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RESUMO

Introducéao: Os horménios da glandula tireoide (HT)L-3,5,3’,5'-
Tetraiodotironina(Tiroxina/T4) e L-3,5,3’-Triiodotironina(T3) s&o classicamente
reconhecidos por seus papeis na homeostase geral, maturacdo e diferenciacéo
celular durante o desenvolvimento embrionario. Em astrdcitos, o T3 regula a
expressdo de proteinas da matriz extracelular (MEC) durante o desenvolvimento
cerebral e a secrecdo de fatores de crescimento. As Aquaporinas (AQP’s) sdo uma
familia de pequenas proteinas integrais de membrana que exercem papel crucial no
transporte bidirecional de agua através de membranas plasmaticas. A AQP4,
principal canal de agua no cérebro, € predominantemente expressa nos
prolongamentos astrogliais da Barreira Hematoencefdlica (BHE), e ganhou
visibilidade como potencial alvo terapéutico depois da descoberta de seu papel na
fisiopatologia de doencas como Neuromielite Optica, Astrocitomas e Acidente
Vascular Encefalico (AVE).Objetivo: No presente trabalho, buscou-se avaliar se a
expressdo da AQP4 cerebral pode ser modulada pela acdo do T3 durante o
desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) de camundongos
Swiss.Método: Fémeas no 18° dia de gestacdo ou machos jovens com 27 e 57 dias
de vida receberam, por via intraperitoneal (I1.P), 1ug/g do horménio T3 diluido em
solugcdo de NaOH 0.02N ou somente NaOH 0.02N durante trés dias consecutivos. A
reacdo imunohistoquimica foi efetuada para a AQP4 e foi utilizada igualmente a
marcacao com GFAP (Glial FibrillaryAcidicProtein) para identificar a localizagédo da
AQP4 com maior especificidade em astrocitos.Resultados: Quando comparado ao
grupo controle, o tratamento com T3 (1ug/g) reduziu de forma significativa a
expressdo da AQP4 no cértex cerebral dos animais no inicio da vida, PO (p<0.02).
Durante a fase adulta, no entanto, o tratamento com T3 proporcionou um aumento
da expressdao da AQP4 (p<0.0001) e evidenciou um padrdo de expressao
discretamente maior, mas sem significAncia, com tendéncia a estabilidade nos
animais com 60 dias de vida (P60). Conclusao: A expressdo da AQP4 no cérebro
varia de acordo com a fase de desenvolvimento do sistema nervoso e € modulada,
em diferentes fases, pelo hormbnio da tireoide T3. Logo, nossos achados indicam o
T3 como um potencial agente modulador da expressdo da AQP4 em diferentes
fases de desenvolvimento do sistema nervoso.

Palavras-chave: aquaporina-4, horménio da tireoide, astrdcitos, desenvolvimento
cerebral



ABSTRACT

Introduction: The thyroid hormones (TH) L-3,5,3 ', 5'-Tetraiodothyronine (Thyroxine/
T4) and L-3,5,3-Triiodothyronine (T3) are classically known for their roles in
homeostasis, cell maturation and differentiation during embryonic development. In
astrocytes, T3 regulates extracellular matrix (ECM) proteins expression and secretion
of growth factors during brain development. Aquaporins (AQP's) are a family of small
integrated membrane proteins that play a crucial role in bidirectional water transport
across plasma membranes. AQP4 is the main brain water channel predominantly
expressed in the Blood-Brain Barrier (BBB) astrocytes end-feet encircling endothelial
cells and has been pointed out as a therapeutic targetin pathological conditions as
neuromyelitis optica, astrocytomas, and stroke. Objective: In the present study, we
aimed to investigate if AQP4 expression during Central Nervous System (CNS)
developmentin Swiss mice was on the modulation of T3 thyroid hormone. Method:
Females on the 18th day of pregnancy or young males 27 and 57 days old, received
intraperitoneally 1ug/g of T3 hormone diluted in 0.02N NaOH solution or vehicle only
for three consecutive days. Immunohistochemical assay for AQP4 and GFAP (Glial
Fibrillar Acid Protein) were performed to distribution and localization of AQP4 in brain
astrocytes. Results: When compared to control group, treatment with T3 (1ug / g)
significantly decreased AQP4 expression in the cerebral cortex of newborn PO
animals (p <0.02). During adulthood, however, treatment with T3 increased AQP4
expression (p <0.0001) and showed a slightly no statistically significant higher
immunoreactivity than untreated group in 60-day-old animals. Conclusion: The
expression of AQP4 varies according to the CNS stage of development and is
modulated in different phases by the thyroid hormone T3. Therefore, our findings
indicate T3 as a potential modulator of AQP4 expression during different stages of
central nervous system development.

Keywords: aquaporin-4, thyroid hormone, astrocytes, brain development
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1. INTRODUCAO

Os hormbnios da glandula tireoide (HT) L-3,5,3,5-Tetraiodotironina
(Tiroxina/T4) e L-3,5,3-Triiodotironina (T3) sdo classicamente reconhecidos por
atuarem sobre a homeostase geral, energia corporal e também, de maneira critica,
na maturacdo e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento embrionario,
sintese e secrecdo de fatores de crescimento, sendo primordiais ho consumo de

oxigénio e no metabolismo celular (NUNES, 2003).

Apesar de serem sintetizados na glandula tireoide e estarem sob acdo de uma
via autorregulatoria, os HT’s tém sua secrecdo modulada, também, por uma via

neuroenddcrina representada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-tireoide (figura 1A).

Os HT’s, T4 e T3, sao produzidos nas células foliculares da glandula tireéide
através de um processo de desiodacdo. O T3 € cerca de 3-5 vezes mais
biologicamente ativo que o T4. Ambos agem, basicamente, por duas vias de acéo
de mecanismo molecular: 1) pela ligacéo do T3 aos receptores nucleares do HT, que
resulta na modificacdo da expressdo génica de diversos genes nas células-alvos
(acdo gendmica) e 2) pela acdo direta do T3 e T4 em vias de sinalizacdo em alvos
extra-nucleares (acdo nao-gendmica) (figura 1B) sendo ambas as formas de acao
mediadas pela ligagdo entre o HT e seus receptores, com a diferenca de localizacao
desses receptores: no segundo caso, estao localizados na membrana plasmatica e
no citoplasma (NUNES, 2003; KIMURA, 2015, p.1060 e CHENG et.al., 2010).

O metabolismo e a sintese destes hormonios se dao, na maioria das vezes, in
locu por meio da acdo de enzimas especificas, as selenioproteinas desiodases e
dependem, também, da disponibilidade de iodo no organismo. Aproximadamente
85% do T3 ativo sdo biotransformados a partir do T4 nas células alvo.
(ARMSTRONG et.al., 2014, p.450).

10
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metabolismo dos horménios da tireoide (T3 e T4). A) Algca de feedback negativo formada pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-tireoide; B) Representagdo sumarizada das duas vias de acdo dos horménios T3
e T4. O fluxo representado por setas azuis indica a via de acdo gendmica; o fluxo identificado por
setas vermelhas indica a via de acao ndo-genémica. TSH, Thyroide-stimulating hormone; TRH, TSH
realeasing hormone; PKC, Protein Kinase C; MAPK, Mitogen Activated Protein Kinases TRE, Thyroid
Response Element; D2, Isoforma 2 da Desiodase; D3, Isoforma 3 da Desiodase (Adaptada de
KIMURA, 2015 e TONI, et.al., 2009). 11



Por muito tempo as células gliais, os astrocitos — as células mais abundantes
do Sistema Nervoso Central (SNC) - de maneira especial, foram considerados
agentes passivos em meio as outras células do SNC e Sistema Nervoso Periférico
(SNP); no entanto, cada vez mais se tem evidenciado a participacdo dessas células
como sendo chaves em diversos processos cerebrais por suas capacidades de
enviar e receber sinais, regulando concentracdes extracelulares de ions, metabdlitos
e neurotransmissores para coordenar a diferenciagdo, metabolismo e excitabilidade
dos neurdnios e modular a transmissao sinaptica, além de participarem da regulacdo
hormonal, exercendo grande impacto no metabolismo energético cerebral (GARCIA-
SEGURA, et.al.,, 2004; ROUACH etal, 2008 apud GOMES, etal, 2013 e
VERKMAN, 2008).

No SNC, os horménios tém acao critica na interacdo glia-neurénio exercendo
acOes neuromoduladoras e neurotréficas sob condic¢des fisioldgicas ou patologicas.
Esse contato mediado pela sinalizacdo hormonal de células gliais acontece de duas
maneiras: 1) quando o horménio age diretamente na glia e esta, por sua vez, envia
sinais ao neurbnio para modular sua funcdo; ou 2) a acdo hormonal acontece
primeiro sobre o neurdnio, fazendo com que ele libere substancias de sinalizacdo
para glia. Esta, entdo, encaminha o sinal de volta ao primeiro neurénio ou a outros
adjacentes. Células da glia também sintetizam metabdlitos hormonais ativos que
afetam a funcdo neuronal. Um exemplo de associacdo entre processos de sintese e
metabolismo é o caso do T3. (GARCIA-SEGURA, et.al.,, 2004 e GOMES, et.al.,
2013).

De acordo com TRENTIN (2006), os astrocitos tém papel central no
metabolismo dos HT’s funcionando como principal via de acesso do T4 sérico ao
cérebro, sendo responsavel por sua conversdo em T3 e, por consequéncia, pelo
suprimento dos tecidos neurais da forma biologicamente ativa do hormonio,
atribuindo aos astrocitos a funcdo mediadora entre o0 T3 e 0s processos de

desenvolvimento neural.

Especificamente em astrécitos, o T3 regula a expressédo da matriz extracelular
(MEC) durante o desenvolvimento cerebral e a secre¢édo de fatores de crescimento

gue, no cerebelo, como demonstrado por TRENTIN et.al. (2001), age de maneira
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autocrina, induzindo a proliferacdo astrocitaria, reorganizacdo da MEC e a

proliferacéo de neuroblastos cerebelares.

O aporte adequado destes hormonios durante o periodo de desenvolvimento
cerebral & de extrema importancia, pois até mesmo déficits considerados discretos
podem desencadear consequéncias neurolégicas graves para o feto, como, por
exemplo, o cretinismo, estado patolégico caracterizado por reducdo abrupta das
concentracbes séricas do horménio tireoidiano durante o periodo de
desenvolvimento (POTERFIELD, 1994; GOODMAN & GILBERT, 2007).

Também foi demonstrado por GOODMAN & GILBERT (2007), ao inibirem em
ratas, de forma gradativa a disponibilidade do T4 durante o periodo gestacional, que
niveis reduzidos do T4 promovem disposicdo celular/neuronal aberrante, uma
heterotopia, dentro da substancia cinzenta do corpo caloso. ALVAREZ-DOLADO
et.al. (1999) também demonstraram que o hipotireoidismo gestacional altera a
viabilidade de células da glia radial, que sdo necesséarias para formacdo do
neocértex. O T3 também esta diretamente envolvido no desenvolvimento de
neurdnios granulares, pois afeta sua viabilidade, capacidade de diferenciacdo, além

de prevenir processos apoptéticos (TRENTIN, 2006).

Niveis reduzidos do T3 também tém sido correlacionados a uma maior pré-
disposicéo ao surgimento de algumas condi¢cfes patoldgicas que afetam de maneira
grave o SNC. O Acidente Vascular Encefélico (AVE) (JIANG, et.al., 2017) e alguns
tipos de tumores astrocitarios, como o Glioblastoma Multiforme (GBM) (XIONG, et.al.
2018) sao exemplos dessas condi¢cdes. O GBM € um tipo de tumor cerebral de alto
grau de malignidade por sua capacidade de invadir tecidos adjacentes e de
migracao, tornando-se entdo, de dificil tratamento e de progndstico desfavoravel:
pacientes recém-diagnosticados tém expectativa de sobrevivéncia de apenas 12 a
14 meses apos o diagnéstico (LACROIX et.al., 2001).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou (COSTA et.al.,, 2019) que o T3 pode
desempenhar acdo importante sobre a expressao da AQP4, reduzindo-a em células
do tipo GBM-95, apontando para uma potencial acdo terapéutica desse hormonio

em glioblastomas.

13



A concentracao intracelular dos HT’s é modulada por um grupo de enzimas
conhecidas como desiodases, citadas anteriormente, sendo representado por trés
isoformas (1, 2 e 3), e que sdo responsaveis por catalisar a desiodacdo do pro-
hormoénio T4 em T3 ou gerar seus produtos biologicamente inativos, como rT3 e T2,
a depender do tecido no qual estas enzimas sao expressas e dos niveis de HTs
circulantes. Portanto, sé@o responsaveis pela ativacdo ou inativacdo desses
hormonios. A particularidade do SNC, no que diz respeito a sintese e metabolismo
dos HT’s, € expressar ambas as isoformas D2 e D3 em astrocitos e neurbnios,
respectivamente, com perfil de maior expressdao durante o periodo de
desenvolvimento (NUNES, 2003).

A isoforma D2 — metabolismo do T4 em T3 - € significativamente expressa em
tecido placentario e no SNC, tendo sua atividade elevada no hipotireoidismo e
diminuida no hipertireoidismo. A D3, por sua vez, tem papel inativador, gerando por
meio de sua acdo somente produtos biologicamente inativos: rT3 e T2, a partir do T4
e T3, respectivamente. Portanto, o padrdo de atividade desta € diminuido no
hipotireoidismo e aumentado no hipertireoidismo (KIMURA, 2015, p.1070; NUNES,
2003, HERNANDEZ et.al., 2012).

O SNC apresenta muitas peculiaridades no que diz respeito a sua homeostase
hidrica e energética. Todo liquido direcionado ao parénquima encefélico (intersticio)
e aos espacos intraventricular e subaracnoideo (que contém Liquido cerebrospinal
(LCS)) sao regulados pela Barreira Hematoencefalica (BHE) e Hematoliquérica
(BHL), respectivamente. (LATERRA & GOLDSTEIN, 2014, p.1370; KIMELBERG,
2004). Nas doencas relacionadas ao SNC como, por exemplo, meningite bacteriana,
trauma cerebral, tumores cerebrais e hidrocefalia, as taxas de fluxo de entrada e
saida de agua sobem, resultando no aumento da Pressao Intracraniana (PIC) pelo
acumulo excessivo de agua nos compartimentos intracranianos. Esse aumento, por
sua vez, tem efeitos deletérios ao SNC, com desfechos clinicos desfavoraveis como
isquemia, herniagao e, por fim, morte cerebral (PAPADOPOULOS & VERKMAN,
2005; PAPADOPOULOS & VERKMAN, 2013).

Nesse contexto, surgem as aquaporinas (AQP’s), uma familia de pequenas
proteinas integrais de membrana (WALZ et.al., 2009) que exercem efeito regulatorio
no transporte bidirecional de agua através de membranas, a favor de um gradiente
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osmotico nas células. Atualmente, 14 membros desta familia (AQPO — AQP13) séo
conhecidos e caracterizados em mamiferos, entre humanos e roedores (VERKMAN,
et.al., 2014). Dados das ultimas décadas sustentam que essa familia de proteinas -
amplamente expressa em diversos sistemas biologicos — influencia, também, na
secrecdo de fluidos epiteliais, migracdo celular, formacdo e resolucdo de edema,
neurotoxicidade, dentre outras condicdes (PAPADOPOULOS & VERKMAN, 2013;
SADANA et.al., 2015 e XIMENES-DA-SILVA, 2016).

O primeiro canal de agua integrante dessa familia a ser caracterizado foi o
CHIP28, posteriormente denominado como Agquaporina-1 (AQP1l) (PRESTON &
AGREE, 1991) que pode ser encontrado no SNC, mais especificamente, no plexo
coroide, com aparente funcdo na secrecdo de Liquido Cerebrospinal (LCS); em
varios orgaos do Trato Gastrintestinal (TGI), além do endotélio da cornea, em
eritrocitos e nos rins, com destaque para o tubulo contorcido proximal (CHEIDDE &
SCHOR, 1999).

Partindo de uma perspectiva estrutural, as AQP’s estdo organizadas em
tetrameros, onde cada mondémero funciona como poro seletivamente permeéavel a
agua (figura 2) e também a alguns outros pequenos solutos como o glicerol
(aquagliceroporinas), além do transporte de gases (CO2, NHs, NO e O2) e ions K* e
ClI- (PAPADOPOULOS & VERKMAN, 2013). A permeabilidade a agua é determinada
por cada subunidade de maneira individual, pois as AQP’s estdo inseridas na
membrana plasmética de forma cristalina, de maneira que nem sua lateralidade e
nenhum tipo de mobilidade rotacional interferem no exercicio de suas fungdes.
Dentre os membros dessa familia de proteinas, dois deles, além da AQP1, séo
comprovadamente expressos no SNC: Agquaporina-4 (AQP4) e Aquaporina-9
(AQP9) (CHEIDDE & SCHOR, 1999).
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Figura =2 A) Sequéncia primaria de amino&cidos e a topologia de membrana da aquaporina 4 (AQP4)
com oito segmentos helicoidais inseridos na membrana, M1-M8 e dois locais de iniciacdo de traducéo -
Metl e Met23 (vermelho) o que corresponde as duas isoformas da AQP4, M1 e M23, respectivamente.
B) Estrutura cristalina de raios-X da AQP4 em humanos (RCSB Protein Data Bank ID: 3GD8)
mostrando o0s oito segmentos helicoidais incorporados na membrana (PAPADOPOULOS &
VERKMAN, 2013).

Considerado o principal canal transportador de agua no cérebro, a AQP4,
proteina de maior interesse neste trabalho, foi isolada primariamente em regifes
bastante especificas e estratégicas do tecido cerebral: revestindo os ventriculos
cerebrais e espaco subaracnoideo e, principalmente, nos prolongamentos
astrocitarios constituintes da BHE; também sdo encontradas em células
ependimarias que revestem 0s espacos subventriculares onde exercem um papel
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facilitador no movimento de agua entre o LCS e o parénquima encefalico (LATERRA
& GOLDSTEIN, 2014 e VERKMAN, 2009).

Inicialmente denominada Mercurial-Insensitive Water Channel (MIWC) devido a
uma caracteristica particular de insensibilidade ao mercurio (JUNG et. al., 1994),
essa proteina vem ganhando grande visibilidade do ponto de vista clinico depois da
descoberta de seu papel como antigeno para doencas inflamatdrias autoimunes
ligadas aos distirbios do espectro da Neuromielite Optica, doencas de carater
degenerativo do SNC que atinge, principalmente, o nervo éptico e a medula espinal
(MADER & BRIMBERG, 2019).

Sua expressao pode ser regulada de acordo com alteragbes nas funcdes
metabolicas, o volume do fluido extracelular e o processo de tumorigénese, por
exemplo, e em distirbios que produzem disfuncées da BHE e edema encefélico
(DENG et.al., 2014; SAADAUN et.al., 2002 e NOELL et.al., 2012).

Muitos estudos corroboram quanto a atuacdo da AQP4 na determinacdo da
permeabilidade a agua da BHE. A delecdo da AQP4 est4 associada a uma reducgéo
em sete vezes a permeabilidade a 4gua em cultura celular de astrdcitos (in vitro) e
dez vezes no que diz respeito a BHE no cérebro de camundongos (in vivo)
(PAPADOPOULOS & VERKMAN, 2005). Outros estudos descritivos demonstram
gue as mudancas na expressdo da AQP4 no encéfalo estdo correlacionadas com a
extensdo do edema cerebral em situacdes patolégicas tanto em humanos quanto em
roedores. No entanto, os padrdes de expressao temporais e espaciais da AQP4 sao
complexos, de maneira que ndo é possivel afirmar, com total seguranca, se o
aumento da expressao exacerba o edema ou potencializa sua resolucdo (DONALD,
et.al., 2004; MANLEY, et. al., 2000).

MANLEY et.al. (2000) descrevem dois tipos de edema cerebral: citotoxico e
vasogénico. O primeiro, resulta de um acumulo de liquido intracelular em fungéo de
traumas ou isquemia que ocorre sem qualquer dano a BHE; e, o segundo, do
escape do conteudo plasmatico capilar; ou seja, com danos a BHE. Ambos podem
representar um processo continuo, sendo o edema vasogénio, a evolugao clinica do

citotoxico.
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Nesses casos a AQP4 se comporta de maneira bifasica: no primeiro, edema
citotoxico (fase clinica precoce), a auséncia da proteina em questdo facilita a
resolucdo do edema, tornando o progndstico clinico favoravel. Isto acontece porque
a taxa de entrada de 4gua pela AQP4 compreende uma etapa limitante da taxa de
fluxo de agua do sangue para o SNC; ou seja, aqui a AQP4 faz parte da formacéo
do edema. No segundo, edema vasogéncio (fase clinica tardia) a presenca da
AQP4 é que tem efeito resolutivo, pois as for¢as hidrostéticas conduzem a agua e
solutos do sangue atravées da BHE danificada para o espagco extracelular
independente da AQP4. Ou seja, a AQP4 nao influencia na formacédo do edema,
mas participa de sua absorcdo. (PAPADOPOULOQOS et.al., 2004)

Ha estudos que relatam mudancas no padrdo de expressao ou de distribuicdo
da AQP4 em funcéo de variacfes glicémicas (hiperglicemia ou hipoglicemia) com

consequentes mudancas na permeabilidade da BHE.

DENG etal. (2014) usando modelo de edema cerebral induzido por
hipoglicemia severa em ratos, constataram um aumento (upregulation) da expressao
da AQP4 (in vivo) e um novo padrdo de distribuicdo da proteina ao longo da
membrana plasmatica (in vitro) associados a um discreto aumento da
permeabilidade da BHE. Resultados demonstrados por ZHAO, et.al. (2018), no
entanto, evidenciaram reducdo do edema e do colapso da BHE ocasionados pela
hipoglicemia, com a diminuicdo da resposta inflamatoria em funcdo da delecdo da

AQP4 cerebral, utilizando camundongos knockout.

Em outra pesquisa, desta vez, avaliando a expressédo da AQP4 na hemorragia
cerebral associada ao estado hiperglicémico, CHENG-DI, etal. (2013)
demonstraram exacerbacdo do estado hemorragico com regulagdo negativa da
AQP4 (downregulation), sugerindo essa baixa como via de acdo da evolucdo da

hemorragia.

Outras evidéncias do papel da AQP4 na formacdo e resolucdo do edema
cerebral apds evento isquémico em modelos animais a partir da oclusdo da artéria
cerebral média (transitoria ou permanente) ou por intoxicacdo hidrica (inchaco
celular), também trazem a tona este potencial ao relacionar o efeito anti-edema do

regime de tratamento com T3 a supressdo da expressdo génica da AQP4 tanto no
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momento pré-evento isquémico como no momento pos-isquemia (SADANA et. al.,
2015 e VELLA et.al., 2016).

SADANA et.al. (2015) confirmaram esse eixo de interacdo neuroenddcrino
como possivel contexto de mecanismo de agdo ao testar, em difetente modelos e
tempos experimentais. As acdes do T3 e também de seu metabdlito T2, foram
evidenciadas como neuroprotetoras, sugerindo que a acao efetiva encontrada do T3
talvez esteja relacionada, também, a sua desiodacdo em T2, pois a acdo aqui
sugerida é ndo-genémica e o T2 tem menor afinidadade aos receptores tireoidianos

nucleares.

Outras condicBes neuropatoldgicas estdo associadas as alteracbes na
expressado ou localizacdo da AQP4 (destruicdo do padrdo de expressao polarizado).
Durante processos epileptogénicos, por exemplo, a deficiéncia de AQP4 esta
associada a uma taxa mais lenta de recaptacdo de potassio pelos astrécitos apos
episédios de neuroexcitacdo (MADER & BRIMBERG, 2019 e VERKMAN et.al.,
2014).

bY

Estudos mais recentes estdo de acordo em relacdo a participacdo desta
proteina em processos cognitivos e mnemoénicos muito importantes em algumas
condicBes neurolégicas como, por exemplo, a Doenca de Alzheimer (DA),
evidenciando a participacdo da AQP4 no chamado Sistema Glinfatico, reiterando a
hip6tese de que a AQP4 pode estar envolvida no clearance da proteina B-Amiloide
(RASMUSSEN et. al., 2018; SCHARFMAN et.al., 2013 e HUBBARD et.al., 2018) e
gue sua auséncia ou menor expressdo poderia potencializar o processo

neurodegenerativo caracteristico da DA.

SAADOUN et.al.,, 2005 e 2002, descrevem a atividade dessa proteina no
processo de formacdo de cicatriz glial e sua interferéncia nos diversos graus de
severidade de tumores cerebrais humanos edematosos, 0s astrocitomas,
respectivamente. No primeiro exemplo, camundongos com déficit na expressdo de
AQP4 tém dificuldade no processo de formacdo da cicatriz glial em resposta a um
processo inflamatoério pos-lesdo cerebral, o que pode estar relacionada a reducéo do
processo migratorio astrocitario, facilitando a regeneracéo neural apés episodios de

dano cerebral ou espinal. Ja no segundo caso, demonstram que ha uma forte
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correlacdo entre 0 aumento da expressao da AQP4 e a presenca de edema cerebral

em tumores cerebrais.

Todas estas informacgfes atribuem a esta proteina um papel importante como
potencial alvo terapéutico na resolucdo destes problemas. E valido destacar que a
maioria dos dados existentes que tratam da AQP4 como alvo para terapias é
resultante de ensaios experimentais utilizando camundongos knockout para AQP4,
com poucos potenciais moduladores sendo testados, e somente durante a fase
adulta. O uso do T3 como potencial modulador também implica vantagens, ja que
esse horménio, produzido de maneira enddégena, € do ponto de vista farmacoldgico,
ja bem caracterizado. Assim sendo, o presente trabalho prop6s-se a avaliar o padrao
de expressdo da AQP4 cerebral durante trés estagios de desenvolvimento do SNC

de camundongos Swiss submetidos ou ndo ao tratamento com T3.
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2. OBJETIVO

% Avaliar se a expressédo da AQP4 cerebral pode ser modulada pela acdo do T3

durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central.
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3. METODOLOGIA

3.1 — Animais

Camundongas Swiss prenhes com aproximadamente 14 dias de gestacao ou
machos jovens com 24 e 54 dias de vida, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN-UFAL), foram mantidos em biotério
setorial climatizado a 22°C e submetidos a um ciclo claro/escuro de 12h para
aclimatacdo durante trés dias até atingirem o tempo de vida para inicio do
tratamento experimental: 18 dias gestacionais para as fémeas e 27 e 57 dias de vida
para 0os machos. Agua e racdo foram ofertados ad libitum durante todas as etapas
experimentais. Este estudo foi realizado de acordo com as recomendacdes do guia
brasileiro para o cuidado e uso de animais de laboratorio e comité de ética local. O
protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Alagoas (#CEUA 25/2013 — ANEXO A).

3.2 — Delineamento Experimental

Fémeas no 18° dia de gestacdo ou machos jovens com 27 e 57 dias de vida
receberam, por via intraperitoneal (I.P), 1pg/g de peso animal do horménio T3
(Sigma Aldrich (P.A.)) diluido em solucdo de NaOH 0.02N (Hidroxido de Sadio),
caracterizando o grupo tratado; ou somente NaOH 0.02N, grupo controle (CTRL),
durante trés dias consecutivos; ou seja, até o dia do parto ou até completarem 30 e
60 dias de vida, respectivamente (figura 3). Os animais foram anestesiados ao
nascerem (P0), aos 30 (P30) e aos 60 dias de vida (P60) e s6 entdo depois
perfundido com solucéo salina 0,9% seguido por solucéo fixadora, paraformaldeido
a 4% (PFA 4%) por meio do procedimento de perfusdo transcardiaca, e seus
cérebros foram dissecados e poés-fixados em 4% paraformaldeido a 4°C. N= 03-04

animais/grupo.
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Via: L.P. .
L Inicio do tratamento Fim do tratamento
comT3: l comT3:
com 27 ou 57 dias de com 30 ou 60 dias de
vida l J, \ vida
27°0u 57° 28°0u 58° 29°ou 59°
dias de vida dias de vida dias de vida
Aclimatacdo Tratamento com T3 Eutandasia/Coletade tecido >
IG: 18° dia IG: 19° dia IG: 20° dia
Inicio do tratamento l 1‘ J Fim do tratamento
comT3: comT3:
Fémeas com IG= IG= 21°dia
18°dia 1ug/g peso animal de
T3 ou NaOH 0.02N
Via: LLP.
Ggo
Figura 3 - Representacdo esquematica do delineamento experimental. A) para

camundongos jovens (P30) ou adultos (P60) e B) para obtencdo dos animais no periodo
perinatal imediato (P0O). T3: Triiodotironina; NaOH 0.02N: solug&o de Hidroxido de Saédio; I.P.:

Intraperitoneal; IG: Idade gestacional. Fonte: Autora, 2019.

3.3 - Lista de Substancias

Solucdo estoque de Paraformaldeido 4%, pH 7,4;

Solucéo Estoque de Cloreto de Sodio 0,9%;

Aliguotas do horménio T3 com 0,1mg diluido em 1mL de solucdo de
Hidréxiho de Sodio (NaOH) 0.02N;

Solucéo estoque de NaOH 0.02N (Sigma-Aldrich®, 98%);

Solugéo estoque de Sacarose (Ci12H22011, Vetec®) 30%;

Solucdo de Gelatina preparada a partir da adicdo de Sulfato de Potassio
Croémico (Kcr(SOa4)) e dgua destilada a gelatina obtida pela Vetec® como po;
Aliguotas de Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumin — BSA) 5% a
partir da adicdo de agua destilada ao BSA obtido pelo Sigma-Aldrich® como
po;

Aliquotas de Soro de Cabra (Normal Goat Serum — NGS) 100% a partir de
adicéo de agua destilada ao NGS obtido pela Sigma-Aldrich® como po;
Solucédo de Anticorpo Primario Policlonal Rabbit (Dako®) anti-GFAP (Glial

Fibrillary Acidic Protein);
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e Solucdo de Anticorpo Primario Policlonal Rabbit (Merk®) anti-AQP4
(Aquaporin-4);

e Solugéo estoque de Anticorpo Secundario Alexa Fluor™488 Invitrogen® goat
anti-rabbit IgG 2mg/mL(1:500);

e Solucéo estoque de Anticorpo Secundario Alexa Fluor™568 Invitrogen® goat
anti-mouse 1gG 2mg/mL(1:500);

e Solucéo estoque de PBS, pH 7,4 (Phosphat-Buffered Saline) 0,2M;

As massas dos reagentes utilizados neste trabalho foram medidas em balanca
analitica (Shimadzu AUW220D). Os volumes dos reagentes foram medidos em
micropipetas volumétricas de acordo com cada volume necesséario. As solucdes
foram preparadas em provetas ou baldes volumétricos. Se volumes muito pequenos,

as solucdes eram preparadas diretamente no Eppendorf (2mL).

3.4 — Perfusao Transcardiaca

Segundo GAGE et.al. (2012), a perfusdo transcardiaca € um procedimento
amplamente utilizado em pesquisas experimentais com roedores e tem como
principal objetivo fixar e preservar de forma rapida e uniforme o tecido em um estado
semelhante a vida usando a rede vascular do proprio animal.

Inicialmente, os animais foram anestesiados com solucdo de Xilazina
(15mg/Kg) mais Cetamina (150mg/kg) por via intraperitoneal (I.P). Confirmada a
sedacdo por meio da observacdo da resposta de retirada ao estimulo nocivo leve
(pincamento caudal), o animal foi fixado em uma placa de isopor (16cm de
comprimento X 16cm largura) em decubito dorsal; a partir disso, uma incisao
manubrio-xifo-pubiana foi realizada, de modo que as cavidades toracica e abdominal
fossem expostas proporcionando completa visualizacdo e manipulacdo da bomba
cardiaca; em sequéncia, iniciou-se o procedimento de perfusdo propriamente dito a
partir da pungdo — agulha 13x4,5mm — do ventriculo esquerdo para infusdo de
solucdo salina 0,9% seguida de paraformaldeido 4% (PFA 4%) com auxilio de
bomba dosadora peristaltica (Milan®), realizando-se de maneira simultdnea um corte
no atrio direito (abertura do sistema circulatério) para escape do sangue e solucdes
infundidas (figura 4A)
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A coleta/disseccao dos cérebros foi feita por meio de incisdo na linha média ao
longo do tegumento do pescoco até o focinho do animal, expondo a calota craniana,
seguida de outra incisdo bilateral a partir da porgao distal posterior para a
extremidade frontal do cranio, possibilitando, dessa maneira, a retirada do tecido
cerebral integro e por completo. Posteriormente a disseccdo, os 0rgaos coletados
foram destinados a imersdo em PFA 4% a 4°C por 24h, seguida da solucéo
crioprotetora de sacarose 30% e sO entdo, realizado o processamento histoldgico
em criostato a -20°C. (figura 4B).

2) Infuséo das

A 1) Acesso a Bomba solucdes Salina e B 4) Cortes coronais
Cardiaca Fixadora (PFA4%) 40pm/

Imunofluorescéncia

+ 1l

NaCl
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tecido cerebral 24H
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Figura 4 — Etapas experimentais referente ao procedimento de perfusdo cardiaca. Ver texto.
Fonte: GAGE, et.al. (2012)

3.5 — Imunohistoquimica por fluorescéncia para AQP4 e GFAP

cerebrais

Fatias coronais de 40 um foram dispostas em laminas gelatinizadas. A reacao
imunohistoquimica foi efetuada para a AQP4 e foi utilizada igualmente a marcacao
com GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) para identificar a localizacdo da AQP4 com
maior especificidade em astrécitos. Para isto, os cortes foram lavados com PBS 5
min (3 vezes), imersos em solucéo de Triton 0,5% (30 min), enxaguados com PBS 5
min (3 vezes), e em seguida foi feito o bloqueio com BSA 5% (90-120 min). Apos, 0s

cortes foram expostos aos anticorpos primarios. Estes foram diluidos em BSA 1%
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(anti-AQP4 1:200; anti-GFAP 1:200). Os cortes foram incubados overnight a 4°C.
Apos lavagem dos cortes com PBS 5 min (3 vezes) eles foram incubados com
anticorpos secundarios (Alexa flior 488 e 568 1:1000) diluidos em NGS 5% (1 h
temperatura ambiente), enxaguados com PBS 5 min (3 vezes) e, por fim, montados

em laminas com solucédo de PBS 0,1M + glicerol (1:2).

Os cortes foram observados em microscépio 6ptico de fluorescéncia (Nikon®)
para avaliagdo da distribuicdo da AQP4 e GFAP no cérebro dos camundongos
tratados ou ndo com o T3. Células imunorreativas a AQP4 foram quantificadas

através do programa de processamento de imagens Image J®

3.6 — Anélise de Fluorescéncia

Para quantificacdo da intensidade de fluorescéncia, sec¢cbes de cérebros de
camundogongos foram analisadas em um aumento de 10X utilizando microscopio
optico de fluorescéncia (Nikon®). As imagens capturadas por camera acoplada ao
microscépio foram salvas no formato .jpeg e quantificadas usando o programa
ImageJ®. Uma média de 6 a 10 secdes por animal foi analisada, correspondendo as
coordenadas AP(antero-posterior): 2,1 e -2,5 mm a partir do Bregma. As imagens
capturadas um "limiar* para avaliacdo da imunofluorescéncia foi estabelecido.
Depois de colocar um fundo escuro (background), as areas fluorescentes para AQP4
foram selecionadas e medidas. As intensidades de fluorescéncia do cortex cerebral

total foram calculadas para cada secéo e por grupo experimental.

3.7 — Anéalise Estatistica

A quantificacdo da fluorescéncia foi realizada pela média das densidades
integradas das areas selecionadas, através do programa ImageJ® e a andlise da
significancia das diferencas entre as condi¢Oes foi realizada através da Anova- one
way. O pos-teste de Bonferroni foi utilizado para comparar as densidades integradas

entre diferentes tratamentos do mesmo tipo celular.
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4. RESULTADOS
4.1 — Analise do nivel de fluorescéncia para AQP4 cerebral de animais

PO do grupo CTRL e submetidos ao tratamento com T3.

Os resultados demonstram que quando comparado ao grupo controle, o
tratamento com T3 (1pg/g) (E18-E120) reduziu de forma significativa a expresséo da

AQP4 no cortex cerebral dos animais no inicio da vida, PO (p<0.02) (figura 6).

4.2 — Analise do nivel de fluorescéncia para AQP4 cerebral de animais

P30 e P60 dos grupos CTRL e submetidos ao tratamento com T3.

Durante a fase adulta, no entanto, o tratamento com T3 proporcionou um
aumento da expressao da AQP4 (p<0.0001) (figura 6), evidenciando um padréo de
expressdo discretamente maior, mas sem significAncia e com tendéncia a

estabilidade nos animais com 60 dias de vida (P60).

4.3 - Andlise do nivel de fluorescéncia para AQP4 cerebral de animais
PO, P30 e P60 do grupo CTRL.

Ao avaliar os resultados referentes ao grupo controle de maneira isolada, foi
possivel constatar uma variacdo progressiva na distribuicdo da AQP4 durante os

trés estagios de desenvolvimento avaliados neste trabalho: PO, P30 e P60 (figura 6)

Estes resultados foram publicados na revista Frontiers in Neuroscience no
més abril do corrente ano em edicdo especial intitulada Neuroenergetics, Nutrition
and Brain Health com o seguinte titutlo: Evidence of Aquaporin 4 Regulation by
Thyroid Hormone During Mouse Brain Development and in Cultured Human
Glioblastoma Multiforme Cells (ANEXO B).
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Figura 5 - Localizagdo da AQP4 na regido cortical préxima a superficie pial em animais P30 do grupo
CTRL. A) Células AQP4+ visualizadas no coértex cerebral ao longo da superficie pial do cortex
somatossenssorial (seta branca). B) A marcacdo com GFAP confirma a localizagdo astrocitaria da

AQP4 (seta branca). C) Ndo foi observada marcag¢éo quando da omissdo do anticorpo anti-AQP4.
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Figura 6 - Distribuicdo (AQP4) no cortex cerebral de camundongos nos dias pés-natais 0, 30 e 60 do
grupo controle (CTRL) e do grupo tratado (T3) . (Superior): As inser¢des exibem a imunorreatividade
da AQP4 (verde: A, C, E, G, | e K) ou sua colocalizagao a partir da sobreposicao de imagens(merge)
de AQP4 com GFAP (vermelha: B, D, F, H, J e L). 2). (Inferior): Nos animais tratados com T3 no dia
pés-natal PO o nivel de AQP4 é significativamente inferior em relacdo ao grupo controle, aumentando
significativamente aos 30 dias de vida. Teste-t Student; P <0,01; P <0,0001; #P <0.0001 one-way
ANOVA seguida do teste de Tukey (CTRL PO vs. CTRL P60; T3 PO vs.T3 P30 e T3 P60).
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5. DISCUSSAO

Os resultados confirmam a localizacdo dessa proteina e evidenciam
importante expressdo de AQP4 nos prolongamentos das células astrocitérias
perivasculares presentes na regido cortical proxima a pia-mater (figura 5)
corroborando com dados ja existentes na literatura quanto ao padrédo de distribuicéo
polarizado da AQP4 no cérebro. Também indicam que o tratamento com T3

contribui para 0 aumento da distribuicdo de AQP4 no cértex cerebral.

O tratamento com o hormoénio resulta em uma expressao bifasica da AQP4
no cortex cerebral de camundongos com uma modulagdo negativa da proteina
sendo observada no inicio da vida (P0), seguido de um aumento dessa expressao
nos animais adultos jovens com trinta dias de vida (P30), quando comparado ao

grupo controle.

A menor expressdo de AQP4 no periodo imediato ao nascimento observada
nos animais do grupo controle em relagdo aos animais adultos pode estar
relacionada a uma reducdo do volume de &gua no cérebro que ocorre durante o
desenvolvimento. Em camundongos, a diminuicdo do volume de agua no cérebro é
mais acentuada entre o 14° e o 21° dia de vida, correspondendo a 84 e 79% do
conteddo de &gua no cérebro adulto, respectivamente. LI et. al. (2013)
demonstraram que animais knockout para AQP4 apresentaram reducéo do volume
de agua cerebral mais tardiamente, o que significa dizer que a presenca da AQP4

facilita o efluxo de agua na fase pds-natal precoce.

Estudos realizados por WEN et. al. (1999) e HSU et.al. (2011) associaram uma
acentuada reducdo do volume de agua no cérebro de camundongos normais
(selvagens) a presenca ou aumento da expressdo de AQP4 entre o 7° e 0 14° dia de

vida.

FELLIER-BECKER et. al. (2014) demonstraram que no periodo de
desenvolvimento do SNC, do primeiro ao terceiro dia de vida (P1-P3), a presenca da
AQP4 estd altamente restrita aos prolongamentos de astrécitos que circundam
vasos sanguineos e 0s que estao presentes na superficie pial, ambas as condi¢des

também responsaveis pelo perfil de expresséo polarizado da proteina. O surgimento
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de células astrocitarias também se da de forma mais precocemente detectavel
nessas regides, como citado por MADER & BRIMBER et. al. (2019).

Assim, os resultados expressos que dizem respeito ao menor nivel de AQP4
no grupo CTRL de animais PO em relacdo aos animais adultos corroboram com
dados pré-existentes da literatura. A diferenca entre os diferentes estagios foi
acentuada pelo tratamento com o T3, exibindo uma reducéo significativa da AQP4
no cérebro de animais no primeiro dia de vida pds-natal (P0O), seguido de um

aumento da expressao desta proteina em animais P30 e P60.

Durante o periodo gestacional, existe um transporte de T3 limitado pela
placenta, e o T4 produzido na placenta € a principal fonte de T3 para o
desenvolvimento cerebral do feto. No cérebro, o T4 é convertido em T3 pela acdo da
enzima D2 (altamente expressa em astrocitos). Experimentos realizados por
BAREZ-LOPEZ e GUADANO-FERRAZ (2017) E BAREZ-LOPEZ etal. (2018)
usando camundongos cujas maes receberam o horménio T4 junto com a oferta
hidrica entre os 12° e 18° dias de gestacdo (E12-E18 da fase embrionaria),
revelaram um aumento dos niveis séricos do T3 e reducdo do T4 das matrizes,
enquanto os filhotes na fase perinatal (1° de vida completo) mostraram menores

niveis de T4 sem alteracdo do T3 no sangue e no cérebro.

Recentemente foi demonstrado em camundongos que o T4, principalmente de
origem materna, € transportado via LCS, alcancando o cérebro fetal onde é
convertido em T3 através da D2 astrocitaria presente na BHE (meninges e plexo
coroide) e ventriculos laterais (BAREZ-LOPEZ et.al., 2018). A partir do LCS, o T3
entdo produzido pode ser distribuido ao longo do cérebro e ter acesso as células
para exercer suas funcbes. A D2 tem sua atividade reduzida por volta do 3° dia de
vida e nao foi encontrada nas meninges, plexo coroide ou ventriculos laterais de

roedores adultos.

No presente trabalho, fémeas gestantes receberam T3, por administracdo
intraperitoneal, por trés dias consecutivos (E18-E20), e apesar dos niveis hormonais
nao terem sido mensurados, pode-se assumir que uma alteracéo similar nos niveis
desses hormdnios ocorreu nos animais PO, ja que o transporte de T3, através da

placenta, em condic¢des fisioldgicas normais, € limitado desde a vida intrauterina.
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Dessa maneira, é possivel concluir que a acdo do T4 nos animais do grupo PO
poderia estar diminuida, tendo como consequéncia uma hiperatividade da D2 no
cérebro fetal para compensar a queda do T4, assegurando assim, o aporte
adequado do T3 no cérebro neonatal.

Assumindo que a administracdo de T3 nas maes resultou em uma reduc¢ao do
T4 sérico dos filhotes (PO) estudados neste trabalho, haveria um aumento da
atividade da enzima D2 nos astrocitos para compensar a queda do T4 e assim
garantir manutencao de niveis adequados de T3 no cérebro. Ao mesmo tempo, ha
uma reducdo da acdo da D3 em neurbnios para garantir, ainda, uma queda no

metabolismo do T3 em rT3 e T2, formas inativas do hormonio.

Jé é sabido que o T3 tem papel na reducado de expressado da AQP4 por uma via
nao-gendmica através da ativacdo da PKC (Proteina C quinase) (SADANA et.al.,
2015). Essa via, quando ativada, leva a fosforilacdo do residuo serina 180 da AQP4,

resultando na reducéo da expressao deste canal de &gua (ZELENINA, et.al., 2002)

A expressao reduzida da AQP4 encontrada no cérebro de animais PO do grupo
tratado, neste estudo, pode ter sido mediada pela converséo do T4 circulante em T3

nos astrécitos, promovendo uma reducdo da AQP4 pela ativacédo da via PKC.

O tratamento com T3 em animais jovens e adultos pode promover um aumento
do aporte de T3 ao cérebro, via MCT8 (monocarboxylate transporter), um
transportador presente na BHE aumentado a atividade da D3 (neuronal) para regular
os niveis de T3 (ROBERTS et.al., 2001). Uma reduc¢éo da acao do T3 em astrocitos,
poderia reduzir a fosforilagdo da AQP4, aumentando, assim, a expressao desta
proteina no cérebro de camundongos jovens (P30). Estudos tém demonstrado que
camundongos adultos nulos para D3 (DIO3KO) exibem T3 em concentracdes
elevadas, levando a um estado de hipotireoidismo central e diminuicdo de genes
regulados pelo T3 (HERNANDEZ et. al., 2010 e 2012), o que condiz com os dados
obtidos para os animais adultos deste estudo (P60) jA& que ndo foi constada

diferenca significativa na expressao da AQP4 entre os grupos CTRL e tratado (T3).

E importante ressaltar que os efeitos da administracdo de T3 na expressdo da
AQP4 observada no presente trabalho ndo equivalem aos possiveis efeitos toxicos

do T3 na tiredide (tireoidite), j& que os protocolos experimentais utilizados para
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induzir hipertireoidismo em animais envolvem a administracdo deste hormonio por
14 dias consecutivos e em uma dose de 250 pg/ kg (DROVER & AGELLON, 2004),
0 que é consideravelmente superior ao utilizado no presente estudo.

Estando as variacdes do padrdo de expressdo da AQP4 ligadas a varios
estados patologicos, tais como AVE, hidrocefalia e astrocitomas, a partir de nossos
achados, podemos reiterar a potencialidade do T3 como agente terapéutico, bem
como a AQP4 como alvo; além disso, a caracterizagdo da expressao da AQP4
durantes os trés estdgios de desenvolvimento em condi¢cdes normais (CTRL) pode
implicar em estratégias terapéuticas futuras, por termos, a partir de agora, padrées
fisiologicos melhor caracterizados e, portanto, mais direcionados para posterior
comparacao. Assim como a necessidade de modulagdo da AQP4 varia de acordo
com o estidgio clinico do edema cerebral, por exemplo, o estagio de
desenvolvimento também devera ser considerado dentro de futuras propostas
terapéuticas. Outros ensaios experimentais como, por exemplo, Western Blotting e a

quantificacdo do contetdo hidrico nos cérebros precisam ser realizados.
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6. CONCLUSAO
A expressdo da AQP4 no cérebro de camundongos Swiss varia de acordo com
a fase de desenvolvimento do sistema nervoso e € modulada, nas diferentes fases,

pelo horménio da tiredide T3.
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Brain Development and in Cultured
Human Glioblastoma

Multiforme Cells

Lucas E. S. Costa’, José Clementino-Neto’, Carmelita B. Mendes', Nayara H. Franzon’,
Eduardo de Oliveira Costa’, Vivaldo Moura-Neto? and Adriana Ximenes-da-Silva'

! Instituto de Ciéncias Biolbgicas e da Satide, Universidade Federal de Alagoas, Macei6, Brazil, ? Instituto do Cérebro and
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Accumulating evidence indicates that thyroid function and the thyroid hormones
L-thyroxine (T4) and L-triiodothyronine (T3) are important factors contributing to the
improvement of various pathologies of the central nervous system, including stroke,
and various types of cancer, including glioblastoma multiforme (GBM). Low levels of
T3 are correlated with the poorest outcome of post-stroke brain function, as well as
an increased migration and proliferation of GBM tumor cells. Thyroid hormones are
known to stimulate maturation and brain development. Aquaporin 4 (AQP4) is a key
factor mediating the cell swelling and edema that occurs during ischemic stroke, and
plays a potential role in the migration and proliferation of GBM tumor cells. In this study,
as a possible therapeutic target for GBM, we investigated the potential role of T3 in the
expression of AQP4 during different stages of mouse brain development. Pregnant mice
at gestational day 18, or young animals at postnatal days 27 and 57, received injection
of T3 (1 pg/g) or NaOH (0.02 N vehicle). The brains of mice sacrificed on postnatal days
0, 30, and 60 were perfused with 4% paraformaldehyde and sections were prepared
for immunohistochemistry of AQP4. AQP4 immunofluorescence was measured in the
mouse brains and human GBM cell lines. We found that distribution of AQP4 was
localized in astrocytes of the periventricular, subpial, and cerebral parenchyma. Newborn
mice treated with T3 showed a significant decrease in AQP4 immunoreactivity followed
by an increased expression at P30 and a subsequent stabilization of aquaporin levels
in adulthood. All GBM cell lines examined exhibited significantly lower AQP4 expression
than cultured astrocytes. T3 treatment significantly downregulated AQP4 in GBM-95
cells but did not influence the rate of GBM cell migration measured 24 h after treatment
initiation. Collectively, our results showed that AQP4 expression is developmentally
regulated by T3 in astrocytes of the cerebral cortex of newborn and young mice,
and is discretely downregulated in GBM cells. These findings indicate that higher
concentrations of T3 thyroid hormone would be more suitable for reducing AQP4 in
GBM tumorigenic cells, thereby resulting in better outcomes regarding the reduction of
brain tumor cell migration and proliferation.
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