3; B) or on conditioned medium derived from them. Subsequently, B-
Tubulin IMl-positive cells were quantified (C). Coculture or T3CM strongly increased the neuronal
population. A higher density of neurons is observed on T3 carpets (B). Statistical significance was
seen for all groups (P < 0.001). Scale bar = 100 pm.

TABLE I. Effect of Astrocyte Conditioned Medium and
Coculture on Granular Neuron Survival*

2 Hours (%) 24 Hours (%)

CCM 84 * 10 68 =9
T3CM 83 £ 7 69 £ 5
CCo 71 £ 4 82 £ 3
T3Co 69 = 7 85 = 4

*Cerebellar neurons obtained from E19 rats were kept for 2 and 24 hr in
conditioned medium from either T3-treated (T3CM) or control astro-
cytes (CCM) or on astrocytes carpets nontreated (CCo) or treated with

3 (T3Co). Cellular viability was assessed by Trypan blue staining. Five
fields were counted for each well in the experiment. Each point repre-
sents the average of three independent experiments performed in tripli-
cate (mean = SD). P > 0.05 for CCM-T3CM and for CCo-T3Co, at
both times.

cultures either in CM or in coculture despite culture
time.

To rule out completely modulation of neuronal
death as a mechanism of neuronal increase induced by
T3 astrocytes, we evaluated the number of cells express-
ing activated caspase-3 (a marker of apoptosis) after
24 hr of culture. As demonstrated in Figure 2, there was
no difference in the number of caspase-positive neurons

cultured in control or treated cultures either in CM or
in coculture after 24 hr. Although the level of apoptosis
was slightly decreased under coculture conditions in
comparison with conditioned medium, we did not find
statistical significance between conditions. Together, data
from caspase measurements and trypan blue assays sug-
gest that, at least after 24 hr of coculture, the main event
involved in the neuronal population increase (either in
T3CM or in T3 coculture) is not modulation of neuro-
nal survival.

To assess neuronal proliferation, we performed
BrdU incorporation assays. As shown in Figure 3A, we
observed an increase in the number of BrdU-positive cells
on neuron—astrocyte cocultures after 24 hr. Whereas
T3CM increased neuronal proliferation by 2.6-fold, con-
tact with T3-treated astrocytes increased it by 1.5-fold
(Gomes et al., 1999b; Fig. 3A). However, it is important
to note that, in the control situation, BrdU incorporation
was three times higher in cell carpet (31%) in comparison
with CM (13%). Cultivation of neurons on T3-treated
astrocytes potentiated proliferation elicited by T3CM
(47% vs. 34%). It 1s interesting that, under both condi-
tions, in T3CM or T3 astrocyte carpets, neurons present a
clear tendency to form clusters (Fig. 3B,C), a condition
previously associated with proliferating cells (Freire et al.,
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Fig. 2. Astrocytes treated with T3 do not modulate neuronal apopto-
sis. Cerebellar neurons obtained from E19 rats were cultivated for
24 hr on control and hormone-treated astrocyte monolayers or on
conditioned medium (CM) derived from them. Subsequently, acti-
vated caspase-3-positive cells were quantified. Number of apoptotic
cells was similar under all conditions (P > 0.05).

2002). Together, these results demonstrate that 1) cocul-
ture per se increases neuronal proliferation and 2) cell con-
tact enhances neuronal proliferation induced by T3CM.

We further investigated whether the proliferation
induced by thyroid hormone was due to an increase in
the entrance of neuronal precursors to the cell division
cycle or to the increase in viability of proliferating neu-
ronal precursors. To address this question, we have ana-
lyzed neuronal proliferation and viability after 2 hr of
coculture. With these conditions, we could already
observe an increase in cell proliferation after 2 hr (as
assessed by BrdU accumulation; Fig. 4), without any
alteration in cell viability (Table I). Similar results for
proliferation were obtained after culturing neurons on
T3CM for 2 hr (data not shown). These results indicate
that the proliferation induced by T3CM and cocultures
1s due to an increased entrance of the neuronal precur-
sors into the cell division cycle and not to an increase in
precursor viability.

Neuronal Proliferation Induced by T3 Is Mediated
by the EGF-PKA Pathway

We have previously demonstrated that astrocytes
treated with T3 induce neuronal proliferation mainly by
secreting EGF (Gomes et al., 1999b), which induces
synthesis and secretion of extracellular matrix proteins by
astrocytes (Martinez and Gomes, 2002). To investigate
the involvement of cell contact in this event, we per-
formed assays using the tyrosine kinase inhibitor genis-
tein, known to inhibit EGF receptor activity. Direct
contact of astrocytes or their conditioned medium
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Fig. 3. Coculture of neurons with hormone-treated astrocytes indu-
ces neuronal proliferation. Cerebellar neurons obtained from E19 rats
were cultivated for 24 hr on control (control) and hormone-treated
astrocyte (T3) carpets (coculture) or conditioned medium (CM) in
the presence of 1 pg/ml BrdU (A). Subsequently, cells were fixed
and doubly stained for B-tubulin III and BrdU. Five fields were
counted for each well in the experiment. Each point represents the
average of three independent experiments performed in triplicate
(mean * SD; P < 0.001). Neuron—astrocyte coculture and CM
greatly increased neuronal proliferation. Note that either coculture
with T3-treated astrocytes (B) or on T3CM neurons (C) tended to
form large clusters. Scale bar = 50 pm.

greatly increased neuronal proliferation (Fig. 5). Culture
of cerebellar neurons on astrocytes carpets treated with
10 ng/ml of EGF mimicked T3CM or T3 astrocyte
effects on neuronal increase, suggesting a major role for
EGF in this process. Addition of genistein in either
coculture or neuronal cultures completely inhibited the
neuronal population increase (Fig. 5). The fact that gen-
istein completely inhibited neuronal increase suggests a
primary role for EGF in neuronal proliferation in T3CM
as well as in neuron—astrocyte culture.

We have previously demonstrated that the prolifer-
ation induced by T3CM was potentiated by the activa-
tion of the cAMP pathway (Gomes et al., 1999b). Such
results did not fully implicate the PKA pathway in this
process, insofar as they did not show whether the inhibi-
tion of this pathway was also inhibitory for the prolifera-
tion induced by T3CM. To evaluate this, the PKA
inhibitor KT5720 was simultaneously added to neurons
cultivated on T3CM or T3 astrocytes. Addition of
KT5720 completely inhibited neuronal proliferation
induced by T3CM or T3 astrocytes (Fig. 6). Such results
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Fig. 4. Coculture of neurons with hormone-treated astrocytes indu-
ces neuronal proliferation. Cerebellar neurons obtained from E19 rats
were cultivated for 2 or 24 hr on control and hormone-treated astro-
cyte monolayers (T3) in the presence of 1 pg/ml BrdU. Subse-
quently, cells were fixed and doubly stained for B-tubulin III and
BrdU. Five fields were counted for each well in the experiment.
Each point represents the average of three independent experiments
performed in triplicate (mean * SD; P < 0.001). Note that an
increase in BrdU incorporation is already observed after 2 hr of cul-
ture on T3-treated astrocyte carpets.

% of BrdU + cells

implicate the same signaling cascade, the PKA pathway,
in the proliferation induced by either T3CM or cell
contact.

DISCUSSION

In the present work, we provide evidence that
granular cell proliferation induced by T3-treated astro-
cytes is mediated mainly by EGF and represents a coop-
eration between this factor and cell contact molecules.
Furthermore, we demonstrated that this event is medi-
ated by the PKA-cAMP pathway. The present findings
together with those we previously described suggest that
mechanisms of T3 glia-mediated effects on cerebellar
granular cells might diverge throughout cerebellar devel-
opment. Whereas cooperation between soluble factors
(EGF, for example) and cell contact (ECM molecules)
modulates neuronal proliferation in an earlier phase of
EGL development, such cooperation elicits granular
neuron differentiation later. Our work provides evidence
that EGF signaling might induce distinct cellular
responses according to development and gives new
insights into the functional significance of ECM-EGF
cross-talk during cerebellar ontogenesis.

We have previously demonstrated a binary role for
EGF in cerebellar development: directly, EGF increases
neuronal proliferation; and, indirectly by inducing lami-
nin and fibronectin synthesis, EGF enhances neurite out-
growth (Gomes et al, 1999b; Martinez and Gomes,
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Fig. 5. Effect of the EGFR tyrosine kinase inhibitor genistein on neu-
ronal proliferation. E19 cerebellar neurons were cultivated in the pres-
ence of T3CM or astrocyte monolayers previously treated with T3 or
10 ng/ml EGF, alone or in combination with genistein (2.5 uM). After
24 hr of culture, B-tubulin II-positive cells were quantified. Note that
addition of genistein completely inhibited the T3 astrocyte-, T3CM-,
and EGF-induced neuronal number increment. None of these inhi-
bitors had a significant effect on control cultures (data not shown).
*P < 0.05.

2002). In this study, we sought to investigate whether
cell contact could modulate the cell proliferation
induced by T3-treated astrocytes, as we previously
described, in which EGF has been reported to play a
major role.

Our data implicate ECM molecules or cell contact
in T3 astrocyte-induced neuronal proliferation. First,
levels of granular proliferation in the presence of astro-
cyte monolayers were higher in comparison with those
elicited by astrocyte conditioned medium (ACM), indi-
cating that cell contact does enhance soluble factor activ-
ity. Second, treatment of astrocytes with T3 enhances
their proliferative property, indicating that T3 modulates
the proliferation factor. Furthermore, the behavior of
neurons plated on ACM or astrocyte monolayer was
very similar regarding T3 effects: survival was not
affected by T3 treatment; proliferation was increased in
both situations, and the pattern of cluster organization
was observed in ACM and monolayer. Such clustering
was previously correlated with cell proliferation (Freire
et al., 2002).

Contact between the cell surface integrin receptors
and ECM ligands has been reported to modulate growth
factor responses in several systems (Miyamoto et al.,
1996; Jones et al., 1997; Moro et al., 1998). For exam-
ple, recently, ligation of a6B1 integrin has been reported
to enhance the function of neuregulin as a survival factor
for oligodendrocytes (Colognato et al., 2002). Further-
more, the laminin o2 subunit, a component of laminin
2, has been shown to lower the amount of platelet-
derived growth factor (PDGF) required to elicit an oli-
godendrocyte survival response in vitro (Frost et al.,
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Fig. 6. Effect of the protein kinase A inhibitor KT5720 on neuronal
proliferation. E19 cerebellar neurons were cultivated in the presence
of T3CM or astrocyte monolayers previously treated with T3, alone
or in combination with KT5720 (300 nM for T3CM and 10 uM for
cocultures). After 24 hr of culture, B-tubulin Il-positive cells were
quantified. Note that addition of the PKA inhibitor completely
inhibited the T3 astrocyte and T3CM effect on number of neurons.
None of these inhibitors had a significant effect on control cultures.
*P < 0.05.

1999). Although the mechanism of such regulation has
not been completely elucidated, a5B3 integrin has been
shown to interact directly with the PDGF receptor
intracellular signaling pathways and then potentiate the
mitotic effects of PDGF on mouse fibroblasts in vitro
(Schneller et al., 1997). Several reports have documented
that cell proliferation might be regulated by long-range
signals from diffusible growth factors, short-range signals
from the ECM, and interactions between them (Jones
and Jones, 2000; Garcion et al., 2001).

It is interesting to note that, in spite of T3 treat-
ment, cell contact by itself increases the absolute number
of neurons, which might be explained by increased pro-
liferation or adhesion under this condition. In fact, astro-
cytes (despite T3 treatment) have been recognized for a
long time as excellent substrates for neuronal growth. In
the mature mammalian brain, astrocytes constitute almost
one-half’ of the total cell number, providing structural,
metabolic, and trophic support for neurons. Astrocytes
represent a potent source for most neurotrophic factors
involved in these processes, such as fibroblast growth
factor (FGF), transforming growth factor (TGF), and
epidermal growth factor (EGF) families (Banker, 1980;
Connor and Dragunow, 1998; Gomes et al., 2001a,b),
and for asymmetric cues during axonal navigation and
neuronal polarization (Goodman and Tessier-Lavigne,
1997). More recently, it has been demonstrated that
astrocytes from the subventricular zone (SVZ) assist adult
neural stem cells toward a neuronal fate (Lim and
Alvarez-Buylla, 1999). Culturing dissociated postnatal or
adult SVZ cells on astrocyte monolayers supports exten-
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sive neurogenesis similar to that observed in vivo. In this
case, a direct cell-cell contact between astrocytes and
SVZ neuronal precursors seems to be necessary for the
production of neuroblasts (Lim and Alvarez-Buylla,
1999). We cannot completely rule out the possibility
that, under cell contact conditions, neuronal specification
is being favored.

Treatment of astrocytes with EGF yielded results
for neuronal proliferation similar to those of treatment
with T3. Assays using the tyrosine kinase inhibitor genis-
tein completely inhibited the astrocyte conditioned
medium or astrocyte monolayer effect on granular prolif-
eration, indicating that the same signaling pathway (the
EGF pathway) is taking place under both conditions.
The fact that genistein completely inhibited the neuronal
increase induced by T3 suggests that, even in astrocytes
carpets, EGF plays a key role in mediating T3-induced
neuronal proliferation. Previously, we have demonstrated
that treatment of astrocytes with T3 induces secretion of
EGF, which in an autocrine fashion induces deposition
of laminin and fibronectin on the surface of these cells
(Martinez and Gomes, 2002). Our data suggest that
ECM molecules secreted by astrocytes in response to T3
treatment might act in synergy with EGF, modulating
granular precursors proliferation. Two possibilities might
be considered. In the first, ECM molecules directly
modulate granular precursors response to EGF. ECM
proteins have been demonstrated to enhance EGFR
autophosphorylation in a number of cell types, including
fibroblasts, smooth muscle, kidney, and epithelial cells
(Cybulsky et al., 1994; Miyamoto et al., 1996; Jones
et al., 1997; Yarwood and Woodgett, 2001). The second
possibility is that ECM molecules activate another path-
way, which acts in synergy with EGF. This latter
hypothesis has been strengthened by the recent finding
that the induction of EGL precursors’ proliferation by
laminin is mediated by its binding to Shh, a known
potent inducer of EGL proliferation (Pons et al., 2001;
Blaess et al., 2004).

EGF i1s a highly mitogenic factor for many mam-
mals cells systems (Carpenter and Cohen, 1979; Wong
and Guillaud, 2004). Its mechanism of action is mainly
through a transmembrane receptor, which is part of the
Erb family, bearing a tyrosine kinase intracelullar
domain. Binding of the ligand to the receptor leads to
tyrosine kinase domain phosphorylation and activation of
a series of intracelullar signal pathways, the best known
being the mitogen-associated protein kinase (MAPK)-ras
cascade (Wong and Guillaud, 2004). Recently, it has
been demonstrated that the ras-MAPK cascade is just
one of the transcytoplasmic nuclear signaling pathways
activated by EGF (Yart et al.,, 2002; Martinez and
Gomes, 2002).

The T3CM effect on neuronal proliferation has
been previously demonstrated to be enhanced by forsko-
lin, an adenylate cyclase inducer, supporting a role for
cAMP in this process (Gomes et al., 1999b). In the
present study we demonstrated that EGF neuronal pro-
liferation is mediated by the PKA-cAMP pathway.
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Equally, assays using the PKA inhibitor KT5720 indi-
cated that proliferation triggered by cell contact is also
mediated by the same pathway. Although EGF-induced
proliferation does not classically involve solely the PKA-
cAMP pathway, a synergy between PKA and other
pathways, such as MAPK and protein kinase C, has been
shown to be involved in EGF responses (Hilborn et al.,
1997). Furthermore, a direct interaction between EGFR
and PKA has been proposed for tumor cells (Tortora
et al., 1997; Ciardiello and Tortora, 1998). This seems
to be mediated by the adaptor protein Grb2. In this case,
PKA functions downstream of the EGFR and upstream
of MAPK. The fact that addition of KT5720 to T3
astrocytes or T3CM completely abolished their effects
on neuronal increase strongly suggests a role for the
PKA pathway in this event. On the other hand, we can-
not completely rule out the involvement of additional
pathways acting together with PKA. However, if this is
true, they might act downstream of the PKA pathway or
might depend on it.

It is interesting that a unique growth factor might
trigger distinct responses by activating different signaling
pathways. We have previously demonstrated that deposi-
tion of laminin and fibronectin in astrocytes in response
to T3/EGF treatment is mediated by MAPK/PI3K path-
ways (Martinez and Gomes, 2002). This event leads to
increased differentiation and neuritogenesis of granular
cells. Addition of PKA inhibitor had no eftect on neuri-
togenesis, indicating that this pathway is not implicated
in cerebellar granular neuron differentiation (Martinez
and Gomes, 2002). Thus, overall, our work demon-
strates that distinct signaling pathways are involved in
different phases of cerebellar neuron morphogenesis:
PKA in proliferation and MAPK-PI3K in axonal
growth. Our work suggests that thyroid hormone, via
glial cells, might modulate granular cell development
through two kinds of interactions: soluble factors and
cell contact molecules. How might this idea fit in with
in vivo thyroid hormone modulation of cerebellar onto-
genesis?

The development of cerebellar cortex is strongly
impaired by T3 deficiency. T3 is known to modulate
the levels of several neurotrophins and their receptors as
well as levels of ECM proteins (Neveau and Arenas,
1996; Farwell and Dubord-Tomasetti 1999a,b; Calloni
et al., 2001). Although the level of EGF in hypothyroid-
ism has not been evaluated yet, synthesis of laminin is
severely altered in this condition (Farwell et al., 1999a,b;
Calloni et al., 2001). It is followed by decreased and late
proliferation of EGL (Lauder, 1977) as well as deficits in
the morphological development of Bergman glia cells
(Clos et al., 1980). EGFR and several isoforms of integ-
rins, ECM receptors, have already been identified in the
EGL of the cerebellum (Seroogy et al, 1995; Pons
et al.,, 2001; Wong and Guillaud, 2004), which strongly
suggests a function for these molecules in cerebellar
ontogenesis. Recently, it has been shown that granule
cell precursor proliferation is severely affected in 1
integrin knockout mice, supporting a role for ECM

molecules in the control of EGL proliferation (Blaess
et al., 2004). Granular cell precursor proliferation is a
complex step, which has been proposed to be modulated
by signaling molecules provided by distinct sources, such
as meningeal cells, Purkinje cells, glial cells, and granule
cell precursors themselves (Barakat et al, 1981; Gao
et al.,, 1991; Smeyne et al., 1995; Gomes et al., 1999b;
Klein et al., 2001). Our work indicates that T3 modu-
lates EGL precursor proliferation by inducing astrocytes
to secrete EGF and ECM proteins. Our hypothesis
implies that distinct cues, cell ECM, and cell-soluble fac-
tors, regulate granular cell development and provide
insights into how T3 might modulate these events.
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Thyroid hormone (T3) plays a crucial role in several
steps of cerebellar ontogenesis. By using a neuron-astro-
cyte coculture model, we have investigated the effects of
T3-treated astrocytes on cerebellar neuronal differentia-
tion in vitro. Neurons plated onto T3-astrocytes presented
a 40-60% increase on the total neurite length and an
increment in the number of neurites. Treatment of astro-
cytes with epidermal growth factor (EGF) yielded similar
results, suggesting that this growth factor might mediate
T3-induced neuritogenesis. EGF and T3 treatment in-
creased fibronectin and laminin expression by astrocytes,
suggesting that astrocyte neurite permissiveness induced
by these treatments is mostly due to modulation of extra-
cellular matrix (ECM) components. Such increase in ECM
protein expression as well as astrocyte permissiveness to
neurite outgrowth was reversed by the specific EGF re-
ceptor tyrosine kinase inhibitor, tyrphostin. Moreover,
studies using selective inhibitors of several transduction-
signaling cascades indicated that modulation of ECM pro-
teins by EGF is mainly through a synergistic activation of
mitogen-activated protein kinase and phosphatidylinosi-
tol 3-kinase pathways. In this work, we provide evidence
of a novel role of EGF as an intermediary factor of T3
action on cerebellar ontogenesis. By modulating the con-
tent of ECM proteins, EGF increases neurite outgrowth.
Our data reveal an important role of astrocytes as medi-
ators of T3-induced cerebellar development and partially
elucidate the role of EGF and mitogen-activated protein
kinase/phosphatidylinositol 3-kinase pathways on this
process.

Thyroid hormone (3,5,3'-triiodothyronine, T3)! is essential for
normal development of the vertebrate nervous system (NS), in-
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fluencing diverse processes of brain development such as neuro-
nal migration, neurite outgrowth, synapse formation, myelina-
tion, and glial cell differentiation (1-5). Although the T3 role on
central nervous system (CNS) morphogenesis is well docu-
mented, the precise mechanism of hormone action is not com-
pletely understood. To gain insights into T3 effects on CNS we
have focused on the cerebellum ontogenesis, which is one of the
most dramatically affected brain structures in hypothyroidism
6, 7).

Most of the granular cells of the cerebellum arise from the
external granular cell layer (EGL). Postnatally, these cells mi-
grate from the premigratory zone of the EGL to the internal
granular layer, leaving their axons behind to produce the molec-
ular layer. These events are accompanied by a progressive mor-
phological differentiation of Purkinje cells characterized by peri-
somatic extensions and dendritic trees (8—10). Although
cerebellar histogenesis is well studied, the molecular mecha-
nisms that control proliferation and differentiation of granular
cells are still unknown. These processes have been shown to
undergo dramatic modulation by thyroid hormone (6, 10, 11).
Besides a series of abnormalities found in the cerebellar cortex,
hypothyroidism causes a decrease in EGL proliferation rate, in-
creased neuronal death in the internal granular layer, impaired
migration of granular cells, and a deficiency in the elaboration of
Purkinje cell dendritic trees, spines, and synapses (6).

Although a few genes have been shown to be directly modu-
lated by T3 in the cerebellum, the molecular mechanism of T3
action on this brain region is still controversial (12—-14). It has
been proposed that such endocrine regulation of cerebellar
development might be the result of T3-dependent modulation
of secretion of several growth factors such as neurotrophin 3,
nerve growth factor, insulin growth factor, and brain-derived
neurotrophic factor (15, 16).

Astrocytes have been pointed out as the major source of
trophic factors in the CNS (17-19). The fact that thyroid hor-
mone treatment of astrocytes is associated in vitro with the
secretion of several growth factors makes the astrocyte a pu-
tative candidate for mediating T3 action on neural histogenesis
(19, 20). Recently, we described a novel mechanism for T3
action over granular neurons mediated by astrocytes. We dem-
onstrated that cerebellar astrocytes treated by T3 secrete a
combination of growth factors such as epidermal growth factor
(EGF) and tumor necrosis factor-g, which induces proliferation
of cerebellar granular neurons in vitro (19).

In the present work, we used an in vitro system of neuron-
astrocyte coculture to assess the effects of T3 mediated by

MAPK/extracellular signal regulated kinase kinase; PI3K, phosphati-
dylinositol 3-kinase; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; CM,
conditioned medium.
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astrocytes on another step of cerebellar morphogenesis such as
granule cell differentiation. We provide evidence that EGF
secreted by astrocytes in response to T3 presents a binary role
in cerebellar ontogenesis; acting directly on neurons, EGF pro-
motes proliferation of granular cell precursors, and indirectly,
EGF increases neuronal morphological differentiation by mod-
ulating the content of two astrocytic extracellular matrix
(ECM) proteins, laminin and fibronectin. Furthermore, we sug-
gest that EGF modulation of ECM proteins is mainly mediated
by activation of MAPK and PI3K pathways. Together, our work
gives glial cells a novel attribute as mediators of the endocrine-
regulated cerebellar development and describes an additional
role for EGF on brain morphogenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Astrocyte Primary Cultures—Primary astrocyte cultures were pre-
pared from cerebella derived from newborn Wistar rats (Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) after the proce-
dure previously described (19, 21). After rats were decapitated, cere-
bella were removed and carefully stripped off the meninges. Tissues
were washed in phosphate-buffered saline, 0.6% glucose (Sigma) and
dissociated into single cells in a medium consisting of Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM) and nutrient mixture F-12 (Sigma) en-
riched with glucose (3.3 X 10~2 M), glutamine (2 X 10~2 M), and sodium
bicarbonate (0.3 X 102 m). Cells were plated onto plastic culture flasks
(Sigma) or glass cover slips (24 wells plates, Sigma), previously coated
with polyornithine (1.5 ug/ml, M, 41,000, Sigma) in DMEM/F-12 me-
dium supplemented with 10% fetal calf serum (Fazenda Pigue, Rio de
Janeiro, RJ). The cultures were incubated at 37 °C in a humidified 5%
CO,, 95% air atmosphere. Cell culture medium was changed 24 h after
plating and subsequently every third day until reaching confluence,
which usually occurred after 7-10 days.

T3 and EGF Treatment—After reaching confluence, glial monolayers
were extensively washed with serum-free DMEM/F-12 medium and
incubated as previously described for an additional day in serum-free
medium. After this period, cultures were treated with 50 nm 3-3'-5
triiodo-L-thyronine (T3, Sigma) and/or 10 ng/ml of EGF (Invitrogen) in
DMEM/F-12 for 3 days, which was renewed every day except after the
third day. Control cultures were maintained in DMEM/F-12 without
fetal calf serum with medium changes equivalent as those of T3/EGF-
treated cultures.

Conditioned Medium (CM) Preparation—Conditioned medium was
obtained as previously described (19). After the third day of T3 treat-
ment, control and hormone-treated cultures were maintained for 2 days
without medium change, and the CM was collected on the second day
after the end of T3 treatment. CM derived from either T3-treated cells
(T3CM) or control cultures (CCM) was clarified by centrifugation at
1500 X g for 10 min and used immediately or stored in aliquots at
—20 °C for further use. T3CM was confirmed to be free of residual T3 by
radioimmunoassay as previously described (19).

Neuron Primary Cultures and Cocultures—Neurons were prepared
from cerebella derived from 19-day Wistar rat embryos (E19) as previ-
ously described (19, 21). Briefly, cells were freshly dissociated from
cerebellum, and 1 X 10° cells were plated onto glass cover slips previ-
ously coated with polyornithine (1.5 pg/ml, M, 41,000, Sigma) in T3CM
or CCM. For coculture assays, neurons were plated onto glial monolayer
carpets nontreated or previously treated by T3. Cultures were kept for
24 h at 37 °C in a humidified 5% CO,, 95% air atmosphere.

Inhibition Assays—Astrocyte monolayers were concomitantly
treated by EGF (10 ng/ml) or T3 (50 nM) and specific signaling pathway
inhibitors for 3 days accordingly to the previously described protocol. To
prevent a direct action of the inhibitors on neurons on coculture assays,
inhibitor-containing medium was replaced by drug-free medium imme-
diately before neuronal plating. Cocultures were kept for 24 h. The
following inhibitors were used: PD98059, MAPK-specific inhibitor (50
uM;); LY294002, PI3K-specific inhibitor (5 uM); genistein, tyrosine ki-
nase inhibitor (2.5 uM); bis-tyrphostin, potent and specific inhibitor of
the EGF receptor (EGFR) (500 nm); KT5720, specific inhibitor of protein
kinase A (400 nMm). All inhibitors were purchased from Calbiochem and
diluted in methyl sulfoxide (C,H;OS, Sigma).

Immunocytochemistry—Immunostainning was performed as previ-
ously described (19). Briefly, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 3 min (for extracellular matrix protein labeling) or 20 min (for
cytoskeleton protein labeling), extensively washed with phosphate-buff-
ered saline, and in the case of cytoskeleton protein labeling, permeabi-
lized with 0.2% Triton X-100. For peroxidase assays, endogenous per-
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Fic. 1. Astrocytes treated by T3 increase cerebellar neurite
outgrowth. Cerebellar neurons obtained from E19 rats were cultivated
for 24 h onto control (A) and hormone-treated astrocyte monolayers (B).
Subsequently, cells were fixed and immunostained using a monoclonal
anti-B-tubulin III reagent as the primary antibody. Total neurite length
(C and D) was obtained using the Sigma Scan Pro Software (Jandel
Scientific). In all cases, at least 100 neurons randomly chosen were
observed. Hormone treatment strongly enhanced astrocyte permissive-
ness to neurite outgrowth. Arrows in A shows aneuritic neurons fre-
quently found on control carpets. A higher density of neurons as well as
those with longer neurites can be observed on T3-carpets (B). Statistical
significance was observed for all groups (p < 0.05). The scale bar
corresponds to 50 pm.

Neurite length (um)

oxidase activity was abolished with 3% H,0, for 15 min followed by
extensive washing with phosphate-buffered saline. Cells were incu-
bated with 5% bovine serum albumin (Invitrogen) in phosphate-buff-
ered saline (blocking solution) for 30 min and subsequently with the
specified primary antibodies, diluted in blocking solution, overnight at
4 °C. Primary antibodies were mouse anti-human B-tubulin III anti-
body (1:400 dilution; Sigma), rabbit anti-mouse laminin (1:30 dilution;
Sigma), and rabbit anti-human fibronectin (1:200 dilution, Dako,
Carpinteria, CA). Secondary antibodies were conjugated with Cy3
(sheep anti-rabbit, 1:3000 dilution, Sigma) or horseradish peroxidase
(goat anti-mouse, 1:200; Invitrogen). Peroxidase activity was revealed
with 3,3’-diaminobenzidine (Sigma). Negative controls were created by
omitting primary antibodies during staining. In all cases, no reactivity
was observed when the primary antibody was absent. Cell preparations
were mounted directly on N-propyl gallate for fluorescence assays, or in
the case of peroxidase reactions, they were dehydrated in a graded
ethanol series, and coverslips were mounted in Entellan (Merck).

Morphometry and Statistical Analysis—Neurons stained with anti-
B-tubulin IIT antibody were photographed in a Nikon microscope (Nikon
Eclipse TE300). Photos were scanned, and the numbers of neurites and
total neurite length were analyzed using the Sigma Scan Pro Software
(Jandel Scientific). In each experiment (at least three independent
experiments were done), about 100 neurons per well, encompassing five
fields randomly chosen, were analyzed. The data were stored, and
graphical and statistical analyses were performed using the Microsoft
Excel version 7.0.

RESULTS

Cerebellar Astrocytes Treated by T3 Enhance Number and
Neurite Outgrowth—To investigate the role of astrocytes as
mediators of T3 action in cerebellum ontogenesis, we analyzed
outgrowth and number of neurites of cerebellar neurons culti-
vated with T3-treated astrocytes. Cerebellar neurons derived
from 19-day embryonic rats (E19) were plated onto cerebellar
astrocyte monolayers previously treated by T3. After 24 h, cells
were immunostained for the neuronal marker, B-tubulin III,
and number and total length of neurites were measured. Such
analysis revealed a clear difference between neurons plated on
the two carpets (Fig. 1). We observed a 40—60% increment on
total neurite length of cells plated onto T3-treated astrocyte
monolayers as well as an increased number of neurons as
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expected due to the previous reported T3-astrocyte action on
neuronal proliferation (19) (Fig. 1C). Neurite sprouting started
as early as 2 h of culturing in both control and treated mono-
layers, although a significant difference in neurite length be-
tween these two conditions could already be noted at this time
(1.6-fold increase) (data not shown). On T3-astrocyte carpets,
most of the neurons developed neurites with average size be-
tween 100 and 200 um, whereas most of those plated onto
control astrocytes exhibited an average size between 0 and 100
pm (Fig. 1D). A major difference was observed for neurons with
extensive neurites (200 um or more). Whereas 13% of neurons
presented this pattern of neuritogenesis when plated onto T3-
treated astrocytes, only 4% of those plated onto control astro-
cytes developed neurites between 200 and 300 um (Fig. 1D).
Neurites longer than 300 um were rarely observed in control
condition (Fig. 1D).

Analysis of neuronal morphology revealed a dramatic im-
provement of neurite number of cells plated onto T3-treated
astrocytes. As shown in Fig. 2B, there was a 50% decrease on
the number of neurons without neurites on T3-treated astro-
cytes. Furthermore, a significant increase was also observed on
the number of neurons with two or more neurites in this con-
dition (Fig. 2B). A few neurons extended three or more neurites
when plated onto T3-monolayers; on the other hand, they very
seldom presented this pattern when plated onto control cul-
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Fic. 2. Astrocytes treated by T3 increase neuritogenesis. Cer-
ebellar neurons obtained from E19 rats were cultivated for 24 h onto
hormone-treated (A) and control astrocyte monolayers (inset). After 24 h
of coculture, neurons were morphologically characterized by B-tubulin
IIT immunostaining, and number of neurites was obtained using the
Sigma Scan Pro Software (Jandel Scientific) (B). In all cases, at least
100 neurons randomly chosen were observed. T3-astrocytes promoted
neuronal arborization. A complex neuritic network was frequently ob-
served on neurons plated onto T3-astrocytes. Statistical significance
was observed for all groups (p < 0.05). Scale bars correspond to 25 um.
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tures (Fig. 2A). Taken together these data indicate that cere-
bellar astrocytes treated by thyroid hormone positively modu-
late neuritogenesis of cocultured neurons.

T3-astrocyte-induced Neuritogenesis Is Indirectly Mediated
by EGF—We previously described that astrocytes treated by
thyroid hormone modulate neuronal proliferation by secreting
growth factors, one of them identified as EGF (19). To evaluate
the involvement of T3-astrocyte-derived EGF on neurite out-
growth, cerebellar astrocyte cultures were treated by EGF and
T3 alone or in combination as described. After treatment, em-
bryonic neurons were plated onto different astrocyte carpets,
and the number and length of neurites were analyzed (Fig. 3).

Treatment of astrocytes by EGF induced a neurite outgrowth
similar to that promoted by T3 treatment (Fig. 3C). Quantitative
analyzes revealed that under this condition there was a signifi-
cant increase in the average neurite length. Most of the neurons
plated onto EGF-astrocytes extended neurites ranging from 100
to 200 um in contrast to the great majority of those kept onto
control astrocytes, which exhibit neurites shorter than 100 um
(Fig. 3E). It is noteworthy that a significant increase in the
number of neurons presenting 200-300 um neurites was ob-
served in EGF-astrocyte carpets (150%) (Fig. 3E).

Neurite number was also affected by EGF treatment of as-
trocytes. The fraction of aneuritic neurons was significantly
decreased by EGF treatment (50%, Fig. 3F), whereas neurons
with two neurites were substantially increased (40%). Neurons
with three or more processes, virtually absent from control
cocultures, were often observed after EGF treatment (Fig. 3F).
Surprisingly, the addition of EGF concomitantly to T3 did not
enhance T3 effect on either number or length of neurites (Fig.
3, E and F).

To discriminate between a direct and indirect action of EGF
on neuritogenesis, we cultivated embryonic neurons on condi-
tioned medium derived from hormone-treated astrocytes
(T3CM). After 24 h, outgrowth and number of neurites were
evaluated as previously described. Culture of cerebellar neu-
rons on T3CM did not promote significant increment in either
total neurite length or number of neurites when compared with
CCM (Fig. 4), indicating that astrocytic EGF secreted in re-
sponse to T3 treatment is not directly implicated in modulation
of cerebellar neuritogenesis.

To fully implicate EGF on T3 modulation of neurite out-
growth, we blocked its activity with genistein and tyrphostin,
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Fic. 3. Effect of EGF on cerebellar neuritogenesis. Cerebellar neurons obtained from E19 rats were plated onto astrocyte monolayers
nontreated (A) or previously treated by T3 (B) or EGF (C) (10 ng/ml) alone or in combination. Cultures were kept for 24 h before quantification of
length (D and E) and number of neurites (F) as previously described. EGF treatment of astrocytes significantly enhanced astrocyte permissiveness
for neuritogenesis. Arrows in A show aneuritic neurons. The asterisk in D corresponds to p < 0.001; n, neurites; C, control. The scale bar

corresponds to 50 pm.
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FiGc. 4. Conditioned medium derived from T3-treated astro-
cytes does not increase number and neurite outgrowth. Cerebel-
lar neurons obtained from E19 rats were maintained for 24 h on con-
ditioned medium derived from nontreated (CCM) and T3-treated
astrocytes (TSCM). Subsequently, B-tubulin III-positive cells were an-
alyzed as described under “Experimental Procedures.” Total length (A
and B) and number of neurites (C) were obtained using the Sigma Scan
Pro Software (Jandel Scientific). In all cases, at least 100 neurons
randomly chosen were observed. T3CM did not affect the number and
outgrowth of neurites. All groups analyzed did not present significant
statistical relevance (p > 0.05).

two EGFR inhibitors. Astrocytes were concomitantly treated by
T3 and genistein or tyrphostin, as previously described (Fig. 5).
Inhibitor-containing medium was replaced by drug-free me-
dium immediately before to neuronal plating. After treatment,
E19 cerebellar neurons were settled onto astrocyte carpets, and
number and length of neurites were analyzed after 24 h of
coculture. Trypan blue viability assays showed that cell viabil-
ity was not altered by inhibitors (data not shown). Genistein
and tyrphostin treatment of T3-astrocyte monolayers dramat-
ically affected the average neurite length (Fig. 5A). Under
these conditions, an increment was observed in the number of
neurons extending short processes (0-100 um) followed by a
striking decrease in those with longer neurites (Fig. 5B). Sim-
ilar results were obtained by concomitant treatment of astro-
cyte carpets with EGF and inhibitors (data not shown).
Number of aneuritic neurons was severely increased by con-
comitant treatment of astrocytes with T3 and genistein or
tyrphostin, especially the former (7-10 times), whereas the
fraction of more branched neurons (two or more neurites)
clearly decreased after inhibitor treatment (Fig. 5C). Together,
our data highly implicate EGF in mediation of neuritogenesis
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Fic. 5. Effect of the EGFR tyrosine kinase inhibitors genistein
and tyrphostin on neurite outgrowth induced by T3-astrocytes.
E19 cerebellar neurons were cultivated onto astrocyte monolayers pre-
viously treated by T3 alone or in combination with genistein (2.5 um)
(@) and tyrphostin (500 nMm) (Tyrph). Inhibitor-containing medium was
replaced by drug-free medium immediately before neuronal plating.
After 24 h of culture the average of neurite length (A and B) and
number of neurites (C) were analyzed as previously described. The
asterisk corresponds to p < 0.001; n; neurites. Note that addition of
genistein or tyrphostin completely inhibited T3-astrocyte effect on num-
ber and outgrowth of neurites. None of these inhibitors had a significant
effect on control cultures (data not shown).

induced by T3-treated astrocytes. However, our data strongly
suggest a diverse mechanism of action for EGF in neuritogen-
esis (indirect) from the one previously described by us to mod-
ulate neuronal proliferation (direct) (19).

EGF Effect on Cerebellar Neuritogenesis Is Mediated by Ex-
tracellular Matrix Proteins—Because we demonstrated that
T3CM, which contains EGF, does not enhance neurite out-
growth, we assume that EGF action on neuritogenesis might be
indirect, possibly modulating secretion of additional molecules
by astrocytes. Neurite growth of CNS neurons is primarily
dependent of ECM protein expression. Within ECM compo-
nents, laminin and fibronectin play a major role in stimulating
neurite outgrowth during NS development. To evaluate the
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Fic. 6. T3 and EGF modulate astro-
cyte production of extracellular ma-
trix proteins. Cerebellar astrocyte cul-
tures treated by EGF (10 ng/ml) or T3 (50
nM) as described under “Experimental
Procedures” were immunostained for the
ECM proteins laminin (upper panel) and
fibronectin (lower panel). Note that either
T3 or EGF greatly potentiated ECM pro-
duction by astrocytes. The addition of ge-
nistein or tyrphostin strongly reversed
this phenomenon. Control, nontreated as-
trocytes; T3, astrocytes treated by T3;
EGF, astrocytes treated by EGF; T3+G,
astrocytes concomitantly treated by T3
and genistein; 73+ Tyrph, astrocytes con-
comitantly treated by T3 and tyrphostin.
Insets show a 4’',6-diamidino-2-phenylin-
dole (DAPI) nuclear immunolabeling of a
T3 and genistein astrocyte culture, which
is equivalent for all conditions. Scale bars
correspond to 100 um.

inin

Lam

Fibronectin

involvement of these ECM proteins in EGF-induced neurite
outgrowth, T3 and EGF-treated astrocytes were immunola-
beled for laminin and fibronectin. As shown in Fig. 6, both
proteins had their pattern of expression highly augmented
after T3 and/or EGF treatments. Although in control cultures
laminin and fibronectin were restricted to certain groups of
cells, in treated cultures the staining was more uniform and
widespread throughout cultures (Fig. 6). Staining was mostly
extracellular with a network of thick and fibrous strands. Con-
comitant treatment of astrocytes with T3 and the EGFR inhib-
itors, genistein and tyrphostin, decreased fibronectin and lami-
nin staining (Fig. 6), strongly implicating the EGF pathway in
this process. Similar results were obtained by the addition of
these inhibitors to EGF-treated astrocytes (data not shown).
Together, these results strongly suggest that modulation of
ECM protein expression might be the major mechanism by
which EGF indirectly promotes neurite outgrowth of cerebellar
neurons in vitro.

EGF Modulates Laminin and Fibronectin Expression
through MAPK and PI3K Pathways—The biological response
to EGF might be determined by activation of distinct signaling
pathways. To define the signaling molecules involved in EGF-
induced cerebellar neuritogenesis and laminin/fibronectin
overexpression we used several kinase inhibitors (Figs. 7 and
8). Astrocyte monolayers concomitantly treated with EGF and
the specific inhibitor for 3 days were used as carpets for cere-
bellar neurons. To prevent a direct action of the drug on neu-
rons rather than a glia-mediated effect, inhibitor-containing
medium was replaced by drug-free medium before neuronal
plating. PD98059, a selective inhibitor of MEK (MAPK/extra-
cellular signal regulated kinase kinase), completed blocked
EGF-induced neuritogenesis (Fig. 7). Similar results were ob-
tained by administration of .LY294002, a specific inhibitor of
the PI3K (Fig. 7). In contrast, KT5720, a specific inhibitor of
protein kinase A, did not block EGF effects on neuritogenesis
(Fig. 7). Neither inhibitor had effect on control astrocytes (data
not shown). Trypan blue viability assays revealed that all in-
hibitors were used in nontoxic concentrations (data not shown).

To further correlate EGF-induced neuritogenesis with ECM
expression, astrocytes carpets treated by EGF and kinase in-
hibitors were immunostained for laminin and fibronectin (Fig.
8). In agreement with their effects on neuritogenesis, PD98059
and LY294002 dramatically attenuated EGF-induced ECM
overexpression (Fig. 8). As expected, KT5720 did not prevent
laminin and fibronectin overexpression induced by EGF. These
data highlight the straight correlation between EGF modula-
tion of neuritogenesis and ECM overexpression and strongly
implicate the MAPK and PI3K pathways in this process.
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FiG. 7. Effect of kinase inhibitors on EGF-induced neurite out-
growth. E19 cerebellar neurons were cultivated onto astrocyte mono-
layers nontreated (Control; A) or previously treated by EGF (10 ng/ml)
alone (EGF; E) or in combination with KT5720 (400 nm) (E+ KT5720;
B), PD98059 (50 um) (E+ PD98059; C), and LY294002 (5 um) (E+
LY294002; D). Inhibitor-containing medium was replaced by drug-free
medium immediately before neuronal plating. After 24 h of coculture,
cells were immunolabeled for g-tubulin III (A-E), and the average of
neurite length (F) was analyzed. EGF greatly potentiated neuritogen-
esis. The addition of PD98059 and LY294002 greatly prevented this
phenomenon, whereas that of KT5720 had no effect on neuritogenesis.
None of these inhibitors had a significant effect on control cultures
(data not shown). Concomitant treatment of astrocytes with EGF and
methyl sulfoxide did not impair EGF effect. The asterisk corresponds to
p < 0.001 in comparison to EGF. The scale bar corresponds to 100 um.

DISCUSSION

In the present work, we provide the first evidence that EGF
secreted by T3-treated astrocytes induces EGL neurons to un-
dergo differentiation initiated by outgrowth of neurites. Such
an event is mediated by EGF modulation of laminin and fi-
bronectin astrocytic expression through MAPK and PI3K path-
ways. The present findings together with those previously de-
scribed by us (19) suggest a binary role for EGF on cerebellar
ontogenesis, directly, on granular precursors proliferation and,
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Fic. 8. Effect of kinase inhibitors on EGF-induced astrocyte production of ECM proteins. Astrocyte carpets were treated by EGF and
specific inhibitors according to “Experimental Procedures.” After treatments, cultures were immunolabeled for the ECM proteins laminin and
fibronectin. EGF strongly potentiated ECM production by astrocytes. The addition of PD98059 and L.LY294002 greatly prevented this phenomenon,
whereas that of KT5720 had no effect on ECM pattern. None of these inhibitors had a significant effect on control cultures (data not shown).
Control, nontreated astrocytes; EGF, EGF-treated astrocytes; E+KT5720, astrocytes concomitantly treated by EGF and KT5720 (400 nm),
E+PD98059, astrocytes concomitantly treated by EGF and PD98059 (50 um), E+LY294002, astrocytes concomitantly treated by EGF and
LY294002 (5 uM). Insets show a 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) nuclear immunolabeling of an E+LY294002 astrocyte culture, which is

equivalent for all conditions. Scale bars correspond to 100 wm.

indirectly, through ECM components in neurite outgrowth.
Our data create a new scenario on the role of EGF and glial
cells as mediators of T3 action on cerebellar development.

Astrocytes have been well recognized as the major source of
ECM components including fibronectin and laminin both in
vivo and in vitro (22—24). The pattern of these ECM proteins on
the astrocyte surface, which is highly modulated by thyroid
hormone, provides directional cues to neurite outgrowth (22,
25-28).

We now report that astrocytes treated by T3 or EGF greatly
increased laminin and fibronectin fibrils in the extracellular
space, thus providing a permissive substrate to neurite out-
growth. Our data contrast with those obtained from Farwell
and Dubord-Tomasetti (29), who demonstrated that T4 but not
T3 increases laminin expression. We believe, however, that this
apparent discrepancy between these two works most likely
reflect fundamental differences in the technical approaches
such as hormone treatment schedule, hormone concentration,
and differences in culture conditions. Furthermore, those au-
thors have cultured astrocytes derived from whole brain,
whereas we have used in our study astrocytes derived from
cerebellum. It has been speculated that spatial differences in
the expression of T3 receptors account for the variety of T3
response elicited in brain structures (3, 30).

The addition of the EGFR tyrosine kinase inhibitor, tyrphos-
tin, to T3-treated astrocytes greatly inhibited the ECM incre-
ment elicited by the hormone as well as impaired astrocyte
permissivity to neurite extension. These data strongly suggest
that T3-induced ECM augmentation in astrocytes is mediated
by EGF. Furthermore, because no additive effects on neurite
outgrowth were observed in astrocytes treated by EGF and T3
in combination, it seems likely that the two growth factors act
probably through the same pathway, i.e. induction of ECM
components. Because T3-astrocytes already produce EGF (19),
we assume that the addition of exogenous EGF raises the
growth factor concentration beyond the saturation limit opti-
mum for its effect.

T3 has been proposed to directly modulate some ECM genes
(31, 32); however, a direct T3 regulation has not been undoubt-
edly reported for laminin and fibronectin. Our results do not
completely rule out a T3 direct regulation of these proteins;
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Fic. 9. Schematic representation outlining the roles of MAPK
and PI3K pathways in the EGF-induced cerebellar neuritogen-
esis. Thyroid hormone induces astrocytes to secrete EGF. Directly,
EGF induces neuronal proliferation; indirectly, by modulating the con-
tent of astrocytic ECM proteins, EGF increases neurite outgrowth. EGF
effects are triggered by EGFR tyrosine kinase signaling mediated by
cooperation between MAPK and PI3K pathways. Two possibilities are
depicted; 1) PI3K and MAPK cascades are independently activated, or
2) The two pathways cross-talk somewhere. The influences of general
tyrosine kinase inhibition (genistein), EGFR inhibition (tyrphostin),
classic MAPK pathway inhibition (PD98059), and PI3K pathway inhi-
bition (1.Y294002) are shown.

however, they reveal an additional new mechanism for ECM
protein modulation mediated by EGF in the NS. Together with
ours, the recent finding that fibronectin mRNA is increased by
activation of the EGFR in cardiac fibroblasts (33) and EGFR
gene amplification is associated with laminin overexpression in
tumor cell lines (34) suggest that EGF modulation of laminin
and fibronectin might be a more general process occurring in
several tissues. We completely rule out a direct action of EGF
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on cerebellar neurite outgrowth since addition of EGF (data not
shown) or T3CM (which contains EGF) directly on neuronal
cultures does not increase neuritogenesis. This is the first time
a T3 action on ECM protein expression and neuronal out-
growth mediated by an intermediary growth factor in NS is
clearly described.

EGF is implicated in widespread effects in CNS such as
proliferation and differentiation of a variety of neuronal pro-
genitors, postmitotic neurons, and glial cells (35, 36). EGF
exerts most of its cellular actions through activation of the EGF
receptor, which belongs to a family of structurally related ty-
rosine kinase receptors (37). Immunoreactivity for EGFR has
been demonstrated in several regions of the embryonic and
adult brains such as frontal cortex, hippocampus, cerebellum,
and striatum (36, 38), which support a role for EGF during
brain development. Signaling through EGFR is triggered by
ligand binding, receptor dimerization, and tyrosine phospho-
rylation and is classically associated with activation of the
Raf-MEK-MAP/extracellular signal-regulated kinase pathway
(36, 39). In our work, the specific inhibitor of MEK1/2 kinase,
PD98059, greatly inhibited laminin and fibronectin overex-
pression induced by EGF. Similar results were yielded by ad-
ministration of the specific EGFR inhibitor, tyrphostin, which
suggested that MAPK pathway is activated downstream of
EGFR tyrosine kinase (data not shown). Although the molecu-
lar mechanism of ECM modulation by EGF in NS has not been
described yet, EGFR transactivation was found to up-regulate
fibronectin in a MEK-extracellular signal-regulated kinase-de-
pendent manner in other systems (40-42). Activation of EGFR
is followed by induction of the Ras signaling pathway charac-
terized by a kinase cascade, including Raf, MAPK kinase, and
MAPK. It has been suggested that activated MAPK can trans-
locate into the nucleus where it phosphorylates and activates
several transcriptional factors (36). Recently, it has been dem-
onstrated that the Ras-MAPK cascade described above is just
one of the transcytoplasmic nuclear-signaling pathways acti-
vated by EGF (43). This is the case of PI3K, the activity of
which has been described to be stimulated by EGF. PI3Ks are
a conserved family of lipid kinases that catalyze the phospho-
rylation of the 3’ position of the inositol ring of phosphoinosi-
tides (43). They produce lipids implicated in several cellular
processes. Although the mechanism involved in EGFR activa-
tion of MAP does not display an obvious role for PI3K, phar-
macological inhibitors of PI3K were found to strongly interfere
with MAPK pathways in several systems (43—46). In agree-
ment with these data, the addition of the PI3K pathway inhib-
itor, LY294002, completely abolished EGF-induced ECM over-
expression. Recent evidence has been accumulated pointing
a functional cross-talking between PI3K and MAP kinase path-
ways (43, 45—48).

Because we previously demonstrated that the effects of EGF
on neuronal proliferation involved the protein kinase A-cAMP
pathway, we sought to investigate the role of this pathway on
EGF-induced neuritogenesis. The addition of the protein ki-
nase A inhibitor KT5720 had no effect on EGF-induced ECM
overexpression and neuritogenesis. Taken together, two mod-
els for the T3/EGF neuritogenesis induced by astrocytes might
be proposed. Thyroid hormone induces cerebellar astrocytes to
secrete EGF, which induces neuronal proliferation (Ref. 19 and
Fig. 9). By autocrine mechanism, EGF activates astrocytic
EGFR. Transactivation of EGFR leads to 1) induction of PISK
followed by MAPK pathway activation, or 2) alternatively,
EGFR may activate two separate cascades, a PI3K-dependent
pathway and the classical MAPK pathway (Fig. 9). The fact
that the administration of LY294002 and PD98059 alone is
sufficient to completely inhibit ECM overproduction, and con-
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comitant addition does not yield additive inhibition (data not
shown) call in favor of converging rather than independent
pathways. Full elucidation of the molecular mechanisms impli-
cating PI3K and MAPK pathways await further experiments.

We reported a new attribute of EGF as mediator of thyroid
hormone action on cerebellar development. Our results suggest
that EGF might play a crucial role in distinct aspects of gran-
ular cell development in culture. How these in vitro results
could account for in vivo cerebellar ontogenesis? Expression of
the EGFR and T3 receptor does appear to be temporally unco-
ordinated in cerebellum. The early germinative zone of the
EGL (E15-19) was not undoubtedly reported to express T3
receptor, which will be expressed later in the development in
the postmitotic premigratory zone of EGL and in the internal
granular layer (49), whereas EGFR mRNA is highly expressed
in the EGL (50). These data highlight the importance of a
mediator for T3 activity (possibly glia cells via EGF secretion)
at least on these early events of cerebellum ontogenesis.

Other factors also modulated by thyroid hormone such as the
neurotrophins family have been also implicated in the regula-
tion of several steps of cerebellar development (51). Our work
points to EGF as an additional growth factor in the modulation
of cerebellar granular cell ontogenesis, thus providing support
for a multiple novel neurotrophic activity of growth factors in
the development of cerebellar cortex. The fact that replacement
of neurotrophin-3 or brain-derived neurotrophic factor results
in some rescue of cerebellar development in hypothyroid ani-
mals (52) points to the possibility of using glia-derived growth
factors as putative therapy to congenital hypothyroidism. Un-
derstanding the molecular relationship of thyroid hormones
and neuron-astrocyte interactions could open in the future a
new avenue to explore and rescue the abnormalities exhibited
by the hypothyroid brain. Our work provides the first evidence
that EGF secreted by astrocytes mediates thyroid hormone
neuritogenesis in the cerebellum. The complexity of the pro-
cesses underlying axonal growth suggests the existence of mul-
tiple sites of possible regulation. Therefore, it is likely that
modulation of ECM proteins by EGF reported here in this
paper might provide a potential mechanism by which this
morphogenetic hormone exerts its effects on neurite outgrowth
and establishment of neuronal connections.
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Baixar livros de Matematica
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