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RESUMO

Foram realizados dois experimentos distintos para avaliar a patogénese dos efeitos do
hipertireoidismo materno sobre o crescimento endocondral e intramembranoso da prole
de ratos por meio de estudos in vitro com condrécitos das epifises femorais (estudo 1) e
com osteoblastos da calvaria (estudo 2). Estas células foram colhidas de ratos neonatos
filhos de mées com hipertireoidismo induzido e de neonatos filhos de mées controle,
constituindo assim dois grupos. No estudo 1, as culturas 2D de condrdcitos de ambos os
grupos foram submetidas aos ensaios de viabilidade pelo MTT e de fosfatase alcalina
(FA) pelo BCIP/NBT aos 7, 14 e 21 dias. Os pellets de condrécitos cultivados em 3D por
21 dias foram processados pela técnica de inclusdo em parafina. Sec¢bes foram coradas
pelo acido periodico de Schiff (PAS) para avaliar a morfologia e o percentual de areas
PAS+. A expressao dos transcritos génicos para Col2 e ColX, agrecan, Sox9 e Runx2 foi
avaliada por RT-PCR em tempo real aos 21 dias. No estudo 2, para ambos o0s grupos,
foram realizados os ensaios de proliferacdo pelo MTT e da atividade de FA pelo
BCIP/NBT aos 7, 14 e 21 dias. Aos 21 dias, a area total de matriz mineralizada corada
pelo Von Kossa foi avaliada por morfometria e a expressdo dos transcritos génicos para
Runx2, Bmp2, Fgfrl, Coll, osteocalcina (Oc) e osteopontina (Op) foi avaliada por RT-
PCR em tempo real. Em ambos os estudos, as médias foram comparadas pelo teste t de
Student. No estudo 1, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos nos ensaios de
MTT e FA. O hipertireoidismo materno ndo alterou a morfologia dos condrdcitos, mas
reduziu significativamente o percentual de areas PAS+ e a expressdo dos transcritos
génicos para Col2 e agrecan e aumentou a expressao de Sox9. No estudo 2, a atividade
da fosfatase alcalina foi significativamente maior aos 14 e 21 dias nas culturas de
osteoblastos extraidos dos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno, enquanto a
conversao de MTT foi significativamente menor aos 21 dias neste grupo. As culturas de
osteoblastos dos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno também apresentaram
maior area total de matriz mineralizada e maior expressao dos transcritos génicos para Oc
e Op. Conclui-se que o hipertireoidismo materno altera de forma distinta os condrécitos
e os osteoblastos da prole, reduzindo a sintese de areas PAS+ e a expresséo de transcritos
génicos para Col2 e agrecan na cartilagem e aumentando nos osteoblastos a atividade de
sintese de matriz, a atividade da fosfatase alcalina e a expressdo dos transcritos génicos

para osteocalcina e osteopontina, podendo ser esses alguns dos mecanismos pelos quais



h&, respectivamente, reducdo do crescimento endocondral e fechamento precoce das

suturas da prole de mées com hipertireoidismo.

Palavras-chave: disfuncéo tireoidiana, gestacdo, crescimento endocondral, crescimento

intramembranoso, craniossinostose, ossificagéo, rato.



ABSTRACT

Two differents experiments were performed to evaluate the pathogenesis of effects of
maternal hyperthyroidism on endochondral and intramembranous growth in rat offspring
by means of in vitro studies with chondrocytes from femoral epiphyses (study 1) and with
osteoblasts from calvaria (study 2). These cells were harvested from neonatal rats born to
mothers with induced hyperthyroidism and from neonates born to control mothers, thus
constituting two groups. In study 1, 2D chondrocyte cultures from both groups were
subjected to viability assays by MTT and alkaline phosphatase (AP) assays by BCIP/NBT
at 7, 14 and 21 days. Chondrocyte pellets cultured in 3D for 21 days were processed by
paraffin embedding technique. Sections were stained by periodic Schiff's acid (PAS) to
assess morphology and the percentage of PAS+ areas. The expression of gene transcripts
for collagen type Il and X, aggrecan, Sox9 and Runx2 was evaluated by real-time RT-
PCR at 21 days. In study 2, for both groups, proliferation assays were performed by MTT
and AF activity by BCIP/NBT at 7, 14 and 21 days. At 21 days, the total area of
mineralized matrix stained by Von Kossa was evaluated by morphometry and the
expression of gene transcripts for Runx2, Bmp2, Fgfrl, type 1 collagen (Coll),
osteocalcin (Oc) and osteopontin (Op) was evaluated by real-time RT-PCR. In both
studies, means were compared by Student's t-test. In study 1, there was no significant
difference between the groups in MTT and FA assays. Maternal hyperthyroidism did not
alter chondrocyte morphology, but significantly reduced the percentage of PAS+ areas
and the expression of gene transcripts for type Il collagen and aggrecan and increased
Sox9 expression. In study 2, alkaline phosphatase activity was significantly higher at 14
and 21 days in osteoblast cultures extracted from neonates exposed to maternal
hyperthyroidism, while MTT conversion was significantly lower at 21 days in this group.
Osteoblast cultures from neonates exposed to maternal hyperthyroidism also showed
greater total mineralized matrix area and higher expression of gene transcripts for Oc and
Op. It is concluded that maternal hyperthyroidism alters differently the chondrocytes and
osteoblasts of the offspring, reducing the synthesis of PAS positive areas and the
expression of gene transcripts for collagen type Il and aggrecan in cartilage and increasing
in osteoblasts, the matrix synthesis activity, This may be some of the mechanisms by
which there is, respectively, reduced endochondral growth and early suture closure in the

offspring of mothers with hyperthyroidism.



Keywords: thyroid dysfunction, gestation, endochondral growth, intramembranous

growth, craniosynostosis, ossification, rat.
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INTRODUCAO

A tireoide, por meio da acdo dos hormonios tireoidianos, é essencial para a formacao e o
crescimento do esqueleto. O principal horménio secretado pela tireoide é a tiroxina (T4),
que € convertida em triiodotironina (T3) pela atividade das enzimas iodotironina
desiodase D1 e D2 (Bassett e Williams, 2003). Os hormdnios tireoidianos (HTs) atuam
diretamente no o0sso, por meio de receptores nucleares especificos (TRa e TRp), que
modulam o desenvolvimento e o metabolismo desse 6rgado (Wojcicka et al., 2013). Dessa
forma, alteracbes nos niveis séricos dos HT, como acontecem no hipo e no
hipertireoidismo, podem resultar em um série de alteracdes na formacéo e no crescimento
0sseo (Waung et al., 2012; Woijcicka et al., 2013; Bassett e Williams, 2018).

As disfuncdes tireoidianas podem ocorrer em qualquer fase da vida, mas sdo comuns
durante a gestacdo. O hipertireoidismo materno tem incidéncia estimada de 0,2%,
podendo chegar até 2,5% quando séo considerados o0s casos de hipertireoidismo materno
subclinico (Taylor et al.,, 2018). O hipertireoidismo materno pode levar ao
desenvolvimento fetal anormal, uma vez que ocorre passagem transplacentaria de T4, e
os HT tém acdo critica em todos os sistemas, particularmente sob a formacdo e o

crescimento 6sseo (Brent, 2000; Bassett e Williams, 2016; Gouveia et al., 2018).

Durante o desenvolvimento esquelético, a formacdo Ossea ocorre através de dois
mecanismos independentes e distintos. Os 0ssos do cranio, da pelve e o terco lateral do
clavicula, formam-se por ossificacdo intramembranosa, na qual células tronco
mesenquimais se diferenciam em osteoblastos. Por outro lado, a maioria dos 0ssos,
inclusive os 0ssos longos, se formam por meio da formacdo 6ssea endocondral, na qual
ha o desenvolvimento de um molde cartilaginoso, a partir do processo de condrogénese,

que sera posteriormente substituido por osso (Williams e Bassett, 2018).

Os precursores mesenquimais se diferenciam em condrdcitos, que proliferam e secretam
uma matriz contendo colageno tipo Il (COL2) e proteoglicanos, formando o molde de
cartilagem. Os condrdcitos se proliferam, diferenciam em condrécitos hipertroficos e
sofrem apoptose. Posteriormente, ocorre invasdo vascular e migragéo de osteoblastos,
formando o centro de ossificacdo primario. Mais tardiamente, formam-se os centros de
ossificacdo secundaria nas extremidades dos 0ssos longos, que permanecem separados do
centro de ossificagdo primaria pela placa epifisaria, onde a ossificacdo endocondral
continua até a vida adulta (Bassett e Williams, 2018; Williams e Bassett, 2018). O
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crescimento ou ossificacdo intramembranosa, por sua vez, tem inicio com a condensagéo
das células tronco mesenquimais que progressivamente se diferenciam em osteoblastos,
responsaveis por secretar a matriz osteoide, rica em colageno tipo | (COL1), que
posteriormente mineraliza dentro dos centros de ossificacdo (Bassett e Williams, 2016;
Williams e Bassett, 2018).

Bebés expostos ao hipertireoidismo materno apresentam menor comprimento ao
nascimento quando comparados a bebés nascidos de maes eutireoideas (Ohrling et al.,
2014). Da mesma forma, camundongos com fenotipo de hipertireoidismo apresentam
comprimento 6sseo encurtado (O’Shea et al., 2003). Estudos prévios demonstraram que o
excesso de tiroxina materna reduz o crescimento 6sseo da prole por causar varias alteraces
na cartilagem articular e na placa epifisaria dos o0ssos longos, dentre elas, a de inibir a
proliferacdo de condrdcitos, estimular a hipertrofia dos condrocitos da placa epifisaria e

alterar a composicao da matriz extracelular (Ribeiro et al., 2018a).

Contudo, o hipertireoidismo materno ndo so afeta a ossificacdo endocondral, como
também a ossificacdo intramembranosa. A circunferencia do cranio de bebés expostos ao
hipertireoidismo materno é significativamente menor do que em bebés de maes
eutireoideas (Ohrling et al., 2014). Essa reducdo esta relacionada ao fechamento precoce
das suturas cranianas (Rasmussen et al., 2007; Carmichael et al., 2015). Howie et al.,
(2016) demonstraram que filhotes de camundongos expostos ao hipertireoidismo materno
apresentam alteracdo na morfologia cranial (Ohrling et al., 2014), com expressao elevada

de marcadores da osteogénese, como 0 Runx2 e a fosfatase alcalina nas suturas cranianas.

O processo de formacdo e crescimento 6sseo envolve uma acdo coordenada e complexa
de proliferacao, diferenciacéo e atividade de varios tipos de células, incluindo condrdcitos
e osteoblastos (Maes e Kronenberg, 2012). Avancos na compreensao da biologia celular
foram possibilitados pelo uso de varios modelos de cultura in vitro, que permitem uma
melhor compreensdo da fisiopatologia das células envolvidas (Jackson, Sundquist e
Marks, 1996; Czekanska et al., 2012). Embora haja pesquisas que demonstraram os efeitos
da adicdo dos horménios tireoidianos em culturas de condrocitos (Bohme et al., 1992; Alini
et al., 1996; Ishikawa et al., 1998; Miura et al., 2002; Robson et al., 2002) e osteoblastos
(Ernst e Froesch, 1987; Ohishi et al., 1994; Cray et al., 2013), esse parece ser 0 primeiro
estudo que investigou as culturas de condrécitos e de osteoblastos extraidos de ratos filhos de

mé&es com hipertireoidismo durante a gestagéo.
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Neste contexto, o que se pretende é ampliar os conhecimentos, por meio de estudos com
condrdcitos e osteoblastos de neonatos submetidos ao hipertireoidismo materno, uma vez
que os resultados in vitro limitam-se aos efeitos diretos do hormonio, sem levar em
consideracdo seu efeito em todo o organismo, e principalmente neste caso, em que 0

excesso do hormonio tireoidiano passa da mée para o feto, atraves da placenta.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Formacao e crescimento 0sseos

O processo pelo qual o osso se forma é chamado ossificagdo ou osteogénese. A
ossificagdo pode ocorrer a partir de moldes cartilaginosos, conhecida como ossificagéo
endocondral, ou a partir de moldes membranosos, denominada ossificagio
intramembranosa (Setiawati e Rahardjo, 2018). A ossificacdo endocondral é responsavel
pela formacédo dos 0ssos longos, dos 0ssos da base do cranio, da mandibula, das costelas
e das vértebras (Olsen et al., 2000; Provot et al., 2008). Mas, a calota craniana, a escapula
e o ilio sdo formados por ossificacdo intramembranosa (Leitch, Bassett e Williams, 2020).
A clavicula é formada tanto por ossificacdo endocondral, quanto por ossificacdo
intramembranosa, entretanto, o grau de desenvolvimento e complexidade da clavicula
varia entre as espécies. Os primatas e roedores possuem a clavicula bem desenvolvida,
enquanto nos carnivoros, incluindo cdes e gatos, a clavicula é considerada vestigial ou
ausente (McCarthy e Wood, 1988; Ronning e Kantomaa, 1988; Tran e Hall, 1989; Voisin,
2006; Carretero et al., 2017; de Souza Junior et al., 2020).

A maioria dos estudos sobre a formacao e o crescimento ¢sseos utiliza 0s 0ssos longos
como modelo para estudar o processo de ossificacdo endoncondral, e 0s 0ssos da calota
craniana, como modelo de estudo dos mecanismos envolvidos na ossificacdo

intramembranosa (Franz-Odendaal, 2011).

1.1 Ossificacdo endocondral

A ossificacdo endocondral ou formacgdo Ossea endocondral pré-natal inicia com a
migracdo de celulas mesenquimais indiferenciadas para o local, no feto, onde sera
formado o molde cartilaginoso. Neste sitio, essas células passardo inicialmente por um
processo de condensacdo (Olsen et al., 2000). Apesar da condensa¢do mesenquimal ser
um pré-requisito para a condrogénese, os mecanismos moleculares envolvidos neste
processo ainda nédo estdo totalmente elucidados (Long e Ornitz, 2013). No entanto, é fato
que a matriz extracelular (MEC) exerce papel fundamental nesse processo (Fig. 1)
(DeLise et al., 2000).
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Antes da condensacdo mesenquimal, as células mesenquimais secretam MEC rica em
acido hialurénico e coldgeno tipo | (COL1) que evita a interacdo celula-célula. A
concentracdo de acido hialurdnico diminui quando se inicia a condensagdo mesenquimal.
Uma hipotese para a reducdo da concentracdo do acido hialurdnico é que ele facilita o
movimento celular, sendo necessaria sua reducdo para a maior interacdo célula-célula
(DeLise et al., 2000).

Durante a fase de condensacédo (Fig. 2A), as células mesenquimais expressam caderina
neural (N-caderina) e a molécula de adesdo de celulas neurais (N-CAM) que sdo
responsaveis por promover a adesdo célula-célula. Ambas moléculas desaparecem apos a
diferenciacdo condrogénica (DeL.ise et al., 2000). Outras moléculas da MEC que também
sdo importantes para adesdo e para a condensacdo mesenquimal sdo produzidas, incluindo
as hialaderinas, o versican, a tenascina, o sindecano, o sulfato de heparano e o sulfato de
condroitina (Hall e Miyake, 2000).

A fibronectina também é uma importante proteina da MEC, que esta presente em toda a
fase de diferenciacdo das células mesenquimais e que persiste no tecido cartilaginoso
maduro. Acredita-se que ela tenha importante papel em todas as etapas da condrogénese,
facilitando a migracéo das células mesenquimais nas etapas iniciais e auxiliando também
na adesdo, na proliferacdo e na diferenciacdo celular. Além disso, a fibronectina é capaz
de estabelecer ligagdo com outras moléculas, tais como o colageno e os proteoglicanos,
fornecendo um arcabougo para a organizacdo celular e proporcionando um ambiente
adequado para a condrogénese (Singh e Schwarzbauer, 2012). A sintese de fibronectina
diminui & medida que as células mesenquimais se diferenciam em condroblastos, que
passam a sintetizar uma MEC rica principalmente em agrecan (ACAN) e colageno tipo
I1 (COL2) (Karsenty e Wagner, 2002; Singh e Schwarzbauer, 2012).

Além da fibronectina, a N-CAM, a N-caderina e a tenascina, que representam a maioria
das moléculas associadas a condensacdo mesenquimal, séo reguladas pelo fator de
transformacao de crescimento  (TGFp) (Hall e Miyake, 2000).

O TGEF pertence a superfamilia TGFf e possui trés isoformas: TGFB1, TGFB2 e TGF3.
Todas as trés isoformas sdo expressas durante a condensagdo mesenquimal e regulam
positivamente a expressao de moléculas que auxiliam a adeséo celular. A superfamilia
TGFp ainda inclui outros membros, como a activina, as proteinas morfogenéticas 0sseas

(BMPs) e os fatores de crescimento e diferenciagdo (GDFs), desempenhando um papel
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essencial em quase todos os aspectos da formacgdo e manutencdo da cartilagem (Wang et
al., 2014).

Células mesenquimais Condensagdao mesenquimal Condroblasto

AB" ;ﬁ \H ¢ ¢ : ‘ Célula o ‘ \H \H

hialurénico mesenquimal Colagenol N-CAM N-caderina Fibronectina mesenquimal Condroblasto Fibronectina Colageno Il Agrecan

Figura 1. Representacdo esquematica das etapas inicias da condrogénese com as principais

proteinas da MEC que auxiliam na condensac¢do mesenquimal e na diferenciacdo condrogénica.

Ap0s o processo de condensacao, as células mesenquimais se diferenciam em dois tipos
celulares: os condrécitos, que se desenvolvem na porcao central das condensacdes, sem
vascularizacdo; e as células pericondriais que se desenvolvem na por¢do externa
altamente vascularizada (Fig. 2B). Esse processo se inicia quando as células

mesenquimais condensadas passam a expressar o SOXO.

O SOXO9 é o principal fator de transcricdo nuclear requerido para condrogénese, sendo
responsavel por estimular a diferenciacdo das células condroprogenitoras em
condroblastos (DeLise et al., 2000; Long e Ornitz, 2013; Lefebvre e Dvir-Ginzberg,
2017). A inativagdo do SOX9 em camundongos resulta em auséncia da expressdo de
marcadores condrogénicos, tais como, COL2, colageno tipo IX (COL9), colageno tipo
XI (COL11) e ACAN, impedindo a formagé&o da cartilagem (Bi et al., 1999; Hata et al.,
2017). Diferentes vias de sinalizacdo regulam a expressao de SOX9, incluindo as BMPs,
o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), a proteina quinase A (PKA), o sonic
hedgehog (SHH) e o TGFp (Kozhemyakina et al., 2015).
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Com a diferenciacdo condrogénica, os condroblastos do molde cartilaginoso proliferam
e secretam uma matriz extracelular rica em COL2, COL9, COL11, sulfato de condroitina
e ACAN, dando origem ao molde de cartilagem que ir& guiar a formacg&o do osso (DeLise
et al., 2000; Lefebvre e Dvir-Ginzberg, 2017). A medida que ficam envoltos por essa
matriz passam a ter formato arredondado e sdo chamados condrdcitos (DeLise et al.,
2000). Posteriormente, os condrdcitos do centro do molde cartilaginoso passam por um
processo de maturagdo, caracterizado pelo aumento do volume celular (hipertrofia), e
deixam de secretar predominantemente COL2 e passam a secretar matriz extracelular rica
em colageno tipo X (COL10) (Mackie et al., 2008; Mackie et al., 2011).

Os condracitos hipertréficos tem papel fundamental na formac&o 6ssea endocondral, uma
vez que sao responsaveis pelo alongamento do molde de cartilagem, por meio do aumento
do volume celular, e secretam fatores paracrinos criticos como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que induz a invasdo vascular do pericondrio, e o Indian
hedgehog (IHH), responsavel por regular a proliferacéo e a diferencia¢do dos condrdcitos
(Ono e Kronenberg, 2018).

O IHH executa todas as suas func¢des por meio da ligagdo ao seu receptor Patched-1 (Ptc-
1), que ativa a Smoothened (Smo), uma proteina de membrana necessaria para as acoes
celulares do IHH. O IHH é expresso em condrdcitos pré-hipertroficos e hipertréficos, mas
0s genes alvos da sinalizacdo de IHH sédo expressos em condrocitos em proliferacao e nas
células pericondriais e osteoprogenitores, regulando ndo somente a proliferacdo e a
diferenciacdo dos condrdcitos, como também a diferenciacéo das células progenitoras em
osteoblastos. Sugere-se que o efeito proliferativo do IHH ocorre por sua acdo direta sobre
o0s condracitos, enquanto seu efeito na diferenciacao seria pela acéo indireta por meio do
peptideo relacionado ao hormoénio da paratirecide (PTHrP) (Ohba, 2016). O PTHrP €
secretado pelas células pericondriais, localizadas nas extremidades dos moldes de
cartilagem, e pelos condrdcitos proliferativos. O PTHrP é o principal responsavel por
manter os condrocitos na fase proliferativa e retardar a diferenciagdo hipertréfica
(Kronenberg, 2003).

O IHH tem sua expressdo regulada pelo fator de transcricdo RUNX2, considerado um
fator de transcricéo chave para a diferenciacao hipertréfica. Dessa forma, 0 RUNX2 induz
a expressao de IHH, que por sua vez, induz a proliferacdo de condrécitos, e induz a
expressao de PTHrP, que, por sua vez, inibe a expressao de RUNX2, formando um ciclo

de feedback negativo para que a proliferacdo e a hipertrofia dos condrocitos ocorram de
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forma coordenada (Yoshida et al., 2004; Ono e Kronenberg, 2018; Komori, 2020). O
RUNX2 também € responsavel por estimular a expressdo de proteinas importantes da
diferenciacéo hipertrofica, incluindo o COL10, a metaloproteinase 13 (MMP13) e o
VEGF (Zelzer et al., 2001; C. F. Liu et al., 2017; Komori, 2018).

A expressao de fatores pro-angiogénicos pelos condrocitos hipertroficos, dentre eles o
VEGF, é importante para que ocorra a invasao vascular da cartilagem e a formacéo do
centro de ossificacdo primario (Mackie et al., 2008). Em camundongos nocaute para
VEGF, a invasdo vascular e a formacéo dos centros de ossificacdo primarios sao tardios
(Zelzer et al., 2004). O VEGF atua ndo apenas nas celulas endoteliais vasculares para
promover a angiogénese, mas também nos osteoclastos para estimular a

osteoclastogénese (Nakagawa et al., 2000).

Os vasos sanguineos que invadem a cartilagem levam nutrientes, condroclastos,
osteoclastos e osteoblastos, sendo, portanto, essenciais tanto para a reabsorcdo da
cartilagem, quanto para a formacéo 6ssea (Karaplis, 2008). Nessa etapa, a medida que 0s
condrdcitos hipertroficos morrem, os vasos sanguineos carreiam células precursoras dos
osteoblastos para o centro do molde cartilaginoso (Fig. 2C). Essas células se diferenciam
em osteoblastos e secretam matriz extracelular rica em COL1 formando o centro de
ossificacdo primario (Fig. 2D). O crescimento a partir do centro de ossificacdo primario
segue do centro para as extremidades até que toda a cartilagem da diafise seja substituida
por osso (Karsenty et al., 2009). Ao mesmo tempo em que ocorre a hipertrofia dos
condrdcitos, as células pericondriais, localizadas adjacentes a regido com condrécitos
hipertréficos, se diferenciam em osteoblastos para a formagdo do colar dsseo (Ohba,
2016).

Uma vez que ocorrem a diferenciacdo hipertrofica e a formacéo do centro de ossificacdo
priméria, é estabelecida a formacdo de uma placa de crescimento fetal (Yeung Tsang et
al., 2014; Ono e Kronenberg, 2018). A placa de crescimento fetal pode ser dividida em
quatro zonas morfologicamente distintas: a zona de repouso formada por condrdcitos
redondos; a zona de proliferacdo composta por condracitos proliferativos organizados em
colunas longitudinais; a zona pré-hipertréfica formada por condrdcitos em maturacao e a
zona hipertréfica, composta por condrécitos hipertroficos (Fig.2E) (Yeung Tsang et al.,
2014; Allen e Burr, 2019).
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Os condrdcitos redondos da zona de repouso sdo representados por células semelhantes
as células condroprogenitoras. Os condrécitos redondos se dividem, tornam-se achatados
e se organizam em colunas na direg¢do do crescimento longitudinal, formando a zona de
proliferacdo (Yeung Tsang et al., 2014). Os mecanismos exatos que determinam a
mudanca de orientacdo dos condrdcitos da zona de proliferacdo ainda ndo foram
elucidados, mas acredita-se que a via de sinalizagdo Wnt nédo canonica tenha papel crucial
para promover a formacao das colunas de condrdcitos (Li e Dudley, 2009; Gao e Yang,
2013).

Na zona pré-hipertrofica, os condrocitos saem do ciclo celular e iniciam a diferenciagdo
hipertrofica. Os condrdcitos hipertréficos sdo células pds-mitéticas que aumentam
drasticamente seu volume celular por uma combinacéo de hipertrofia verdadeira e edema
celular, formando entdo a zona hipertréfica, que posteriormente dara origem ao 0SSO
(Cooper et al., 2013; Yeung Tsang et al., 2014). Os mecanismos moleculares envolvidos
sdo os mesmos discutidos anteriormente, envolvendo o ciclo de feedback PTHrP-lhh
(Ono e Kronenberg, 2018).
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Figura 2. Estagios da ossificacdo endocondral e genes associados. As células mesenquimais
agregam-se no futuro local de formacdo dssea, se diferenciam em condroblastos e depositam a
matriz extracelular, enquanto as células da camada externa se diferenciam em células
pericondriais e formam o pericondrio. Os condrécitos do centro do molde cartilaginoso se tornam
hipertroficos e ocorre invasao vascular carreando osteoclastos e condroclastos, que degradam a
MEC. As células osteoprogenitoras gradualmente substituem a matriz cartilaginosa por 0sso,
formando o centro de ossificacdo primario. No detalhe, as zonas da placa de crescimento com 0s

principais genes associados.

Os centros de ossificacdo secundarios se formam nas extremidades, isto €, nas epifises
dos ossos longos, por processo similar ao que ocorre durante a formagdo do centro de

ossificacdo primario. Os condrocitos redondos do centro das extremidades sofrem
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hipertrofia em resposta a hipoxia, e posteriormente ocorre invasdo de vasos sanguineos e

de células mesenquimais (Ono e Kronenberg, 2018).

Ao final da formacéo 6ssea endocondral, a cartilagem fica restrita a dois locais: na placa
de crescimento (ou placa epifisaria) e na cartilagem articular. Tanto a placa epifisaria
quanto a cartilagem articular sdo essenciais para o crescimento 6sseo do nascimento até
a puberdade, periodo em que ocorre fusdo dos centros de ossificacdo primario e
secundarios, ficando a presenca da cartilagem restrita as extremidades articulares (Mackie
etal., 2011; Allen e Burr, 2019).

1.2 Crescimento 6sseo endocondral pds-natal
Ao nascimento, quase todo o molde cartilaginoso ja foi substituido por tecido 6sseo, com
excecdo da cartilagem articular e da placa de crescimento ou placa epifisaria que serdo
responsaveis pelo crescimento 6sseo endocondral no periodo pos-natal (Mackie et al.,
2008; Setiawati e Rahardjo, 2018). Alguns animais, a exemplo dos roedores, hascem com
a epifise ainda totalmente cartilaginosa e o centro de ossificacdo secundario s6 comeca a
ser formado entre 0 6° e 8° dia pds-natal, individualizando a cartilagem articular e a placa

de crescimento (Sivaraj e Adams, 2016; Aghajanian et al., 2017).

A cartilagem articular € um tecido hipocelular, em que os condrécitos representam cerca
de 2 a 5% do volume total do tecido e apresentam baixa atividade metabdlica, devido em
parte, a auséncia de suprimento vascular e de inervagdo do tecido (Goldring, 2006). A
MEC é composta principalmente por COL2 e ACAN, além de diversas outras moléculas
como COL9 e COL11, outros proteoglicanos (decorina, biglican, fibromodulina), &cido
hialurénico e proteinas de ligacdo (Carballo et al., 2017; Smith et al., 2019). A cartilagem
articular pode ser dividida em quatro zonas: superficial, intermediaria, profunda e de
cartilagem calcificada; embora essas camadas nao sejam tdo bem individualizadas como

na placa epifisaria (Eurell e Van Sickle, 2006).

A cartilagem articular funciona como uma placa de crescimento superficial durante o
desenvolvimento p6s-natal. O crescimento da epifise dssea também se da pela hipertrofia
das células da zona profunda da cartilagem articular, semelhante ao crescimento 0sseo
que ocorre a partir da placa de crescimento epifisaria (Hunziker et al., 2007). Em estudo
com coelhos, Hunziker et al. (2007) demonstraram que a cartilagem articular é

responsavel tanto pelo crescimento longitudinal quanto pelo crescimento radial e lateral
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da epifise. Todavia, ao contréario da placa de crescimento epifisaria que é transitoria e
desaparece com a maturidade sexual, a cartilagem articular é permanente e com atividade

limitada ap6s a maturidade sexual (Hallett et al., 2019).

A placa de crescimento ou placa epifisaria € uma estrutura cartilaginosa especializada que
se localiza entre os centros de ossificacdo priméario e secundario (Kronenberg, 2003;
Samsa et al., 2017). Durante o crescimento endocondral, os condrocitos da placa de
crescimento passam por fases bem ordenadas e controladas de proliferacéo,
diferenciacdo, maturacdo e morte celular (Kronenberg, 2003). Com base em sua
morfologia e padrdo de expressdo génica, os condrdcitos organizam-se em diferentes
zonas ao longo da placa de crescimento (Fig. 3): a zona de repouso, constituida por
condracitos relativamente inativos; zona de proliferacdo, constituida por condrdcitos com
elevada taxa de divisdo mitotica; zona pré-hipertrofica, quando os condrdcitos saem do

ciclo celular iniciando sua maturacdo; e a zona hipertréfica, constituida por condrécitos

volumosos ou hipertroficos (Samsa et al., 2017; Allen e Burr, 2019).

Epifise

Zona de
repouso

Zona de
proliferacdo

Zona

Zona
hipertréfica

Figura 3. Representacdo esquematica da placa de crescimento com as diferentes zonas.

Os condrdcitos da zona de repouso compreendem uma populacao de células progenitoras
que ddo origem aos condrocitos da zona de proliferacdo. Sdo células achatadas,

pré-hipertréfica

Invasdo vascular e
formacgdo de novo osso
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frequentemente agrupadas em pares e dispostas paralelamente ao eixo longo do 0sso
(Abad et al., 2002). Assim como os condrécitos redondos periarticulares do
desenvolvimento pré-natal, os condrdcitos da zona de repouso expressam PTHrP (Ono,
Balani e Kronenberg, 2019). A zona de repouso possui um nicho de células tronco
esqueléticas responsavel pelo suprimento de condrocitos durante o crescimento 0sseo
longitudinal (Mizuhashi et al., 2018, 2019; Newton et al., 2019). Mizuhashi et al. (2018)
demonstraram que condrécitos PTHrP+, marcados pelo alelo knock-in Pthrp-mCherry ou
camundongos transgénicos Pthrp-creER apds a injecdo de tamoxifeno, expressam um
conjunto de marcadores para células tronco esqueléticas. Além disso, 0s autores
demonstraram, por meio do rastreamento de linhagem, que as células PTHrP+ formam
condrdcitos colunares, osteoblastos e células estromais da medula. Esse nicho de células
tronco facilita a auto-renovacéo dos progenitores de condrocitos e permite o suprimento

continuo de condrdcitos para o crescimento longitudinal do osso.

As células tronco esqueléticas sdo um tipo de células tronco somaticas, auto-renovaveis,
restritas ao esqueleto e multipotentes, com capacidade em se diferenciar nas células do
esqueleto, incluindo osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos (Liu et al., 2019). Inicialmente
essas células foram isoladas a partir da placa de crescimento em neonatos de
camundongos como células mesenquimais, ndo hematopoéticas, que expressam 0S
marcadores de superficie CD51, CD200 e ndo expressam CD90, CD105. Posteriormente,
essas células também foram isoladas da placa de crescimento em humanos, com um
painel de marcadores de superficies diferente dos camundongos. Em humanos, as células
tronco esqueléticas expressam PDPN, CD73, CD164 e ndo expressam CD146 (Chan et
al., 2015, 2018; Matsushita et al., 2020).

A descoberta desse nicho de células tronco fornece novos conhecimentos sobre os
disturbios de crescimento em criangas (Liu et al., 2018; Newton et al., 2019). Os
mecanismos envolvidos na sobrevivéncia dessas células por longo prazo na placa de
crescimento ainda sdo desconhecidos, entretanto, as a¢oes do IHH liberado pela zona

hipertréfica parece estar envolvido na manutengdo desse nicho (Ono et al., 2019).

Além de fornecer células para as zonas subsequentes, a zona de repouso é parcialmente
responsavel pela organizagdo da placa de crescimento em zonas distintas de proliferacdo
e hipertrofia (Abad et al., 2002). As células da zona de repouso d@o origem a zona de

proliferacdo, formada por condrocitos discoides, dispostos em colunas e que sintetizam
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MEC constituida por COL2, COL9, COL11 e agrecan (Ballock e O’Keefe, 2003; Adams
et al., 2007).

Um dos principais hormonios responsaveis pela proliferagdo dos condrocitos € o GH, que
exerce seus efeitos por meio da secrecdo do fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF1) (Nilsson et al., 2005; Hallett et al., 2019). Além de atuar em conjunto com o IGF1
estimulando a proliferacéo, também hé a hipdtese da acéo direta do GH sobre as células
tronco esqueléticas da zona de repouso, uma vez que a agdo promotora do crescimento
do GH aparece entre a segunda e terceira semanas de idade em camundongos, que
coincide com o surgimento do nicho de células tronco esqueléticas. Todavia, esse efeito
do GH sobre as células tronco esqueléticas ainda necessita ser melhor estudado (Chagin
e Newton, 2020).

Apos a proliferagdo, os condrécitos saem do ciclo celular e tornam-se pré-hipertréficos,
caracterizados pelo aumento do volume celular e pela expressao do fator de transcricédo
RUNX2 (Karsenty e Wagner, 2002; Adams et al., 2007). Os condrdcitos pré-hipertréficos
continuam aumentando de tamanho para se tornarem hipertroficos. Nesta fase, eles param
de secretar COL2 e passam a secretar COL10, que, por isso, € um dos marcadores da
hipertrofia (Karsenty e Wagner, 2002; Samsa et al., 2017). A expressdo de
metaloproteinase 13 (MMP13), principal enzima responsavel pela degradacdo do COL2,
é também outro importante marcador da hipertrofia de condrdcitos (Inada et al., 2004;
Stickens et al., 2004). A taxa na qual os condrdcitos sofrem hipertrofia na placa de
crescimento € responsavel pela taxa de crescimento ésseo longitudinal (Cooper et al.,
2013).

Os principais reguladores sistémicos da hipertrofia dos condrécitos sdo os hormonios
tireoidianos (HTS), representados pela triiodotironina (T3) e pela tiroxina (T4) (Shao et
al. 2006). Os condrocitos das zonas de repouso, de proliferacdo e pré-hipertréfica
possuem receptores para 0s horménios tireoidianos (TRal, TRa2 e TRB1) e respondem
a eles, estimulando a diferenciacdo hipertrofica (Bassett e Williams, 2016) por

mecanismos que serdo discutidos posteriormente.

A medida em que ocorre degradacdo da matriz cartilaginosa e morte dos condrdcitos
hipertréficos, ha invasdao de vasos sanguineos na placa de crescimento (Karsenty e
Wagner, 2002; Mackie et al., 2008). Os vasos sanguineos oriundos da metafise invadem

a zona hipertréfica carreando células osteoprogenitoras que dardo origem aos
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osteoblastos, que por sua vez sintetizardo matriz 6ssea. Esse novo 0sso formado, a partir
das placas de crescimento, permite o crescimento ésseo longitudinal (Gerber e Ferrara,
2000; Karsenty e Wagner, 2002; Ballock e O’Keefe, 2003; Setiawati e Rahardjo, 2018).

O crescimento 6sseo endocondral continua até o inicio da vida adulta, quando os
condrocitos perdem a capacidade proliferativa e ocorre fuséo entre a epifise e a diafise
com o desaparecimento da placa de crescimento (Mackie et al., 2011; Setiawati e
Rahardjo, 2018). Todos esses eventos, desde a proliferacao e a diferenciacdo celular até
a morte dos condrocitos e formacao do novo 0sso sdo regulados por uma rede complexa
e multifatorial, com interacdo entre hormonios circulantes (GH, hormonios tireoidianos e
esteroidais) e fatores de crescimento, tais como, IHH, WNTs, BMPs e FGFs (Fig. 4)
(Mackie et al., 2011).

Dentre os fatores sisttmicos, o0 GH e os HTs possuem 0s mecanismos de acdo nos
condrdcitos da placa de crescimento bem estabelecidos, conforme descrito anteriormente.
Por outro lado, o papel do estrogeno na proliferacdo e na hipertrofia de condrdcitos ainda
permanece com resultados contraditérios. Enquanto alguns pesquisadores demonstraram
que o estrogeno inibe a proliferagdo dos condrécitos in vitro, em uma dose de 108 M
(Talwar et al., 2006), outros ndo encontraram diferenca na proliferacdo com uma dose de
10°M (Rodd et al., 2004). Da mesma forma, a diferenciacéo hipertrofica so foi observada
em doses farmacoldgicas (10 M), acima das doses fisioldgicas. O que se sabe € que 0s
condrdcitos apresentam o receptor para estrogeno (ERa ¢ ERp), e que a sinaliza¢do do
estrogeno é crucial para a maturacdo esquelética normal e fusdo da placa epifisaria. Esses
efeitos podem ser pela acao direta, ou por meio da modulacdo de outras vias como a de
GH/IGF1 (Sylvia et al., 2000; Van der Eerden et al., 2002; VVan Der Eerden et al., 2003;
Rodd et al., 2004; Nilsson et al., 2005; Birlik et al., 2016).

O IHH tem papel fundamental durante a formac&o 6ssea endocondral. Ele € expresso por
condracitos pré-hipertroficos e por condrocitos em fase inicial de hipertrofia. Assim, o
IHH regula o inicio da diferenciagdo dos condrdcitos hipertréficos, estabelecendo um
ciclo de feedback negativo com o PTHrP (Hallett et al, 2019). Estudos iniciais falharam
em revelar a funcdo do IHH no crescimento 0sseo pos-natal devido a letalidade perinatal
de camundongos com delecdo de IHH (St-Jacques et al., 1999). Todavia, com a dele¢éo
de IHH dos condrocitos apds o nascimento, demonstrou-se que o IHH é essencial para a
manutencdo da placa de crescimento pés-natal. A perda de IHH resulta em perda da

estrutura colunar dos condrécitos, formagdo de condrocitos hipertréficos ectopicos e
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invasdo vascular prematura, levando a fusdo prematura da placa de crescimento e ao
nanismo (Maeda et al., 2007). As manipulagdes genéticas que resultam em perda e ganho
de funcdo, demonstraram que o IHH regula diretamente a proliferacdo de condrécitos
(Long et al., 2001).

Além disso, o IHH induz a expressdo de varias BMPs, mas seus efeitos na proliferacéo
sdo independentes da sinalizacdo de BMP. Da mesma forma, a sinaliza¢do de BMP induz
a expressao de IHH, mas os efeitos da sinalizacdo de BMP na proliferacdo sédo
independentes de IHH (Grimsrud et al., 2001; Minina et al., 2002). As BMPs sao
membros da superfamilia do TGFp ¢ a ativagdo da sinalizagdo de BMPs na placa de
crescimento resulta na proliferacdo de condrécitos (Minina et al., 2002; Ahmed et al.,
2007).

Uma série de WNTS sdo expressas pelos condrocitos da placa de crescimento. As WNTSs
sdo capazes de estimular tanto a proliferacdo dos condrécitos quanto a diferenciacdo
hipertréfica (Andrade et al., 200AD; Akiyama et al., 2004; Chen et al., 2008; Mackie,
Tatarczuch e Mirams, 2011).

A via de sinalizacdo FGF/FGFR também € um importante regulador no crescimento
0sseo. Os FGFs inibem a proliferacdo dos condrécitos pela ligacdo ao receptor FGFR3
(Ornitz, 2005; Mackie et al., 2011). O FGFR3 é expresso nas zonas de repouso e
proliferacdo, sugerindo seu efeito direto na regulacdo da proliferacdo dos condrécitos e
possivelmente na sua diferenciacdo. A superexpressdo de FGFR3 resulta em diminuicao
da proliferacdo e da hipertrofia de condrécitos e consequentemente diminuicdo do
crescimento 6sseo. Um possivel mecanismo de acdo é a supressdao de SOX9 em
condrdcitos pré-hipertroficos pela sinalizacdo de FGFR3. Além disso, a sinalizacdo de
FGFR3 parece regular a expressao e a atividade de BMP, Wnt, IHH e PTH (Ornitz e
Marie, 2002, 2015; Zhou et al., 2015). O FGR1, por sua vez, é expresso em condrdcitos
hipertroficos e na matriz extracelular e parece atuar na sobrevivéncia do condrocito
hipertréfico e no controle da taxa de diferenciacdo. Todavia, suas funcfes e mecanismos

de acdo ainda ndo sdo totalmente compreendidos (Ornitz e Marie, 2002, 2015).
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Figura 4. Esquema dos principais fatores sistémicos e locais que agem na placa de crescimento.
O hormonio do crescimento (GH) e os hormonios tireoidianos (HT) estimulam a secregdo de
diferentes fatores de crescimento pelos condrocitos que agem regulando sua proliferagdo e

hipertrofia. Setas indicam as vias estimulatérias e as linhas cruzadas indicam as vias inibitdrias.

Embora a vertente mais aceita seja a de que os condrdcitos hipertroficos representam a
etapa terminal do processo de maturacao que culmina em morte das células e substituicao
da cartilagem hipertréfica por tecido dsseo, alguns pesquisadores acreditam que possa
ocorrer a transdiferenciacdo dos condrocitos hipertroficos em osteoblastos (Tsang et al.,
2015; Hallett et al., 2019).

Aghajanian et al. (2017) demonstraram por meio do rastreamento da linhagem de
condrécitos em camundongos Col2-CreERT2 que os condrocitos que inicialmente
expressam COL2 e SOX9, passam a expressar marcadores de condrocito pré-hipertrofico
(IHH), hipertréfico (COL10 e MMP13) e por fim expressam marcadores tipicos de
osteoblastos, como osterix (OSX), fosfatase alcalina (FA) e COL1, entre os dias 7 e 9
apo6s o nascimento. Além disso, os pesquisadores sugeriram que 0s hormonios
tireoidianos seriam responsaveis por regular essa transdiferenciacdo. Corroborando com
esses resultados, a adicdo de T3 em culturas de condrdcitos ATDC5 aumentou 0s niveis
de expressdao de marcadores da diferenciacdo de osteoblastos e a sintese de nddulos de
mineralizacdo, fornecendo assim mais evidéncias para a transdiferenciacdo de

condrocitos em osteoblastos (Xing et al., 2014).
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Dessa forma, os estudos vém demonstrando que a transdiferenciagdo pode ser um
mecanismo importante tanto na formag&o, quanto no crescimento 6sseos e até no reparo
de fraturas. Todavia, esse mecanismo de transdiferenciacdo dos condrdcitos ainda precisa

ser melhor estudado e elucidado (Aghajanian e Mohan, 2018).

1.3 Ossificagdo intramembranosa pre-natal
A ossificacdo intramembanosa ou formacdo 0ssea intramembranosa pré-natal tem sido
menos estudada que a ossificacdo endocondral e os mecanismos envolvidos no processo

também sdo bem menos conhecidos.

Dentre 0s 0ssos que se formam por meio da ossificacdo intramembranosa, 0s 0ssos do
cranio sdo os que possuem os mecanismos de formagdo mais bem elucidados (Olsen,
Reginato e Wang, 2000; Jiang et al., 2002; Ono e Kronenberg, 2018). A calota craniana
consiste em cinco 0ssos planos: um par de 0ssos frontais, um par de 0ssos parietais, e 0
0sso interparietal. A parte escamosa do osso temporal (temporal escamoso) e a asa maior
do osso esfenoide (alisfenoide) que compBe a parede do cranio também sdo sitios de

ossificagdo intramembranosa (Morriss-Kay e Wilkie, 2005).

Embora a maioria dos o0ssos da calota e da parede craniana sejam formados por
ossificacdo intramembranosa, a origem embrionaria entre eles diferem (Fig. 5). A crista
neural fornece o mesénquima que formara os ossos frontais, o aliesfenoide e 0 0sso
temporal escamoso, enquanto 0 mesoderma paraxial (somitos) origina 0 mesénquima dos
0ss0s parietais e occipital. O mesénquima que forma o 0sso interparietal, por sua vez, tem
contribuicéo tanto da crista neural quanto do mesoderma (Jiang et al., 2002; Leitch et al.,
2020).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos 0ssos da calota craniana e suas respectivas origens

embrionarias. F: frontal. P:parietal. IP:interparietal.

As populagdes de precursores osteogénicos derivados da crista neural e do mesoderma
migram de seus locais de origem para a regido da crista supraorbital, onde formardo os
primordios dos 0ssos cranianos. Essa migracdo se da por volta do nono dia de gestacao
(E9.5) em camundongos (Jiang et al., 2002; Yoshida et al., 2008) e entre os dias 28 e 40
de gestacdo em humanos (Leitch et al.,, 2020). Como resultado, uma membrana
mesenquimal é formada ao redor do cérebro, conhecida por meninge priméaria ou meninge
primitiva (Dasgupta e Jeong, 2019). Posteriormente, a meninge primaria é dividida em
duas camadas: endomeninge ou meninge secundaria, que contribui para a formacéo da
leptomeninge (pia-mater e aracnoide); e ectomeninge, com uma camada mais interna que
contribui para a formacéo da dura-mater e uma camada superficial externa com potencial

osteogénico e condrogénico (Jin et al. 2016).
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O comprometimento das células mesenquimais com a linhagem osteogénica depende de
diversos fatores de transcricdo e das respectivas vias de sinalizagdo que regulam esses
fatores. Os princiapais fatores de transcricdo envolvidos sdo: Msh Homeobox 1 (MSX1)
e Msh Homeobox 2 (MSX2), RUNX2 e Osterix (OSX) (Aubin e Heersche, 2003;
Ferguson e Atit, 2019). Ishii et al. (2003) demonstraram que 0 MSX2 ¢é necessario para
promover o processo inicial de diferenciacdo osteogénica durante o desenvolvimento do
o0sso frontal em camundongos. A delecdo de MSX1 e/ou MSX2 em camundongos leva a
defeitos no desenvolvimento dos ossos do cranio (Satokata et al., 2000; Han et al., 2007).
Além disso, MSX1 e MSX2 controlam positivamente a expressao do gene osteogénico
RUNX2 no mesénquima da calvaria (Ishii et al., 2003; Han et al., 2007).

O RUNX2 é um fator de transcri¢do chave na diferenciacdo osteogénica. A delecao do
RUNX2 em camundongos resulta na ndo formacdo dos ossos da calota craniana, com
formagdo apenas de uma fina camada de células mesenquimais (Komori et al., 1997;
Komori, 2006). Camundongos RUNX2 +/—, por sua vez, desenvolvem os 0ssos da calota
craniana, mas o processo é atrasado e as suturas ndo se fecham (Qin et al., 2019). Assim
como 0 RUNX2, o OSX € outro fator de transcricdo necessario para a ossificacdo
intramembranosa. A expressdo de RUNX2 é normal em camundongos com delecdo de
OSX, entretanto OSX ndo é expresso em camundongos nulos para RUNX2, indicando
que OSX é regulado positivamente pelo RUNX2 (Nishio et al., 2006; Marie, 2008; Baek
etal., 2014).

Dentre as vias de sinalizacdo que regulam esses fatores de transcricdo, as BMPs, o FGF
e a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina sdo as vias mais bem estabelecidas (lIshii et al.,
2015; Ferguson e Atit, 2019). As BMPs sdo proteinas que pertencem a superfamilia do
TGFp. A BMP2 e a BMP4 sdo expressas no mesénquima cranial que corresponde a area
onde o primdrdio 6sseo se desenvolvera (Han et al., 2007; Sun et al., 2013). A inibicdo
da expressdo de BMP2 e BMP4 na crista neural craniana resulta em defeitos graves na
formagé&o dos ossos derivados da crista neural em camundongos (Bonilla-Claudio et al.,
2012). A expressdo de MSX1 e MSX2 pode ser parcialmente regulada pela BMP.
Estudos com zebrafish, anfibios e camundongos demonstraram que a sinalizagdo de BMP
regula positivamente a expressao do gene MSX in vivo (Knecht e Bronner-Fraser, 2002;
Tribulo et al., 2003; Bonilla-Claudio et al., 2012).

Outra via de sinalizacdo responsavel por regular a expressdo de MSX € a sinalizacdo de

FGF. A via de sinalizacdo de FGF tem 18 proteinas ligantes e quatro receptores tirosina
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quinase do FGF (FGFR) (Ornitz e Itoh, 2015). O FGFR1 e FGFR2 sdo expressos no
mésenquima cranial (Rice et al., 2000; Fan et al., 2016). Camundongos mutantes da via
de sinalizagdo de FGF tém perda da expressdo de mRNA de MSX1 e MSX2 no
mesénquima cranial (Abu-lssa et al., 2002; Griffin et al., 2013). Além de alterar a
expressao de MSX1 e MSX2, asinalizacdo do FGF/FGFR induz a expressao de RUNX2
(Kim et al., 2003; Omoteyama e Takagi, 2009).

A via WNT/B-catenina também € crucial para a determinacdo da linhagem osteogénica.
Whnts sdo proteinas que se ligam ao receptor Frizzled e recrutam os co-receptores LRP5/6
para ativar a via de sinalizagdo candnica, levando a estabilizacdo de p-catenina e
translocacdo para o nucleo, onde se liga a fatores de transcricdo TCF/LEF para regular a
transcricao de genes em diversos contextos durante o desenvolvimento embrionario (Hay,
2005; Brugmann et al., 2007; Fakhry, 2013). Das trés vias de sinalizacdo discutidas
anteriormente, 0s camundongos nocaute para a via de sinalizagdo Wnt s&o os que resultam
em defeitos Gsseos cranianos mais graves, com agenesia completa dos 0ssos cranianos.
Estudos demonstram que a via Wnt/pB-catenina promove a determinacdo da linhagem
osteogénica e reprime a diferenciacdo da linhagem condrogénica no mesénquima (Day et
al., 2005; Hill et al., 2005; Tran et al., 2010; Goodnough et al., 2014). A delegao da -
catenina resulta em expressdo ectdpica de SOX9, fazendo com que os locais da calvéria
que deveriam sofrer ossificacdo sejam convertidos em cartilagem (Ferguson e Atit, 2019).
Além disso, a delegdo da B-catenina causa interrupcdo do padréo de expressdo de
RUNX2, com subsequente perda da expressdo de OSX, e com pouco impacto na
expressdo de MSX1 e MSX2, resultando em auséncia da formacdo dssea craniofacial
(Goodnough et al., 2014; Fan et al., 2016).

Como os 0ss0s do cranio possuem origens embrionarias diferentes, podem ser observadas
diferencas no perfil transcricional do mesénquima oriundo das células da crista neural e
do mesoderma paraxial. Até o momento, a maioria dos estudos que investigam a
especificacdo da linhagem osteogénica se concentra em delegdes génicas no mesénquima
oriundo das células da crista neural (Bonilla-Claudio et al., 2012; Fan et al., 2016;
Ferguson e Atit, 2019).

Os primeiros centros de ossificagdo da calota craniana aparecem aproximadamente entre
a 7° e 8° semana de gestacdo na mulher e no 14° dia pos-concep¢do em camundongos
(Jin et al., 2016; Leitch et al., 2020). Os dois o0ssos frontais se desenvolvem a partir de

dois centros de ossificacdo, um de cada lado da linha média. Os dois 0ssos parietais
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surgem de dois centros de ossificagdo primarios distintos, ou seja, um para cada 0sso. No
entanto, esses centros se fundem rapidamente e a ossificacdo progride radialmente do
foco central em dire¢do a periferia do 0sso. O osso interparietal se forma a partir de dois
centros de ossificacdo, um de cada lado; e a por¢do escamosa do 0sso temporal ossifica a
partir de um dnico centro. Com a condensacdo continua desses centros, a ossificacdo
prossegue para formar 0ssos que sdo chamados inicialmente de espiculas dsseas (Fig. 6)
(Som e Naidich, 2013; Jin et al., 2016).

Figura 6. Representacdo esquematica dos principais centros de ossifica¢do da calota craniana e as
direcdes de crescimento (setas). A. Vista superior da calota craniana. B. Vista lateral da calota

craniana.

Na ossificacdo intramembranosa, a condensacdo mesenquimal é uma fase rapida e
transitdria, seguida pela diferenciacdo das células que ocorre de forma semelhante a
ossificagdo endocondral, com semelhancas tanto no padréo de expressdo dos fatores de
transcri¢cdo, quanto nas caracteristicas da MEC (St.-Jacques e Helms, 2003; Eames e
Helms, 2004). Dessa forma, a adesdo célula-célula, que facilita a condensacédo, também
é mediada pela N-CAM, N-caderina, hialaderinas, versican, tenascina, sindecano, sulfato

de heparano e pelo sulfato de condroitina (Hall e Miyake, 2000).
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As células mesenquimais condensadas se diferenciam em osteoblastos que secretam
matriz organica, também conhecida como osteoide, rica em COL1 e proteinas ndo
colagénicas, como a osteonectina (ON), a osteopontina (OP), a osteocalcina (OC) e a
sialoproteina 6ssea (SPO) (Nefussi et al., 1997; Aubin e Heersche, 2003; Long, 2012).
Os proteoglicanos representados pelo sulfato de condroitina, decorin e pelo biglican

também sdo componentes importantes dessa matriz (Mackie, 2003).

Todas as células durante essa transicdo de células mesenquimais para osteoblastos séo
chamadas de pré-osteoblastos, sendo, portanto, uma populacédo celular heterogénea. De
forma geral, todos os pré-osteoblastos expressam RUNX2 (Long, 2012). Além de ser
essencial para diferenciacdo osteogénica das células mesenquimais, 0 RUNX2 regula
positivamente a expressdo génica das proteinas da matriz 6ssea, incluindo a expressédo de
COL1, OP, OC e de SPO (Datta et al., 2008; Komori, 2010).

As proteinas da matriz 6ssea desempenham papel chave em diferentes etapas da
diferenciacéo celular e da mineralizacdo (Nefussi et al., 1997). As proteinas colagénicas,
dentre elas principalmente o0 COL1, servem como arcabougo para a mineralizagcdo da
matriz 6ssea, fornecendo um ambiente adequado para a retencdo de proteinas nédo
colagénicas e para deposicdo dos minerais (Zhu et al., 2008). A sintese de COL1 é um
dos eventos iniciais na diferenciacdo osteogénica e precede a sintese dos demais
componentes da matriz (Aubin, 2001). J& as proteinas ndo colagénicas aparecem em
diferentes estagios do processo de formacao e de mineralizacdo da matriz dssea (Nefussi
etal., 1997; Zhu et al., 2001).

Apos a sintese de matriz, os osteoblastos participam indiretamente da mineralizacdo do
osteoide. Eles sintetizam fosfatase alcalina (FA), uma metaloenzima que é um marcador
importante da diferenciacdo osteogénica e um dos primeiros marcadores expressos
durante o processo de mineralizacdo (Mackie, 2003). O mecanismo pelo qual essa enzima
exerce sua funcdo nao foi totalmente elucidado, mas parece atuar tanto na elevacdo da
concentracdo local de fosfato inorganico, um promotor da mineralizagdo, quanto na
reducdo da concentracdo de pirofosfato extracelular, inibidor da mineralizagéo (Golub e
Boesze-Battaglia, 2007). A parte mineral da matriz, por sua vez, é composta
principalmente de célcio e fosfato depositados na forma de cristais de hidroxiapatita
[Cal0 (PO4) 6 (OH2)] (Mackie, 2003; Ralston, 2017). Apdés completarem a sintese da
matriz, alguns osteoblastos ficam aprisionados no interior dela, e passam a ser chamados

de ostedcitos, com fungdes distintas. Outros osteoblastos podem retornar a forma inativa
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revestindo a matriz calcificada, chamados de “lining cells”, e o restante morre por

apoptose (Long, 2012).

Com a mineralizacdo do osteoide, forma-se 0 0SSO primario ou 0SS0 imaturo,
caracterizado pela disposicdo aleatéria das fibras de colageno. No momento do
nascimento, o0 0sso imaturo é gradualmente substituido pelo osso lamelar maduro (Jin et
al., 2016). Todavia, permanecem separados por espacos de tecido conjuntivo, conhecidos
como suturas e fontanelas, que sdo os principais locais de crescimento 0sseo durante o

desenvolvimento craniofacial (Opperman, 2000; Zhao et al., 2015).

1.4 Crescimento 0sseo intramembranoso pés-natal
O crescimento pés-natal da calvéria é de fundamental importancia para acompanhar a
expansdo do cérebro. Ao nascimento, um bebé tem 40% do volume do cérebro e do
tamanho da calota craniana de um individuo adulto. A medida que o cérebro aumenta em
massa ap0s 0 nascimento, € necessario o crescimento dos 0ssos cranianos para acomodar
esse aumento de volume (Tubbs et al., 2012). Esse crescimento se da por meio das suturas
que se formam quando dois 0ssos da calota craniana se encontram, e das fontanelas

formadas pelo encontro de trés ou quatro 0ssos (Som e Naidich, 2013).

Ao todo, existem quatro suturas nos humanos: a sutura metépica, que se localiza entre 0s
dois segmentos do osso frontal; a sutura sagital entre 0s 0ssos parietais; a sutura coronal
na interface entre o 0sso frontal e 0s 0ssos parietais; e as suturas lambdoides na interface
entre o supraoccipital e ossos parietais (Fig. 7). Esse arranjo é muito semelhante ao

arranjo observado em ratos e camundongos (Opperman, 2000; Som e Naidich, 2013).
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Figura 7. Representacdo esquematica das suturas e fontanelas da calota craniana de um recém-

nascido.

As suturas podem ser vistas como um complexo, composto por quatro componentes
principais: as duas frentes osteogénicas dos 0ssos em aproximacao, o tecido mesenquimal
com células osteoprogenitoras, a dura-mater subjacente e o periosteo (Lenton et al., 2005;
Di leva et al., 2013). A medida que o cérebro cresce, os ossos da calota craniana se
deslocam para fora. Esse deslocamento estimula a formacao 0ssea da calota, na mesma
proporcdo com que o deslocamento ocorre, aumentando assim a circunferéncia de cada
0sso (Jin et al., 2016). As células osteoprogenitoras que estdo préximas as frentes
osteogénicas sdo recrutadas e se diferenciam em osteoblastos, enquanto as células do

centro da sutura permanecem indiferenciadas durante o crescimento (Lenton et al., 2005;
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Beederman et al., 2014). O crescimento nas suturas é perpendicular a sua orientacdo. Por
exemplo, a orientagdo da sutura sagital é antero-posterior, portanto, o crescimento 4sseo
intramembranoso a partir dessa sutura aumenta a dimensdo médio-lateral do crénio
(Morriss-Kay e Wilkie, 2005).

As suturas e as fontanelas desaparecem em periodos diferentes da vida. As fontanelas
desaparecem primeiro. Em humanos, a fontanela posterior desaparece completamente aos
3 meses de idade, enquanto a fontanela anterior desaparece aproximadamente aos 2 anos
de idade. O periodo em que suturas desaparecem € variavel. A sutura metopica desaparece
durante a infancia em humanos, enquanto as suturas coronal, sagital e lambdoides
geralmente permanecem patentes na idade adulta (Kabbani e Raghuveer, 2004). Em
camundongos, a sutura interfrontal, que corresponde a sutura metépica em humanos,
desaparece 40 dias ap6s 0 nascimento, enquanto as suturas sagital, coronal e lambdoide
ainda estdo patentes na vida adulta, aproximadamente aos 8 meses (Opperman, 2000;
Morriss-Kay e Wilkie, 2005).

Embora os mecanismos exatos que determinam a fuséo ou paténcia das suturas cranianas
ainda ndo tenham sido elucidados, alguns estudos demonstram que a dura-mater tem
papel importante nesse controle (Slater et al., 2008). Opperman et al. (1993)
demonstraram que o transplante da sutura coronal sem a dura-mater de ratos neonatos em
ratos adultos resulta em fusdo da sutura em trés semanas, enquanto o transplante da sutura
coronal com a presenca dura-mater ndo se fecha, permanecendo patente. Da mesma
forma, Levine et al. (1998) retiraram um fragmento de 0sso da calota craniana, que foi
entdo rotacionado 180° e reimplantado, de modo que a sutura interfrontal posterior ficasse
sobre a dura-mater anteriormente subjacente a sutura sagital e vice-versa. Os
pesquisadores encontraram a sutura sagital fundida patologicamente, enquanto a sutura

interfrontal posterior permaneceu anormalmente patente.

O papel do periosteo tambem foi investigado para determinar sua importancia no destino
das suturas cranianas. No entanto, ao contrario da dura-mater, parece que 0 periosteo
sobrejacente ndo é tdo essencial para a manutencdo da paténcia das suturas cranianas
(Slater et al., 2008). Mas, apesar de ndo ter papel importante no crescimento dos 0ssos
em relacdo a circunferéncia, o periosteo é responsavel pelo crescimento em espessura do
0sso (Jin et al., 2016).
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Além da dura-mater e do peridsteo, as frentes osteogénicas também possuem papel
importante na regulacdo das suturas, por meio do controle do equilibrio entre proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo e apoptose celular, garantindo uma proporgdo constante de
crescimento e separacdo entre elas (Di leva et al., 2013). Nesse sentido, a via de
sinalizacdo mais bem estabelecida associada a proliferacdo e diferenciacdo das células
osteoprogenitoras da sutura craniana ¢ a via do receptor do FGF (FGFR) (Ornitz e Marie,
2002; Beederman et al., 2014).

A via de sinalizacdo da familia do FGF é composta por 22 proteinas secretadas que
interagem com quatro receptores (FGFRs) (Ornitz e Itoh, 2015). Dos 22 ligantes do FGF,
cinco foram identificados na calota craniana: FGF2, FGF4 e FGF9 que sdo expressos no
mesénguima da sutura; e 0 FGF8 e FGF18, que sdo expressos nos osteoblastos. Em
relacdo a ligacdo com o receptor, 0 FGF2, o0 FGF4 e o FGF8 podem se ligar a todas as
trés isoformas de receptor expressas no cranio, enquanto o FGF9 e o FGF18 podem se
ligar ao FGFR2 ou FGFR3 (Leitch et al., 2020).

Sabe-se que a expressdo de FGFR1 e FGFR2 regula o equilibrio entre a proliferacdo e a
diferenciacdo das células na sutura craniana. O FGFR2 é expresso nas células
osteoprogenitoras e é responsavel por estimular sua proliferacdo, enquanto o FGFR1
estimula a diferenciacdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos, sendo expresso
em ambos os tipos celulares (Ornitz e Marie, 2002; Morriss-Kay e Wilkie, 2005; Di leva
et al., 2013). O FGFR3 é expresso em baixos niveis na sutura craniana e € encontrado
principalmente na cartilagem, inibindo a proliferagdo durante a condrogénese. J& o
FGFR4 ndo é expresso nas suturas cranianas (Morriss-Kay e Wilkie, 2005; Di leva et al.,
2013). Mutagcbes nos FGFR causam mudancas na responsividade ao receptor, seja
tornando os receptores constitutivamente ativos, independente do ligante, ou aumentando
a afinidade do receptor pelo ligante (Hajihosseini, 2008). Zhou et al. (2000)
demonstraram que a mutacdo em FGFR1 regula positivamente a expressdo de RUNX2,
que, por sua vez, € um fator de transcri¢cdo chave na osteogénese e regula outros genes
importantes como os da sialoproteina 0ssea e da osteocalcina, resultando em crescimento

0sseo intramembranoso acelerado com fuséo prematura das suturas cranianas.

Além da sinalizacdo pela via FGF, a expressdao dos fatores de transformacdo do
crescimento beta (TGFB1, B2 e B3) e o receptor TGFB3 tipo I tém sido associados na
regulacdo da sutura por meio do controle da proliferagdo e da apoptose das células

osteoprogenitoras. O TGFP2 estimula a proliferagdo e diminui a apoptose dos
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osteoblastos, enquanto o TGFB3 diminui a proliferacdo e aumenta a apoptose. Como
consequéncia, pode-se dizer que 0 TGFp2 estimula a fusdo das suturas ¢ 0 TGFB3 auxilia
na manutencédo da paténcia das suturas (Opperman, Nolen e Ogle, 1997; Opperman, Adab
e Gakunga, 2000; Opperman et al., 2002).

Os fatores sistémicos que estimulam o crescimento 6sseo a partir das suturas incluem GH,
horménios tireoidianos e esteroides sexuais (Fujita et al., 2004; Litsas, 2013; Leitch et
al., 2020). Em estudo cefalométrico, as ratas com deficiéncia de GH apresentaram menor
tamanho e crescimento dos 0ssos cranianos (Vandeberg et al., 2004). Criangas com
deficiéncia do GH apresentam menor tamanho craniofacial e idade Ossea geralmente
atrasada em 2 anos em comparacdo com a idade cronoldgica. Todavia, as informagdes
sobre os efeitos craniofaciais do GH sdo limitadas (Litsas, 2013, 2015). Os hormonios
tireoidianos também sdo essenciais para o crescimento craniofacial, e 0 excesso ou a
auséncia desses hormdnios resulta em méa formac&o craniana (Leitch et al., 2020). Os
mecanismos de acdo dos HTs na ossificagdo intramembranosa serdo descritos

posteriormente.

Fujita et al. (2004) demonstraram que camundongos submetidos a ovariectomia aos 5
dias de idade apresentam inibicdo do crescimento craniofacial quatro semanas ap6s a
cirurgia, sugerindo que os hormonios sexuais sdo um fator critico para o crescimento
intramembranoso. Da mesma forma, ratas ovariectomizadas aos 21 dias de idade
apresentam alteracdo nas dimensfes dos 0ssos cranianos aos 63 dias, pds-puberdade, com
reducdo do comprimento do osso parietal, reforcando a ideia de que o estrogeno é
importante durante o crescimento 0sseo (de Lara et al., 2020). A sutura craniana expressa
os receptores ERa e ERP, e a sinalizag¢do do estrogeno est4 associada a fusdo fisioldgica
da sutura craniana. A adicdo de estradiol em culturas de células derivadas da sutura
craniana aumenta a diferenciacdo osteogénica, com aumento da fosfatase alcalina, de
matriz pelo vermelho de alizarina e dos transcritos génicos Runx, Oc e Col1 (James et al.,
2009).

Dessa forma, o equilibrio entre a proliferacdo, a diferenciacdo e a apoptose das células
das suturas e fontanelas é essencial para o crescimento &sseo intramembranoso
coordenado e adequado. Qualquer fator que interfira com essas atividades celulares pode
levar a fusdo precoce das suturas, resultando em craniossinostose (Opperman, 2000) que

sera descrita detalhadamente ao final desta reviséao.
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2. Hormonios tireoidianos

Os hormonios tireoidianos (HTs) séo produzidos pela tireoide em um processo que
envolve o transporte de iodo para dentro da célula folicular e a sua oxidagdo e
incorporacdo em residuos de tirosina na molécula de tireoglobulina. Essa iodacdo das
tirosinas resulta na sintese de residuos monoiodados representados pelas
monoiodotirosinas (MIT) e diiodados representados pela diiodotirosinas (DIT). Uma
molécula de DIT e uma de MIT se ligam para formar a triiodotironina (T3) e duas
moléculas de DIT se unem para formar a tiroxina (T4). A tireoglobulina iodada contendo
MIT, DIT, T4 e T3, é armazenada no coloide presente no lumen dos foliculos da tireoide.
Em seguida, ocorre endocitose da tireoglobulina pela célula folicular tireoidiana e
digestdo proteolitica, com liberacdo de T3 e T4 na circulacdo sanguinea (Yen, 2001,
Mendoza e Hollenberg, 2017).

A sintese e a secrecdo dos HTs sdo reguladas pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide
(HHT) (Fig. 8). O hormonio liberador de tireotrofina (TRH), produzido pelo hipotalamo,
atua em receptores de membrana especificos presentes na hipéfise estimulando a
transcricdo génica e a secrecdo do hormonio tireotrofico (TSH). O TSH interage com 0s
receptores presentes na membrana das células foliculares da tireoide, estimulando a
sintese e a secrecdo de T3 e T4. Por outro lado, a secrecdo de TSH é regulada
negativamente pelos proprios HTSs, ou seja, por feedback negativo que mantém uma
relacdo fisioldgica inversa entre 0 TSH e os horménios T3 e T4 (Bassett e Williams,
2016).

O principal hormonio secretado pela tireoide é a T4, que pela atividade das enzimas
iodotironina desiodase, € convertida em T3 por meio da desiodagdo. Trés enzimas
desiodases (D1, D2 e D3) sdo responsaveis por controlar as concentragdes dos HTs. A
desiodase D1 possui ampla distribuicdo tecidual, sendo considerada a principal
responsavel por manter o nivel circulante de T3. A D1 pode catalisar tanto a remocéo do
iodo do carbono 5’ do anel externo quanto do carbono 5 do anel interno de T4, formando
T3 ativo ou um metabolito inativo (T3 reverso ou rT3), respectivamente. Além disso,
pode catalisar a desiodacdo de T3 formando outro metabdlito inativo, o T2. A D2, por
sua vez, esta presente em um numero limitado de tecidos, como o cérebro, hipéfise, tecido
adiposo marrom, placenta e corpo pineal; e somente possui a capacidade de catalisar a
remogdo do iodo do carbono 5’ do anel externo de T4, sendo a principal enzima

responsavel pela manutencdo dos niveis locais de T3. A terceira isoforma de desiodase,
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a D3, € muito expressa nos tecidos em desenvolvimento, principalmente no sistema
nervoso central (SNC), embora também seja detectada em tecidos como a pele, o figado,
a placenta e 0 SNC no individuo adulto. A D3 catalisa unicamente a desiodag&o do anel
interno das moléculas de T4 e T3, resultando na formacdo dos metabdlitos inativos rT3 e
T2, respectivamente (Croteau et al., 1995; Kohrle, 1999; Yen, 2001; Gereben et al.,
2008). As atividades de D2 e D3 sdo responsaveis por determinar a disponibilidade
intracelular de T3 no 0sso, uma vez que D1 ndo é expressa no esqueleto (Waung et al.,
2012).

Os HTs entram na célula alvo mediados por transportadores de membrana, como 0s
transportadores de monocarboxilato (MCT8, MCT10), proteina transportadora de anions
organicos 1C1 (OATP1C1) e transportadores inespecificos de aminoacidos do tipo 1 e 2
(LAT1, LAT2) (Bassett e Williams, 2018). Os condrdcitos expressam os transportadores
MCT8, MCT10 e LATL. Os osteoblastos expressam MCT8, LAT1 e LAT2, enquanto 0s

osteoclastos expressam apenas MCT8 (Bassett e Williams, 2016; Gouveia et al., 2018).

Dentro da célula alvo, os HTs desempenham sua fungdo ativando seus receptores
nucleares (TRs), que estdo presentes em inimeras células do organismo, incluindo as
células oOsseas e cartilaginosas. Quatro isoformas de TRs ja foram bem caracterizadas,
TRal, TRa2, TRP1 e TRP2, além de isoformas menores com funcdes ainda
desconhecidas (Boelaert e Franklyn, 2005). Os receptores TRal € TRB1 sdo expressos no
0ss0, sendo que 0 TRal é expresso 12 vezes mais que 0 TRB1, sugerindo que TRal
apresenta predominio como mediador da acdo da T3 no 0sso (O’Shea et al., 2003). Os
condrocitos da placa epifisaria, por sua vez, expressam TRal, TRa2 e TRB1 (Bassett e
Williams, 2016).



47

-0l

feeermene——— > Tiredide

e

Figura 8. Eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide. Niveis baixos dos horménios tireoidianos (HTs) no
sangue sdo detectados pelo hipotalamo e pela hipo6fise. O horménio liberador da tireotropina
(TRH) é liberado pelo hipotalamo, estimulando a hipéfise a liberar o horménio estimulador da
tireoide (TSH). O TSH estimula a tireoide a produzir os HTs, que agem no 0sso principalmente

via TRal. Por outro lado, niveis elevados de HTS no sangue inibem a liberacdo de TRH e TSH.

2.1 Transferéncia dos hormonios tireoidianos da mée para o feto

Os HTs sdo fundamentais para o desenvolvimento de diversos tecidos e érgdos,
principalmente para o desenvolvimento do cérebro e do esqueleto. Suas agdes incluem
diversos processos celulares, como a sobrevivéncia e a diferenciagdo celular, a
homeostase celular e a regulacdo metabdlica. Os HTs atuam diretamente por meio de
efeitos anabolicos no metabolismo fetal e indiretamente controlando a biodisponibilidade
e a eficcia de outros hormdnios e fatores de crescimento. Além disso, 0 aumento de T3
no periodo pré-parto tem um papel importante na mediacdo de varios dos efeitos
maturacionais dos glicocorticoides no final da gestacdo (Boelaert e Franklyn, 2005;
Forhead e Fowden, 2014; Springer et al., 2017).

Em humanos, a tireoide fetal se forma como uma bolsa na linha média do assoalho

anterior da faringe. Ela migra caudalmente e atinge sua posi¢éo final por volta das 7
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semanas de gestacdo. A forma bilateral € aparente por volta da 9° semana de gestacéo,
entretanto, ainda ndo é funcional. Por volta da 20° semana de gestacdo, a concentragao
sérica de TSH, T4 e tireoglobulina comeca a aumentar, atingindo a concentracéo sérica
dos adultos por volta da 36° semana de gestacdo (Vulsma et al., 1989; Thorpe-Beeston et
al., 1991; Neale et al., 2007). Em roedores, a tireoide comeca a se desenvolver por volta
do 8° dia de gestacdo e a formacdo folicular e a producdo hormonal ocorrem a partir do
16° dia. Entretanto, ao contrario dos humanos que nascem com a tireoide totalmente
funcional, nos ratos a maturacdo da funcéo tireoidiana pode ocorrer até a 4° semana de
vida pos-natal (Rugh, 1968; Brown et al., 2000; Forhead e Fowden, 2014).

Dessa forma, a tireoide fetal ndo sintetiza a quantidade necesséaria dos HTs para o
desenvolvimento normal, sendo dependente do suprimento materno nesse periodo, uma
vez que os HTs possuem papel essencial para o desenvolvimento e crescimento fetal
(Boelaert e Franklyn, 2005; Mendoza e Hollenberg, 2017). Em humanos, ao final do
primeiro trimestre de gestacdo, a concentracdo sérica materna de gonadotrofina coridnica
humana (hCG) produzida pela placenta € suficiente para se ligar ao receptor de TSH,
estimulando parcialmente a atividade do eixo HHT materno. A ligacdo da hCG com o
receptor de TSH estimula a producéao de T4, diminui os niveis séricos de TSH e aumenta
os niveis livres de T4 (Choksi et al., 2003). Em resposta a dependéncia fetal dos HTs
maternos, a concentracdo de T4 da mde aumenta em 20% a 50% durante a gravidez para
manter o estado eutireoideo. Esse aumento na concentracdo sérica depende de niveis
adequados de iodo, que pode exigir um aumento na suplementacdo de iodo durante a
gravidez (Springer et al., 2017).

Os HTs atravessam a placenta para a circulacdo fetal em quantidade suficiente para
sustentar a funcao tireoidiana fetal. As desiodases presentes na placenta metabolizam a
T4 materna em T3 para ser usada pelo feto, mas uma quantidade significativa de T4
também é transferida para o feto. A placenta é livremente permeavel ao iodeto e ao TRH,
mas ndo ao TSH. Acredita-se que o TRH materno transferido ao feto tenha um papel
importante no controle da funcéo tireoidiana fetal antes da maturidade do eixo HHT
(Vulsma et al., 1989; Chan e Kilby, 2000; Neale et al., 2007).

A concentracdo sérica de T4 durante o primeiro trimestre de gestacdo em humanos reflete
a concentracdo dos HTs materno. Essa dependéncia diminui a medida que a producao dos
HTs pela tireoide fetal aumenta e o eixo HHT amadurece. Ao nascimento, o0 T4 materno
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representa 30% a 50% do T4 medido no sangue do corddo umbilical, demonstrando que

essa dependéncia dos HTs maternos permanece até o parto (Eng e Lam, 2020).

Apdbs o nascimento, ocorrem varias mudancas que estimulam a producdo do horménio
tireoidiano neonatal, dentre elas a transi¢do do bebé de um ambiente uterino quente para
0 ambiente extra-uterino frio. Acredita-se que essa mudanga é um dos fatores que
estimula o hipotalamo neonatal a secretar TRH, que, por sua vez, estimula a hipofise a
secretar TSH, levando a um pico de TSH. O pico de TSH estimula a tireoide neonatal a
produzir os HTs (Fisher e Odell, 1969; Eng e Lam, 2020).

Sabe-se que os horménios tireoidianos e seus metabdlitos estdo presentes no leite materno
em humanos, todavia, hd uma grande variacdo na concentracdo de T3 e T4 observada na
literatura. Além disso, ndo se sabe se a concentracdo dos HTs no leite possui uma
importancia para os bebés, uma vez que ndo séo encontradas diferencas significativas nos
niveis séricos de T3 e T4 entre bebés amamentados com leite materno e bebés
alimentados com mamadeira (Mizuta et al., 1983; Oberkotter, 1986). Da mesma forma,
a quantidade dos HTs presente no leite materno ndo contribui para aumentar os niveis de
HTs em bebés prematuros com hipotiroxinemia (Van Wassenaer et al., 2002; Van
Wassenaer e Kok, 2004).

3. Horméonios tireoidianos na ossificagdo endocondral e intramembranosa

Os HTs séo reguladores imprescindiveis do desenvolvimento e crescimento 6sseo, sendo
fundamentais tanto durante a ossificacdo pré-natal quanto no crescimento 6sseo p6s-natal
(Bakos et al., 2018). Os receptores para 0os horménios tireoidianos sdo amplamente
expressos no esqueleto. Os osteoblastos, osteoclastos e condrocitos expressam TRal,
TRa2, TRB1 e TRP2, sendo portanto responsivos aos HTs que diretamente influenciam

na formacdo e no crescimento 6sseo (Gouveia et al., 2018).

3.1 Acéo dos hormonios tireoidianos na ossificagdo endocondral

Durante a ossificacdo endocondral, os condrocitos passam por uma série de eventos,
incluindo proliferacdo, diferenciacdo e maturacao celular e sintese de matriz extracelular,
conforme descrito em detalhes anteriormente. Esses eventos que ocorrem tanto na
formagédo dssa pré-natal, quanto durante o crescimento 0sseo pds-natal devem ser
regulados com precisdo, de forma que haja equilibrio entre a proliferacdo e a

diferenciacdo terminal dos condrécitos (Adams et al., 2007).
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A presenca de receptores para 0s HTs em condrocitos e 0s ensaios in vitro com adicao
dos HTs em culturas de condrocitos tém demonstrado como os efeitos diretos dos HTs
nessas células sdo criticos para a formacdao pré-natal e crescimento pds-natal endocondral.
A adicdo de T3 ou T4 em culturas de condrocitos de camundongos e de galinha induz a
diferenciacéo hipertréfica dos condrdcitos, com expressdo de COL10 e MMP13, bem
como aumenta a atividade da fosfatase alcalina e a mineralizagao da matriz (Bohme et
al., 1992b; Alini et al., 1996; Ishikawa et al., 1998; Miura et al., 2002; Lakatos et al.,
2019). Além disso, a adi¢do de T4 em cultivo tridimensional de condrocitos promove a
organizacdo colunar dessas células, semelhante ao que se observa na zona de proliferacéo

da placa de crescimento ou epifiséaria (Ballock e Reddi, 1994).

Em culturas de pellets de condrocitos derivados de costelas de camundongos, Okubo et
al. (2003) demonstraram que além de induzir a diferenciacdo hipertrofica e a organizagédo
de condrdcitos em padrdo colunar, a T4 também reduz a expressdo de SOX9. Em
contraste, Fernandez-Pernas et al. (2016) demonstrou o efeito positivo de doses
fisioldgicas de T3 na expressdo de SOX9 e COL2 durante a diferenciacdo condrogénica
de células tronco derivadas do corddo umbilical humano. O aumento da expressao de
Sox9 e de Col2 tambem foi observado durante a adicdo de T3 em culturas de células
tronco da medula dssea de ratos submetidas a diferenciagdo condrogénica (Assis et al.,
2018).

A diferenca de resultados observada entre os estudos com relacdo a expressao de SOXO9,
em culturas de células sob efeito dos HTs, pode ser explicada pelas diferencas no que
concerne ao tipo de célula utilizada, as condic¢des da cultura, incluindo tempo de cultivo
e dose do hormdnio. Além disso, é possivel que os HTs tenham efeito distinto com relagéo
ao SOX9, aumentando sua expressao em células menos diferenciadas, para induzir a
diferenciacdo condrogénica, e diminuindo sua expressdo, em condrdcitos mais
diferenciados, para promover a diferenciacdo terminal dos condrdcitos (Gouveia et al.,
2018).

Em relacdo ao efeito dos HTs na proliferacdo, a maioria das pesquisas demonstra que 0s
HTs inibem a proliferacdo dos condrocitos. No entanto, ha também estudos que
demonstram aumento da proliferagdo de condrécitos sob efeito dos hormonios
tireoidianos e ainda estudos que demonstram nédo haver efeito desses hormoénios sobre a
proliferacdo dessas celulas (Bohme et al., 1992; Robson et al., 2000; Shao et al., 2006;
Gouveia et al., 2018).
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Essa inconsisténcia de resultados no que concerne ao efeito dos HTs na proliferacdo
celular pode ser reflexo de uma interagdo local com o sistema IGF1/IGF1R. Um dos
mecanismos pelo qual os HTs estimulam o crescimento 6sseo é por meio do controle
indireto da sintese e da secrecdo de GH e do IGF1. Além disso, os HTs também aumentam
a expressdo dos receptores para o GH e 0 IGF1 (GHR e IGF1R) em condrocitos da placa
de crescimento e em osteoblastos, 0 que sugere que os HTs aumentam a responsividade
do esqueleto ao GH e ao IGF1. Dessa forma, 0 aumento da proliferacéo pelos HTs parece
ser resultado da interacédo local do HTs com o eixo GH / IGF1, em que predomina o efeito
positivo do eixo GH/IGF1 na proliferacdo de condrocitos sobre um possivel efeito

negativo da acdo direta dos HTs na proliferacdo (Gouveia et al., 2018).

Apesar dessa importante interacdo entre os HTs com o eixo GH/IGF1, acredita-se que 0s
HTs também regulam a ossifica¢do endocondral independentemente desse eixo, uma vez
que a administracdo de T4 recupera 0 atraso de ossificacdo observado em ratos
hipofisectomizados e tireoidectomizados, enquanto o GH sozinho néo afeta esse processo
(Gouveia et al., 2018). Da mesma forma, a administracdo de GH ndo recupera o atraso da

ossificacdo observado nos camundongos knockout TRal e TRB (Kindblom et al., 2001).

Outra provavél via pela qual os HTs modulam a hipertrofia dos condrocitos é a via Wnt/f-
catenina. Wang et al. (2007) demonstraram que a adi¢do de T3 em condrdcitos da placa
de crescimento de ratos mantidos em cultura 3D regula positivamente tanto 0o mMRNA de
Wnt4 quanto a expressdo da proteina, aumenta o acimulo celular de B-catenina
estabilizada e a atividade transcricional de TCF/LEF, além de estimular a expressdo de

Runx2, que é um gene alvo de Wnt (Fig. 5).

3.2 Ac¢do dos hormoénios tireoidianos na ossifica¢do intramembranosa

Os efeitos dos HTs na ossificacdo endocondral sdo resultantes de acGes diretas da T3 nos
condrdcitos, promovendo principalmente a diferenciacdo terminal dos condrécitos. Em
contrapartida, os mecanismos pelos quais os HTs participam do processo de ossificagéo
intramembranosa s&o menos esclarecidos, parecendo envolver agoes diretas da T3 sobre
as celulas precursoras presentes na sutura craniana, promovendo a osteoblastogénese e

induzindo a atividade osteoblastica (Gouveia et al., 2018).

Os osteoblastos primarios apresentam receptores para os HTs e sdo influenciados
diretamente pela T3. Todavia, os estudos demonstram que esse efeito parece variar de

acordo com a linhagem celular, nimero de passagem, confluéncia celular, estagio de
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diferenciacéo, dose e duracgéo do tratamento. Essa combinacgéo pode resultar no estimulo,
inibicdo ou na auséncia de efeito sobre a proliferacdo osteoblastica (Ohishi et al., 1994;
Varga et al., 1997; Fratzl-Zelman et al., 2003; Bassett e Williams, 2016). Esse efeito
dose-dependente da T3 também foi observado na diferenciacdo osteogénica de células

tronco mesenquimais (CTM) da medula 6ssea (Boeloni et al., 2009).

Apesar dos resultados divergentes descritos anteriormente, parece haver mais consenso
de que a T3 estimula a proliferacdo e a diferenciacdo osteoblastica, além de estimular a
sintese de matriz dssea, aumentando a expressao de osteocalcina, osteopontina, colageno
tipo | e fosfatase alcalina em culturas de osteoblastos (Bassett e Williams, 2016). A adicéo
de T4 em células MC3T3-E1 da calvéria de murino aumenta a atividade da fosfatase
alcalina e a expressao de varios marcadores da osteogénese, incluindo fosfatase alcalina,
osteocalcina, MMP9 e os fatores de crescimento de fibroblastos 1 e 2 (FGF1 e FGF2)
(Cray et al., 2013).

Em osteoblastos extraidos da calvaria de ratos e de camundongos tratados com T3 por 6h
a 48h, a expressdao de mRNA do Fgfrl foi de 2 a 3 vezes maior que o grupo controle,
enquanto a proteina FGFR1 foi 2 a 4 vezes maior. Curiosamente, esses efeitos foram
anulados em culturas primarias de osteoblastos nocaute para TRa (Stevens et al., 2003).
In vivo, também foi observado o aumento da expressao de Fgfrl em osteoblastos de
camundongos TRBPVP", que apresentam uma mutacio negativa para TR, resultando em
tireotoxicose (O’Shea et al., 2003b). Em contraste, a expressao de Fgfrl foi reduzida em
osteoblastos e ostedcitos de camundongos nocaute para TRa, (TRa?) e em osteoblastos
de camundongos TRa1P*, ambos dos quais apresentam hipotireoidismo (Stevens et al.,
2003; O’Shea et al., 2005). Dessa forma, acredita-se que a sinalizagdo do FGF/FGFR é
um dos mediadores das aces dos HTs nos osteoblastos e condrdcitos (Wojcicka et al.,
2013; Bassett e Williams, 2016; Gouveia et al., 2018).

4. Disfuncdes tireoidianas em gestantes e individuos em crescimento

4.1 Hipotireoidismo e alteragdes do crescimento 6sseo

O hipotireoidismo ¢ uma disfuncdo caracterizada pela producdo insuficiente de
horménios da tireoide, que pode ser causada pela deficiéncia na sintese dos HTs ou da
resisténcia a acdo dos mesmos (Brenta et al., 2013). A principal causa de hipotireoidismo
primario é a tireoidite cronica autoimune (doenca de Hashimoto). Outras causas séo a

remog&o cirurgica da tireoide, irradiagdo externa, deficiéncia de iodo e substituicido da
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tireoide por tumor. O hipotireoidismo ainda pode ser secundario as doencas hipofisarias

e hipotaldmicas (Baskin et al., 2002).

A prevaléncia do hipotireoidismo varia entre os estudos dependendo da idade, sexo, raca
e iodossuficiéncia. A prevaléncia de hipotireoidismo na populagéo geral varia entre 0,2%
a 5,3% na Europa e 0,3% a 3,7% no EUA (Taylor et al., 2018). No Brasil, ha poucos
estudos sobre a prevaléncia das desordens tireoidianas. Em uma amostra populacional de
mulheres no Rio de Janeiro, a prevaléncia de hipotireoidismo foi de 12,3%, atingindo até
19,1% entre aquelas acima de 70 anos. Além disso, mulheres brancas apresentaram maior
prevaléncia de hipotireoidismo do que mulheres pardas e negras (Sichieri et al., 2007). A
prevaléncia de hipotireoidismo durante a gestacdo é de aproximadamente 2% a 3% do
total de gestantes (Stagnaro-Green e Pearce, 2012; Taylor et al., 2018).

As mulheres gestantes com hipotireoidismo tém maior risco de ocorréncia de aborto
espontaneo, pré-eclampsia, descolamento prematuro da placenta, menor peso fetal,
prematuridade e natimortos. Os sintomas de hipotireoidismo incluem ganho de peso
modesto, letargia, diminuicdo da capacidade de exercicio e intolerancia ao frio. Em
mulheres mais sintomaticas, também ocorre constipacdo, queda de cabelo, unhas
quebradicas, pele seca e bdcio. Todavia, 0s sintomas do hipotireoidismo podem ser
mascarados frequentemente pelo estado hipermetabdlico da gestacao (Idris et al., 2005;
Neale et al., 2007; Stagnaro-Green e Pearce, 2012; Andersen et al., 2013).

O hipotireoidismo congénito ocorre em 1 a cada 2000-4000 recém-nascidos, e cerca de
85% dos casos é causado por alguma forma de disgenesia da tireoide que resulta em
hipotireoidismo primério. As caracteristicas clinicas comuns incluem diminuicdo da
atividade e aumento do sono, dificuldade de alimentagdo, constipagdo, ictericia
prolongada, abdome distendido com hérnia umbilical, hipotonia e déficit intelectual grave
(Guerri et al., 2019). Além dessas alteracdes, o hipotireoidismo congénito, assim como o
hipotireoidismo juvenil e o hipotireoidismo materno, resultam em alteragcdes graves no
esqueleto (Gil-Garay et al., 1991; Bassett e Williams, 2016; Guerri et al., 2019).

O hipotireoidismo congénito e o hipotireoidismo juvenil causam atraso no
desenvolvimento esquelético, retardo no crescimento e baixa estatura com
comprometimento da maturacdo Ossea devido a falha na ossificagdo endocondral
(Rivkees et al., 1998; Bassett e Williams, 2016; Bakos et al., 2018). Todavia, com o inicio

precoce e monitoramento adequado da reposi¢do de HTs, a maioria dos sintomas do
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hipotireoidismo congénito, incluindo aqueles do sistema esquelético, podem ser evitados
(Salerno et al., 2001, 2004).

O atraso no crescimento é observado em varios modelos animais nos quais ha deficiéncia
do HT, incluindo camundongos nocaute para o fator de transcricdo PAXS, critico para o
desenvolvimento das células foliculares da tireoide (Flamant et al., 2002), e camundongos
nocaute para TRal e 2 (Fraichard et al., 1997). Em ratos jovens tireoidectomizados, as
placas de crescimento sdo desorganizadas, com reducdo da espessura da zona
hipertréfica, auséncia da expressdo de COL10 e falha na invasdo vascular (Stevens et al.,
2000). Em camundongos com deficiéncia de HT (TSHR™), a ossificac&o endocondral do
centro de ossificagdo secundario aos 14 dias é gravemente comprometida, quando
comparado ao grupo controle. Os camundongos TSHR™ que recebem tratamento com T3
e T4 por 10 dias (do dia 5 ao dia 14) se recuperam completamente do fenétipo atrasado
(Xing et al., 2014).

Ratas prenhas com hipotireoidismo ddo origem a neonatos que servem de modelo ao
hipotireoidismo congénito e exibem anormalidades caracteristicas, com atraso na
ossificagdo endocondral e diminuigdo do tamanho dos ossos longos (Gil-Garay et al.,
1991; Ahmed e Janjua, 2003). Filhotes de ratos nascidos de mées com hipotireoidismo
possuem reducdo no comprimento de 13,67% na ulna e 27,84% na tibia aos 10 dias de
idade, em comparagdo com o grupo controle. Mas, os filhotes de maes hipotireoideas que
receberam tiroxina apresentaram reducdo no comprimento de 5,08% na ulna e de 3,91%
da tibia. Além disso, o didmetro da tibia e da ulna também foi significativamente menor
nesses animais (Ahmed e Janjua, 2003). Da mesma forma, o hipotireoidismo materno
subclinico em ratos também possui efeitos deletérios na ossificacdo endocondral dos
filhotes, com reducdo da proliferacdo de condrécitos e atraso na diferenciacao hipertréfica
(Milosevic¢ et al., 2018).

Além de afetar a ossificagdo endocondral, o hipotireoidismo congénito também prejudica
a ossificacdo intramembranosa resultando no fechamento tardio das fontanelas, na
persisténcia das suturas do cranio e no alargamento da face (Huffmeier et al., 2007).
Outras anormalidades craniofaciais que também podem ser observadas em criangas com
hipotireoidismo congénito e de mées com hipotireoidismo materno séo erupc¢ao dentéria
tardia, 0ssos cranianos supranumerarios (0ssos wormianos), macroglossia e micrognatia
(Loevy et al., 1987; Pezzuti et al., 2009; Vucic et al., 2017).
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Camundongos geneticamente modificados com hipotireoidismo congénito manifestam o
mesmo fenétipo craniofacial da condicdo humana (Bassett e Williams, 2016).
Camundongos TRa1pv/+ que possuem fendtipo de hipotireoidismo apresentam atraso no

fechamento das fontanelas e das suturas (O’Shea et al., 2005).

Em adultos, o hipotireoidismo também resulta em diminui¢do da remodelacéo dssea, uma
vez que a diminuicdo dos HTs leva a diminuicdo da funcéo osteoblastica e osteoclastica
(Bakos et al., 2018). Estudos demonstraram um declinio nos marcadores bioquimicos da
remodelacdo 6ssea em pacientes com hipotireoidismo (Nakamuraet al., 1996). Da mesma
forma, em ratas adultas, o hipotireoidismo causa osteopenia intensa pela inibicdo da
aposicdo Ossea e aumento da reabsorcdo Ossea. Além disso, em ratos adultos, o
hipotireoidismo também interrompe o crescimento longitudinal, uma vez que a placa
epifisaria permanece ativa varios meses ap0s a maturidade sexual, ao contrario de outros

mamiferos (Ribeiro et al., 2004).

4.2 Hipertireoidismo e alteracdes do crescimento dsseo

O hipertireoidismo é caracterizado pelo excesso dos HTs. As principais causas sao a
doenca de Graves, 0 adenoma tdxico, o bocio multinodular toxico e a tireoidite subaguda
dolorosa (Baskin et al., 2002). A incidéncia das diferentes causas de hipertireoidismo
varia com a idade. O bocio multinodular téxico é a principal causa de hipertireoidismo
apos os 50 anos de idade, enquanto a doenca de Graves tem maior incidéncia entre 0s
pacientes com menos de 50 anos (Andersen e Andersen, 2021). Uma causa importante de
hipertireoidismo durante o primeiro trimestre da gestacdo é a elevacdo da hCG, que
apresenta subunidades idénticas ao TSH, acarretando na estimulacéo do receptor para o
TSH (Bartholo et al., 2014).

A prevaléncia de hipertireoidismo varia de 0,2% a 1,3% nos paises que séo considerados
suficientes em iodo, sendo a ocorréncia maior em mulheres. O hipertireoidismo durante
a gestacdo possui incidéncia estimada de 0,2%, podendo chegar até 2%, quando sdo
considerados os casos subclinicos (Taylor et al., 2018). Apesar de menos prevalente que
o0 hipotireoidismo, o hipertireoidismo € igualmente importante e vem despertando cada
vez mais preocupacao e atencao, devido aos seus efeitos deletérios na salde materna e

fetal (Stagnaro-green et al., 2011; Stagnaro-Green e Pearce, 2012).

O hipertireoidismo materno esta associado ao risco aumentado de aborto espontaneo,

natimorto, parto prematuro, hipertensao induzida pela gestacédo e baixo peso do feto ao
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nascimento (Stagnaro-Green e Pearce, 2012). As evidéncias sugerem que O
hipertireoidismo materno prejudica o desenvolvimento do cérebro fetal em animais
experimentais por meio de alteragGes no desenvolvimento e organizagdo dos neurdnios,
alteracdes no ambiente neuroquimico e na expressao de diferentes proteinas no cérebro
(Andersen e Andersen, 2021). Uma revisao sistematica e meta-analise em humanos
sugeriu que o hipertireoidismo materno é um potencial fator de risco para distdrbios do
neurodesenvolvimento na crianga, incluindo transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade, transtorno do espectro do autismo, epilepsia e esquizofrenia (Ge et al.,
2020). Além de afetar o desenvolvimento do cérebro fetal, o hipertireoidismo materno
também afeta o desenvolvimento dos 6rgdos genitais, sistema cardiovascular e do

esqueleto (Andersen e Andersen, 2021).

Ao contrario do hipotireoidismo, o hipertireoidismo resulta em ossificacdo endocondral
acelerada e idade Ossea avancada (Bassett e Williams, 2016). Bebés nascidos de mées
com diagndstico de hipertireoidismo possuem menor tamanho (Andersen et al., 2013).
Da mesma forma, ratos neonatos expostos ao excesso de tiroxina durante a gestacao
possuem menor tamanho do fémur ao nascimento e ao desmame guando comparados com
animais controle (Maia et al., 2016; Ribeiro, et al., 2018a). Ribeiro et al. (2018a)
demonstraram in vivo que 0 excesso de tiroxina materna inibe a proliferacdo de
condrécitos e aumenta a diferenciacdo hipertréfica da cartilagem de crescimento dos
neonatos, além de alterar a composicdo da matriz extracelular. Os pesquisadores
mostraram, por meio de analise histomorfométrica, que a porcentagem de condrocitos por
area na epifise cartilaginosa femoral dos neonatos que foram expostos ao excesso de
tiroxina materna foi significativamente menor em comparacao ao grupo controle. A zona
proliferativa apresentou menor nimero de condrdcitos, enquanto a zona hipertrofica
apresentou-se mais espessa nos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno. Além
disso, houve reducéo significativa na expressao dos transcritos génicos para Sox9, Mmp2,

Mmp9, Col2 e Bmp2 e aumento da expresséo de Runx2 e Coll.

A formacéo 0ssea avangada com retardo do crescimento pos-natal também foi observada
em camundongos geneticamente modificados TRBPYPY, que possuem fenétipo de
hipertireoidismo. Os neonatos apresentaram formacdo 0ssea avangada, com retardo do
crescimento pds-natal, quiescéncia prematura das placas de crescimento e 0ss0s curtos
(O’Shea et al., 2003). O hipertireoidismo induzido em ratos jovens ndo resultou em

alteracdo na histologia da placa de crescimento, todavia, 0s animais apresentaram
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auséncia da expressdo do receptor PTHrP, que é um potente inibidor da diferenciacédo
hipertrofica de condrocitos. A auséncia de expressdo de PTHrPR em placas de
crescimento previne a sinalizagdo negativa de PTHrP e facilita a progressdo da
diferenciacéo hipertréfica de condrocitos, acelerando o crescimento linear. Dessa forma,
a atividade desregulada de PTHrP pode ser um dos mecanismos subjacente a distdrbios

de crescimento em desordens tireoidianas na infancia (Stevens et al., 2000).

As alteracbes morfologicas no desenvolvimento 6sseo causadas pelo hipertireoidismo
também foram investigadas no zebrafish. Os animais foram tratados com T3 do periodo
embrionério até 25 dias, quando foram observadas numerosas deformacg6es, incluindo
escoliose, fusdes de cartilagens e fraturas caudais. Essas malformac6es foram associadas
a ossificacao precoce (Shkil et al., 2019).

Além de acelerar a ossificacdo endocondral, o hipertireoidismo também acelera a
ossificagdo intramembranosa. Em bebés e criancas, a principal consequéncia é o
fechamento precoce das suturas cranianas, que pode resultar em craniossinostose (Riggs
etal., 1972; Johnsonbaugh et al., 1978; Hirano et al., 1995; Segni et al., 1999; Higashino
e Hirabayashi, 2013; Chawla et al., 2015).

O hipertireoidismo materno é considerado um fator de risco importante para a
craniossinostose (Rasmussen et al., 2007; Carmichael et al., 2015). Camundongos
expostos a doses elevadas de tiroxina no periodo gestacional apresentam fusao prematura
das suturas cranianas e expressao elevada de marcadores da osteogénese, incluindo

Runx2 e fosfatase alcalina (Howie et al., 2016).

4.2.1 Craniossinostose

A craniossinostose é caracterizada pela fusdo ou desaparecimento prematuro de uma ou
mais suturas cranianas. A craniossinostose pode ser classificada quanto ao nimero de
suturas envolvidas e quanto a etiologia. Craniossinostose simples € quando apenas uma
sutura esta envolvida e craniossinostose composta € quando duas ou mais suturas estdo
envolvidas. Quanto a etiologia, € denominada craniossinostose primaria quando a
craniossinostose ocorre devido a um defeito intrinseco da sutura, e craniossinostose
secundaria quando é decorrente de uma causa secundaria (Kabbani e Raghuveer, 2004;
Tubbs et al., 2012).
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A craniossinostose de origem primaria pode ser classificada ainda como sindrémica,
quando ocorre um conjunto de caracteristicas ou sintomas que caracterizam uma
sindrome, ou ndo sindrémica, quando a craniossinostose ocorre de forma isolada, sem
evidéncia de uma sindrome genética (Kabbani e Raghuveer, 2004; Krakow, 2017).
Existem pelo menos 57 genes envolvidos na craniossinostose sindromica. Em humanos,
as causas mais comuns séo as mutacdes nos genes dos receptores do FGF (FGFR) e na
proteina relacionada a tor¢do 1 (TWISTL) (Al-Rekabi et al., 2017).

Mutacdes nos receptores FGF, que resultam em ativacdo constitutiva, sao uma das
principais causas de malformacOes craniofaciais, incluindo as sindromes de
craniossinostose, como as sindromes de Apert, Crouzon, Jackson-Weiss e Pfeiffer
(Muenke et al., 1994; Roscioli et al., 2000; Chokdeemboon et al., 2013; Ishii et al., 2015).
Camundongos Fgfrt?5%* com mutac&o no FGFR1 apresentam fusdo prematura das suturas
cranianas e um cranio encurtado antero-posteriormente, alargado lateralmente e
verticalmente aumentado (Zhou et al., 2000; Purushothaman et al., 2011). A mutagdo em
FGFR2 também resulta em craniossinostose. Estudo com camundongos mutantes Fgfr2*/
S252W demonstrou que a fusdo da sutura coronal estd associada a uma suprarregulacio da
osteogénese por meio do aumento da proliferacdo e da diferenciagdo osteogénica (Wang
et al., 2010). A mutacdo em FGFR3 também leva a sindromes craniofaciais, entretanto,

o0 envolvimento das suturas cranianas € variavel (Flaherty et al., 2016).

Enquanto as mutagdes em FGFR resultam em craniossinostose pela sua ativagdo, as
mutacdes em TWIST levam a craniossinostose por haploinsuficiéncia. Rice et al. (2000)
demonstraram que o ligante do FGF2 estimula a expressao de TWIST na sutura craniana,
e que camundongos Twist+/— apresentam o padrdo de distribui¢do de FGFR2 alterado.
Dessa forma, os autores sugerem que o papel de TWIST ¢ inibir a diferenciacéo terminal
de osteoprogenitores em osteoblastos e que TWIST atua a montante das vias de
sinalizacdo de FGF. Outros autores sugerem que TWIST atua preservando o limite ndo
osteogénico e osteogénico na sutura coronal e que a perda de integridade desse limite faz
com que a sutura adquira uma propriedade osteogénica (Merrill et al., 2006; Ishii et al.,
2015).

Em um estudo com células tronco mesenquimais extraidas das suturas cranianas de
criancas com fusdo precoce de sutura, a expressdo de FGFR2 foi significativamente
menor nas células extraidas da sutura sinostosada, em comparacgéo as células extraidas

das suturas normais. Essa diminuicdo foi atribuida a expressao localizada de FGFR em
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regides especificas das suturas cranianas. Alem disso, a expressdo de FGF2, RUNX2 e
OC foi significativamente maior. Enquanto FGF2 é um importante ligante da via
FGF/FGFR que pode levar a craniossinostose, RUNX2 e OCN sdo importantes

marcadores da diferenciacdo osteogénica (Kong et al., 2020).

As causas de craniossinostose secundaria incluem: distirbios metabolicos, como por
exemplo, hipertireoidismo; malformacbes como a microcefalia, hidrocefalia e
encefalocele; exposicao prenatal ao acido valproico ou fenitoina; e mucopolissacaridose
(Cohen, 1991; Kabbani e Raghuveer, 2004). Em ambos 0s casos, a craniossinostose reduz
0 crescimento dos ossos adjacentes, em uma dire¢cdo perpendicular a sutura.
Consequentemente, a expansdo normal do cérebro promove crescimento excessivo
compensatdério em outras suturas, levando a distor¢do progressiva da forma do cranio
(Morriss-Kay e Wilkie, 2005). A sinostose da sutura sagital resulta no alongamento da
calota craniana no diametro antero-posterior e estreitamento bitemporal, que pode ser
chamado de dolicocefalia ou escafocefalia. A fusdo das suturas coronal ou lamdoide
bilateral resulta em alargamento no diametro transversal da calota craniana, conhecido
como braquicefalia. Todavia, quando a fusdo € unilateral, ocorre assimetria do cranio,
que pode ser chamado de plagiocefalia. O comprometimento de varias suturas leva a uma
aparéncia de folha de trevo (Kabbani e Raghuveer, 2004; Tubbs et al., 2012; Krakow,
2017).
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Figura 9. Desenho esquematico dos tipos de craniossinostose.

Essas alteracbes na conformacdo do cranio podem levar ao aumento da pressao
intracraniana que, quando ndo tratada, pode resultar em lesdo cerebral permanente
(Thompson et al., 1995a3,1995b; Bristol et al., 2004). Além disso, a craniossinostose
também estd associada a alteragcBes no crescimento craniofacial, incluindo hipoplasia
médio-facial, anormalidades dentérias, deformacao orbital e outras caracteristicas, como

perda auditiva ou deficiéncia intelectual (Al-Rekabi et al., 2017).
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CAPITULO 2

O hipertireoidismo materno em ratas altera a composic¢éo e a expressao génica da
matriz produzida in vitro pelos condrdcitos das epifises femorais da prole

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as culturas de condrécitos extraidos das epifises
femorais da prole de ratos com restricdo do crescimento ésseo endocondral causada pelo
hipertireoidismo materno. Quatorze ratas Wistar adultas foram distribuidas em dois
grupos, sendo um controle e 0 outro grupo tratado com a administracdo diaria de L-
tiroxina por sonda oro-gastrica (50 pg/animal/dia) durante a gestacdo e trés dias de
lactacdo. Trés dias apds o nascimento, a prole foi eutanasiada para a extracdo dos
condroécitos. Aos 7, 14 e 21 dias, as culturas 2D de condrocitos foram submetidas aos
ensaios de viabilidade pelo MTT e de fosfatase alcalina (FA) pelo BCIP/NBT. Os pellets
de condradcitos cultivados em 3D foram processados pela técnica de inclusdo em parafina.
Seccdes foram coradas pelo &cido periodico de Schiff (PAS) para avaliar a morfologia e
o percentual de areas PAS+. A expressdo dos transcritos génicos para Col2, ColX,
agrecan, Sox9 e Runx2 foi avaliada por RT-PCR em tempo real. As médias foram
comparadas pelo teste t de Student. Ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos nos
ensaios de MTT e FA. O hipertireoidismo materno ndo alterou a morfologia dos
condrdcitos, mas reduziu significativamente o percentual de areas PAS+ e a expressao
dos transcritos génicos para Col2 e agrecan e aumentou a expressao de Sox9. O
hipertireoidismo materno altera a composicao e a expressdo génica da matriz produzida
in vitro pelos condrocitos das epifises femorais da prole, podendo ser esse um dos
mecanismos pelos quais o0 excesso de hormonios tireoidianos maternos reduz o

crescimento endocondral.
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INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos, representados pela triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), séo
essenciais para a reprodugdo, para o controle do metabolismo energético e para o
desenvolvimento de diversos orgaos (Boelaert e Franklyn, 2005; Krassas et al., 2010).
Como a tireoide fetal ndo é funcionalmente madura até a 18° a 20° semanas de idade
gestacional nos humanos e até o 17° dia de gestacdo no rato, o feto € dependente da
transferéncia placentaria dos horménios tireoidianos maternos (Greenberg et al., 1970;
Thorpe-Beeston et al., 1991). Sendo assim, as disfuncbes da tireoide materna podem
impactar de forma negativa a saude do feto (Boelaert e Franklyn, 2005; Andersen e
Andersen, 2021).

As disfuncdes tireoidianas podem ocorrer em qualquer fase da vida, inclusive durante a
gestacdo. Apesar de menos prevalente que o hipotireoidismo, o hipertireoidismo materno
vem sendo associado a uma variedade de efeitos adversos tanto para a mae quanto para o
feto, como aborto espontdneo, parto prematuro, natimortalidade, baixo peso ao
nascimento e anormalidades do desenvolvimento cerebral e de outros orgdos fetais
(Krassas et al., 2010; Andersen e Andersen, 2021). No esqueleto, os horménios
tireoidianos sdo essenciais para a formacao éssea, crescimento 6sseo pds-natal, bem como
para a manutencdo da higidez da estrutura 6ssea de individuos adultos (Bassett e
Williams, 2016; Williams e Bassett, 2018).

A maioria dos 0ssos, inclusive 0s 0ssos longos se forma por ossificagcdo endocondral, na
qual os precursores mesenquimais se diferenciam em condrdcitos, que proliferam e
secretam matriz extracelular (MEC) contendo colageno tipo 11 (COL2) e proteoglicanos,
formando um molde de cartilagem. Nesse molde, os condrdcitos se proliferam,
diferenciam-se em condrdcitos hipertréficos e sofrem apoptose. Posteriormente, ocorre
invasdo vascular e migracao de osteoblastos, formando o centro de ossificacdo primario.
Mais tardiamente, formam-se os centros de ossificagdo secundarios nas extremidades dos
0ssos longos (Bassett e Williams, 2018; Williams e Bassett, 2018). No rato, o centro de
ossificagdo primario forma-se na vida intra-uterina, enquanto o centro de ossificacdo
secundario forma-se na vida pos-natal, de forma que em neonatos toda a epifise dos 0ssos

longos ainda € cartilaginosa (Kozhemyakina et al., 2015).
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A adicdo de diferentes concentracbes dos hormonios tireoidianos em culturas de
condrocitos demonstra que esses hormonios inibem a proliferagdo e induzem a
diferenciacdo hipertrofica dos condrocitos, com expressdo de colageno tipo X (COL10)
e metaloproteinase 13 (MMP13), comprovando o efeito direto e critico dos horménios
tireoidianos na diferenciacdo terminal de condrocitos e na morfogénese da placa de
crescimento (Bohme et al., 1992; Alini et al., 1996; Ishikawa et al., 1998; Miura et al.,
2002). No entanto, o excesso de tiroxina materna reduz o crescimento 6sseo da prole de
ratos ao nascimento e ao desmame (Maia et al., 2016; Ribeiro et al., 2018a). Estudos
prévios in vivo, realizados por esta equipe, demonstraram que 0 excesso de tiroxina
materna reduz o crescimento 6sseo da prole, com reducdo significativa na taxa de
proliferacdo de condrdcitos na epifise cartilaginosa e aumento do nimero de condrocitos
na zona hipertréfica da epifise cartilaginosa dos neonatos (Ribeiro et al., 2018a). O
excesso de tiroxina materna também alterou o perfil angiogénico, com reducdo
significativa da expressdo génica e proteica de VEGF na epifise cartilaginosa dos
neonatos (Ribeiro et al., 2018b).

Embora haja pesquisas que demonstraram os efeitos da adi¢do dos hormonios tireoidianos
em culturas de condrdcitos (Bohme et al., 1992; Alini et al., 1996; Ishikawa et al., 1998;
Robson et al., 2000; Miura et al., 2002), esse parece ser o primeiro estudo que investigou
as culturas de condrocitos extraidos das epifises femorais de ratos expostos ao
hipertireoidismo materno. Os resultados obtidos aqui demonstram alguns dos
mecanismos pelos quais o hipertireoidismo materno reduz o crescimento 6sseo neonatal.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as culturas de condrdcitos extraidos das
epifises femorais da prole de ratas com restricdo do crescimento 6sseo endocondral
causada pelo hipertireoidismo materno. Os condrécitos cultivados em sistema
bidimensional (2D) foram submetidos aos ensaios de viabilidade celular pelo MTT e da
atividade da fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT. Condrécitos cultivados em
pellets (3D) foram avaliados quanto a morfologia e composi¢do dos proteoglicanos, por
meio da coloragdo pelo &cido periodico de Schiff (PAS) e quanto a expressdo dos
transcritos génicos para Sox9, Runx2, colageno tipo Il (Col2), colageno tipo X (Col10) e
agrecan (Acan), pela PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR).
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MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo n° 216/2019.

Acasalamento e administracdo de tiroxina

Quatorze ratas Wistar com dois meses de idade, foram alojadas em caixas plasticas
coletivas (4 ratas/caixa), recebendo racdo comercial e agua ad libitum. As ratas foram
mantidas em ambiente controlado, sob regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e
em temperatura de 18-22°C, durante todo o ensaio experimental. Apds determinacdo da
fase do ciclo estral por citologia vaginal, as ratas em proestro e estro foram alojadas com
ratos adultos por 12 horas numa proporcao de trés fémeas para cada macho. O dia em que
foi detectada a presenca de espermatozoides na citologia vaginal, foi considerado dia 0
de gestacdo, e as ratas foram separadas em caixas individuais compondo o grupo tratado
(n=7) e o grupo controle (n=7). As ratas tratadas receberam diariamente L-tiroxina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50
pg/animal/dia, diluida em 5 mL de 4gua destilada de acordo com protocolos previamente
estabelecidos (Serakides et al., 2004; Ribeiro et al., 2018a) por todo periodo da gestacédo
e por trés dias de lactacdo. As fémeas do grupo controle receberam 0 mesmo volume de
agua destilada também por sonda oro-gastrica.

Trés dias ap06s o nascimento, foram selecionados aleatoriamente 4 neonatos de cada mae.
Os neonatos do grupo de mées com hipertireoidismo apresentaram reducéo significativa
do comprimento do fémur em comparacdo ao controle (dados ndo demonstrados). A
eutanésia foi realizada por puncao cardiaca precedida por anestesia com quetamina (100

mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) via intraperitoneal.

Dosagem plasmatica materna de T4 livre

O estado funcional da tireoide das mées foi determinado por meio da analise plasmatica
de T4 livre. No terceiro dia de lactacdo, quando foi realizada a extracdo dos condrécitos
dos neonatos, o sangue das mées foi colhido com anti-coagulante (heparina) e o plasma
foi separado por centrifugacéo e armazenado a -20°C para a dosagem de T4 livre, a qual
foi realizada usando a técnica de ELISA de quimiluminescéncia (sensibilidade: 0,4
ng/dL), com Kits comerciais e de acordo com as instrugdes do fabricante (IMMULITE,

Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA, EUA).
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Processamento e andlise histomorfométrica da tireoide dos neonatos

As tireoides dos neonatos de ambos os grupos foram dissecadas, fixadas em formalina
10% e processadas de acordo com a técnica rotineira de inclusdo em parafina. Sec¢des
histologicas de 3um foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina para avalia¢éo
morfométrica. A altura do epitélio foi mensurada em 20 foliculos em quatro pontos
equidistantes do foliculo, obtendo-se o valor médio das quatro medidas. Esta mensuracao
foi realizada com auxilio do programa Image J 1.52k (National Institute of Health, USA).

Isolamento e cultivo de condrdcitos dos neonatos

Apos a eutanasia, foi realizada antissepsia da pele dos membros pélvicos e os fémures
foram dissecados dos tecidos musculares e conectivos com instrumental estéril, dentro de
fluxo laminar e lavados em tampéo fosfato salino (PBS) 0,15M estéril. A cartilagem foi
colhida da extremidade proximal do fémur. Para o isolamento dos condrdcitos, 0s
fragmentos de cartilagem foram lavados com PBS 0,15M e incubadas por 12 horas em
uma solugéo contendo Dulbeco’s Modified Eagle Medium com baixa glicose (DMEM-
Low glicose) (Gibco, Invitrogen, NY, USA), acrescida de 5% de soro fetal bovino (Gibco,
Invitrogen, NY, USA) e colagenase tipo | a 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Ap0s esse periodo, as suspensdes de condrocitos foram centrifugadas a 1.400 RPM por
10 minutos, lavadas com PBS 0,15 M e novamente centrifugadas. As células foram
ressuspendidas e cultivadas em garrafas T75 com meio condrogénico, contendo DMEM
baixa glicose acrescido de gentamicina (60 mg/L), penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 mg/mL) e anfotericina B (25 mg/L), 1% de soro fetal bovino, acido
ascorbico (50 pg/mL), dexametasona (107"M), 6,25 ng/mL de insulina, 6,25 pg/mL de
transferrina, 1 mM de piruvato e 1,25 pg/mL de albumina sérica bovina, mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO». Apos 24 horas, as culturas foram lavadas com PBS 0,15M
para remocao das células ndo aderidas. As trocas de meio foram realizadas duas vezes na
semana em dias pré-estabelecidos. Na segunda passagem, as células foram transferidas,
de acordo com o tipo de ensaio, para placas de 24 pogos (2x10* células/poco), onde foram
cultivadas em sistema bidimensional (2D) ou para tubos conicos de plastico de 15 mL
(1x10° células/tubo), onde foram cultivados em pellets ou sistema tridimensional (3D),
de acordo com cada ensaio. A unidade amostral foi composta pelo pool de células dos 4
neonatos de cada mae, totalizando 7 repeticGes por grupo para cada um dos ensaios

descritos a sequir.
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Teste de viabilidade celular (conversdo de MTT em cristais de Formazan)

Aos 7, 14 e 21 dias de cultivo, o meio de cultivo foi removido e os condrocitos dos dois
grupos, sob cultura 2D em placas de 24 pogos, foram submetidos ao teste de conversao
do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio]} em cristais
formazan. Foram utilizados 210 pL de meio condrogénico com adi¢ao de 170 uL de MTT
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (5mg/mL). As placas foram incubadas por 2 horas em
estufa a 37°C e 5% CO- e posteriormente os cristais de formazan foram observados ao
microscopio optico. Foram acrescentados 210 L de SDS-10% HCL e incubadas por 12
horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, foram transferidos 100 uL de cada
poco para placas de 96 pocos e realizada a leitura em leitor espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 595 nm.

Atividade da fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT

Aos 7, 14 e 21 dias de cultivo, o meio de cultivo foi removido e os condrdcitos dos grupos,
sob cultura 2D em placas de 24 pocos, foram lavados por duas vezes com solucdo PBS
0,15M estéril. Foram acrescentados, em cada pogo, 200 uL de solu¢do de BCIP/NBT (1
mL de tampé&o da fosfatase alcalina, 4,4 mL de NBT {nitro-blue tetrazoliumchloride} e
3,3 mL de BCIP {5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphate p-toluidinesalt}). As placas
foram incubadas por duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo, foram
acrescentados, em cada pogo, 210 puL de solugdo de SDS 10% HCL e as placas foram
incubadas por 12 horas, em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, foram
transferidos 100 pL de cada pogo para placas 96 pocos e realizada a leitura em leitor

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 595 nm.

Andlise do teor de glicosaminoglicanos

Aos 21 dias de cultivo, os pellets de condrécitos de todos 0s grupos sob cultura 3D foram
lavados com PBS 0,15 M e fixados com paraformaldeido 4%. Posteriormente, os pellets
foram processados para inclusdo em parafina. Cinco seccOes seriadas de 3 micrometros
do pellet foram coradas pelo &cido periédico de Schiff (PAS) para estudo dos
glicosaminoglicanos da matriz. Foram determinadas a porcentagem de areas PAS* e PAS
. Cinco campos de cada lamina foram fotografados em aumento de 40x, com o auxilio de
uma camera Leica ICC50 acoplada a um microscopio Leica DM500, totalizando 25
campos por repeticdo. As imagens foram analisadas pela contagem de pontos sobre areas
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PAS™ e sobre areas PAS", utilizando o software Image J (National Institute of Health).

Posteriormente foi realizada a conversdo do nimero de pontos para porcentagem.

Avaliacdo da expressao dos transcritos génicos por RT-PCR tempo real

Aos 21 dias de cultivo, foi realizada PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR) nas
culturas 3D de condrdcitos. Foi realizada a avaliagdo quantitativa da expressdo génica de
agrecan (Acan), colageno tipo Il (Col2), colageno tipo X (Col10), Runx2 e Sox9.
Resumidamente, 1 pg de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando o Kit
SuperScript 11 Platinum Two-Step gPCR kit com SYBR Green (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). O gRT-PCR foi realizado em um termociclador SmartCycler 1l (Cepheid,
Carpinteria, CA, EUA). A primeira etapa de amplificagdo de qRT-PCR foi iniciada com
a transcricdo reversa por 120 seg a 50°C, seguido por PCR com 0s seguintes parametros:
45 ciclos de 15 seg a 95°C e 30 seg a 60°C. Ao final de cada ensaio, os dados de
fluorescéncia foram analisados para obtencdo de valores CT. A expressdo génica foi
calculada utilizando o método 224, onde os valores das amostras foram calculados em
relacdo aos valores de Gapdh Ct. Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia

do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de transcritos génicos e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para RT-PCR

Tempo Real

Gene Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3”) NC acesso

Gapdh forward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA NM_002046
reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA

Agrecan forward: CACACGCTACACACTGGACT NM 022190.1
reverse: TCACACTGGTGGAAGCCATC

Col2 forward: GTTCACGTACACTGCCCTGA NM_012929.1
reverse: AAGGCGTGAGGTCTTCTGTG

ColX forward: GAAACAGGTGTCTGACTTAC XM_001053056.3
reverse: TACTTCCAGTGGAATAGAAG

Sox9 forward: CCCGATCTGAAGAAGGAGAGC NW_0473432
reverse: GTTCTTCACCGACTTCCTCCG

Runx2 forward: GCGTCAACACCATCATTCTG NM_004348

reverse: CAGACCAGCAGCACTCCATC

Andlise estatistica
O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foram determinados a

média e o desvio padrdo. Os dados foram submetidos ao teste t de Student para
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comparacdo das médias, admitindo-se taxa de erro de 5% utilizando o pacote

computacional SigmaPlot.

RESULTADOS

Concentracgdo plasmatica materna de T4 livre
O hipertireoidismo foi confirmado pelos sinais clinicos de agitagdo e agressividade que
as ratas tratadas apresentaram, bem como pela elevacgéo significativa das concentracdes

plasmaticas de T4 livre, em comparacao ao grupo controle (Fig. 10).
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Figura 10. Concentragdes plasmaticas de T4 livre (média + desvio padrdo) das ratas maes dos

grupos controle e com hipertireoidismo * P <0,05 (teste t de Student).

Altura do epitélio folicular da tireoide dos neonatos

Os foliculos da tireoide dos ratos neonatos do grupo controle eram revestidos por epitélio
predominantemente cuboidal e preenchidos por coloide denso e por vezes vacuolizado,
enquanto nos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno foram observados
predominio de foliculos revestidos por epitélio achatado, com reducéo significativa da
altura do epitélio folicular quando comparados com o grupo controle (Fig. 11),
demonstrando o efeito de feedback negativo do excesso de tiroxina materna sobre a

tireoide da prole.



69

Altura do epitélio folicular (um)

Controle Hipertireoidismo

Figura 11. Altura do epitélio folicular (um) da tireoide (média + desvio padrdo) dos ratos neonatos
controle e com exposicdo ao hipertireoidismo materno * P <0,05 (teste t de Student).

Viabilidade dos condrdcitos (conversdo de MTT em cristais de formazan)

N&o houve diferenca significativa entre as médias do grupo controle e do grupo exposto
ao hipertireoidismo materno, em relacéo a viabilidade celular aos 7, 14 e 21 dias (Fig.
12).
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Figura 12: Conversdo de MTT em cristais de formazan (média + desvio padrdo) em culturas
bidimensionais de condrdcitos extraidos da epifise femoral de ratos neonatos controle e com

exposicéo ao hipertireoidismo materno aos 7, 14 e 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).

Atividade da fosfatase alcalina dos condrdcitos

N&o houve diferencga significativa entre as medias do grupo controle e tratado, expostos
ao hipertireoidismo materno, em relacdo a atividade de fosfatase alcalina aos 7, 14 e 21
dias (Fig. 13).
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Figura 13. Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio padrdo) em culturas bidimensionais de
condrocitos extraidos da epifise femoral de ratos neonatos controle e com exposicdo ao

hipertireoidismo materno aos 7, 14 e 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).

Morfologia dos condrocitos e contetdo de proteoglicanos da matriz

Em ambos os grupos foi possivel observar os condrocitos localizados em lacunas de
tamanhos variados, envoltos por matriz cartilaginosa semelhante ao tecido cartilaginoso
das placas de crescimento in vivo, com areas PAS™ e PAS™. A caracteristica morfoldgica

dos condrécitos com relacdo ao tamanho, citoplasma e ndcleo foi semelhante entre os
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grupos. No entanto, a cultura de condrécitos dos neonatos expostos ao hipertireoidismo
materno apresentou reducdo significativa do percentual das areas PAS* em comparagéo
ao controle (Fig. 14).
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Figura 14. A) Fotomicrografias da cultura 3D de condrdcitos extraidos da epifise femoral
de ratos neonatos controle e com exposi¢ao ao hipertireoidismo materno com reducéo das
areas PAS+ no grupo hipertireoidismo, aos 21 dias. Coloragdo &cido periodico-Schiff
(PAS). (B) Porcentagem de areas PAS™ em cultura 3D de condrdcitos extraidos da epifise
femoral de ratos neonatos controle e com exposi¢éo ao hipertireoidismo materno, aos 21
dias. * P <0,05 (teste t de Student).
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Expressdo de transcritos génicos

Aos 21 dias, as culturas de condrécitos extraidos de ratos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno apresentaram redugao significativa da expressao dos transcritos
génicos para Col2 e Acan e aumento da expressao do transcrito génico para Sox9, quando
comparado ao grupo controle. Ndo houve diferenca significativa entre grupos quanto a

expressao de Col10 e Runx2 (Fig. 15).
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Figura 15. Expressdo de transcritos génicos (média + desvio padrdo) de Acan, Col2,
Col10, Runx2 e Sox9 pela RT-qPCR em cultura 3D de condrécitos extraidos da epifise
femoral de ratos neonatos controle e com exposi¢éo ao hipertireoidismo materno, aos 21
dias. * P <0,05 (teste t de Student).

DISCUSSAO
O hipertireoidismo materno foi confirmado pelos sinais clinicos de agitacdo e

agressividade que as ratas tratadas apresentaram, bem como pela elevagédo significativa
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das concentracdes plasmaticas de T4 livre, em comparacdo ao grupo controle. Estudos
que utilizaram a mesma dose de tiroxina durante o periodo gestacional também
conseguiram induzir satisfatoriamente o hipertireoidismo em ratos (Silva et al., 2014;
Maia et al., 2016; Ribeiro et al., 2018a, 2018b). O tamanho e o volume de sangue dos
neonatos € muito pequeno, limitando a realizacdo de dosagens hormonais sanguineas. Por
isso, a exemplo do que ja havia sido realizado em outros estudos (Ribeiro 2018a, 2018b),
realizou-se a analise da tireoide dos neonatos. A reducdo significativa da altura do epitélio
folicular da tireoide dos ratos neonatos em comparacdo ao controle, demonstrou o efeito
de feedback negativo do excesso de tiroxina materna sobre a tireoide da prole. A reducgéo
na altura do epitélio dos foliculos tireoidianos de neonatos expostos ao hipertireoidismo
materno também ja foi descrita previamente (Ahmed et al., 2010; Ribeiro 2018a, 2018b).
Em condi¢6es normais, os hormonios tireoidianos maternos atravessam a placenta para a
circulacdo fetal em quantidade suficiente para suprir as necessidades do feto. As
desiodases presentes na placenta metabolizam a T4 materna em T3 para ser usada pelo
feto, e uma quantidade significativa de T4 também é transferida para o feto (Vulsma et
al., 1989; Chan e Kilby, 2000; Neale et al., 2007). No entanto, o excesso de tiroxina
materna é capaz de passar para o feto, reduzindo os niveis séricos de TSH por feedback
negativo, e consequentemente reduzindo a altura do epitélio dos foliculos tireoidianos,
uma vez que a reducdo do TSH tem efeito tréfico inibitorio sobre a tireoide (Ahmed et
al., 2010).

No presente estudo, o hipertireoidismo materno alterou a composicdo e a expressao
génica da matriz produzida in vitro pelos condrdcitos das epifises femorais da prole, uma
vez que houve diminui¢do dos proteoglicanos da matriz evidenciada pela reducdo do
percentual de &reas PAS*, bem como reducgdo da expressdo dos transcritos génicos para

Col2 e Acan e aumento da expressédo de Sox9.

A coloracdo PAS permite avaliar o contetdo de proteoglicanos da cartilagem em culturas
tridimensionais (Kiviranta et al., 1985; Bassleer et al., 1986). A reducdo da porcentagem
de areas PAS™ na cultura de condrdcitos dos ratos neonatos, em comparacao ao controle,
coincide com a reducdo da expressao de Acan, considerado o principal proteoglicano da
MEC. Os hormonios tireoidianos sdo essenciais para a sintese e distribuicdo normal dos
proteoglicanos da placa de crescimento (Shao et al., 2006; Gouveia et al., 2018). No
hipotireoidismo, as placas de crescimento de roedores apresentam maior conteddo

aparente de sulfato de heparano pela coloracdo de Alcian Blue (Stevens et al., 2000) e
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maior expressao imunoistoquimica do sulfato de heparano (Bassett et al., 2006). Por outro
lado, estudos in vivo realizados por nossa equipe demonstraram que o excesso de tiroxina
materna reduziu a intensidade de coloracdo PAS na epifise cartilaginosa dos neonatos,
mas ndo alterou significativamente a expressdo do transcrito para Agrecan (Ribeiro, et
al., 2018a). Sendo assim, o presente estudo € complementar ao anteriormente publicado,
pois permitiu avancar, demonstrando de forma quantitativa a reducéo da porcentagem de
areas PAS+ e a reducdo da expressdo de Agrecan na cultura de condrécitos dos neonatos

submetidos ao hipertireoidismo materno.

Os hormdnios tireoidianos estimulam a expressédo de enzimas que degradam a MEC,
como a agrecanase-2 ou ADAMTSS (disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 5) e metaloproteinase de matriz-13 (MMP13). Assim, uma
possivel explicacdo para justificar a reducdo dos proteoglicanos observada neste estudo é
pelo aumento da degradacéo dos componentes da MEC (Makihira et al., 2003; Williams,
2013). Os proteoglicanos, assim como o Col2, sdo essenciais para a fun¢do normal da
cartilagem, de forma que deficiéncias destes componentes da matriz diminuem a
diferenciacéo condrogénica e reduzem o crescimento 0sseo (Poole et al., 2002; Roughley,

2006) a semelhanca do que foi observado neste estudo.

Vaérios estudos in vitro demonstraram que 0s hormdnios tireoidianos, em condicgdes
normais, induzem a diferenciacdo hipertréfica (Bohme et al., 1992; Alini et al., 1996;
Ishikawa et al., 1998; Miura et al., 2002; Lakatos et al., 2019) A expressdo de RUNX2 e
COL10 e a atividade da fosfatase alcalina sdo importantes marcadores da hipertrofia de
condrdcitos, de forma que condrdcitos hipertréficos tém mais expressdo desses fatores,
em comparac¢ado aos condrocitos ndo hipertroficos (Burch e Lebovitz, 1982; Samsa et al.,
2017). No entanto, no presente estudo, os neonatos submetidos ao hipertireoidismo
materno ndo apresentaram alteracdo da expressdo desses marcadores, em comparagao ao
controle. Em contrapartida, Ribeiro et al. (2018a) observaram, in vivo, que ratos neonatos
expostos ao excesso de tiroxina materna apresentaram aumento da espessura da zona
hipertrofica da placa de crescimento. Uma vez que, no presente estudo, ndo foi observada
diferenca entre grupos, no que se refere as caracteristicas genotipicas do condrdcito
hipertrofico, é provavel que o hipertireoidismo materno ndo aumente a diferenciagdo de
condrécitos hipertroficos, mas altere 0os eventos que causam sua morte durante o
crescimento. Uma hipotese para tentar explicar o aumento da zona hipertrofica de

neonatos causada pelo hipertireoidismo materno (Ribeiro et al., 2018a) pode ser por
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reducdo da apoptose de condrocitos hipertréficos e/ou por reducédo da invasao vascular
da zona hipertrofica, uma vez que Ribeiro et al., (2018b) também demonstrou reducéo da
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e receptor tirosina quinase
2 (TIE2), fatores angiogénicos que promovem a invasao vascular e a reducdo da espessura

da zona hipertrofica e consequentemente, estimulam o crescimento 6sseo endocondral.

No presente estudo, as culturas de condrocitos das epifises femorais dos neonatos
submetidos ao hipertireoidismo materno apresentaram aumento da expressdo do Sox9. O
SOX9 é um fator de transcricdo que controla diferentes etapas da condrogénese,
regulando uma série de outros fatores, incluindo a expressédo de COL2 e ACAN (Song e
Park, 2020). Sabendo disso, 0 esperado diante da reducdo da expressdo de Acan e Col2,
seria a reducdo também da expressdo do Sox9. No entanto, hd pesquisadores que ja
demonstraram auséncia de correlacdo entre a expressdo desses transcritos em condradcitos
articulares normais e osteoartriticos (Aigner et al., 2003; Zwickl et al., 2016). Aigner et
al. (Aigner et al., 2003) avaliaram os niveis de expressdo de mRNA do SOX9 na
cartilagem articular normal e osteoatritica em humanos e relataram que a expressao do
COL2 e SOX9 ndo se correlacionou na cartilagem articular normal em adultos. Além
disso, relataram uma diminuigéo da transcricdo de SOX9 com aumento significativo da
expressdo de COL2 em condrdcitos osteoartriticos. Esses resultados indicam que o SOX9
ndo é o principal fator de transcricdo que regula a expressdao de COL2. Da mesma forma,
existem muitos mecanismos envolvidos na regulacdo de SOX9, incluindo modificacdes
pos-transcricionais, pos-traducionais e a interacdo com outros transcritos génicos,

denominados parceiros funcionais (Lefebvre et al., 2019).

A superexpressdo de Sox9 em condrécitos durante a embriogénese pode comprometer a
diferenciacdo terminal dos condrdcitos (Hattori et al., 2010; Kim et al., 2011), com
diminuicdo da expressdao de Vegf. O VEGF € fundamental para a angiogénese,
diferenciacdo dos condrdcitos e consequentemente para o crescimento 6sseo endocondral
(Carlevaro et al., 2000; Gerber e Ferrara, 2000; Zelzer et al., 2002). Assim, o Sox9, por
suprimir a expressdo de Vegf, € um importante regulador negativo da vascularizacdo da
cartilagem e consequentemente do crescimento 0sseo a partir das placas de crescimento
(Hattori et al., 2010). Conforme descrito anteriormente, Ribeiro et al. (2018b)
demonstrou, no estudo in vivo, a reducdo da expressdo génica e proteica do VEGF na
epifise cartilaginosa de neonatos que foram expostos ao excesso de tiroxina durante a

gestacdo. Postula-se que o aumento da expressao de Sox9 evidenciada nos condrécitos da
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prole expostos ao hipertireoidismo materno possa ter relacdo com a redugdo do VEGF
observada nas placas de crescimento (Ribeiro et al., 2018b). Mas a relagéo entre o Sox9
e o Vegf nas cartilagens de crescimento de animais submetidos ao hipertireoidismo

materno merece ser melhor investigada.

Conclui-se que o hipertireoidismo materno altera a composicao e a expressao génica da
matriz produzida in vitro pelos condrdcitos das epifises femorais da prole, reduzindo o
percentual de areas PAS™ e a expressao dos transcritos génicos para colageno Il e agrecan
e aumentando a expressdo de Sox9, podendo ser esse mais um dos mecanismos pelos

quais o excesso de hormonios tireoidianos maternos reduz o crescimento endocondral.
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CAPITULO 3

Patogénese dos efeitos do hipertireoidismo materno sobre o crescimento

intramembranoso da prole de ratos: estudo in vitro com osteoblastos da calvaria

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas, bem como a atividade de sintese
de osteoblastos extraidos da calvaria da prole de ratos expostos ao hipertireoidismo
materno. Doze ratas Wistar adultas foram distribuidas em dois grupos, sendo um controle
e 0 outro grupo tratado com a administracdo diaria de L-tiroxina por sonda oro-gastrica
(50 pg/animal/dia) durante a gestacdo e trés dias de lactacdo. Trés dias apds o parto e
confirmacdo do hipertireoidismo das mées, a prole foi eutanasiada para a extracdo dos
osteoblastos da calvaria. Aos 7, 14 e 21 dias, foram realizados os ensaios de proliferacdo
pelo MTT e da atividade de fosfatase alcalina (FA) pelo BCIP/NBT. Aos 21 dias, a area
total de matriz mineralizada corada pelo VVon Kossa foi avaliada por morfometria. A
expressao dos transcritos génicos para Runx2, Bmp2, Fgfrl, Coll, osteocalcina (Oc) e
osteopontina (Op) foi avaliada por RT-PCR em tempo real. As médias foram comparadas
pelo teste t de Student. A atividade da fosfatase alcalina foi significativamente maior aos
14 e 21 dias nas culturas de osteoblastos extraidos dos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno, enquanto a conversdao de MTT foi significativamente menor
aos 21 dias neste grupo. As culturas de osteoblastos dos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno também apresentaram maior area total de matriz mineralizada
e maior expressdo dos transcritos génicos para Oc e Op. O hipertireoidismo materno
aumenta nos osteoblastos da prole, extraidos da calvaria, a atividade de sintese de matriz,
a atividade da fosfatase alcalina e a expressao dos transcritos génicos para osteocalcina e
osteopontina, podendo ser esse um dos mecanismos pelos quais ha fusdo prematura das

suturas cranianas.
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INTRODUCAO

As disfuncdes tireoidianas podem ocorrer em qualquer fase da vida, mas s&o comuns
durante a gestacdo. O hipertireoidismo materno tem incidéncia estimada de 0,2%,
podendo chegar até 2,5% quando séo considerados o0s casos de hipertireoidismo materno
subclinico (Taylor et al., 2018). As duas principais causas de hipertireoidismo durante a
gestacdo sdo a doenca de Graves e a tireotoxicose transitdria gestacional, resultante da
elevacdo da hCG (Krassas et al., 2010).

Em condigdes normais, 0s hormonios tireoidianos (HTs), representados pela
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), atravessam a placenta para a circulacdo fetal em
quantidade suficiente para sustentar a funcéo tireoidiana fetal, possuindo ac&o critica em
todos os sistemas, particularmente sobre a formacéo e o crescimento 6sseo (Brent, 2000;
Neale et al., 2007; Bassett e Williams, 2016; Gouveia et al., 2018). Todavia, 0 excesso
de tiroxina decorrente da mae durante a gestagéo e a lactacdo (hipertireoidismo materno)
causa varias alteragBes 0sseas em animais e criangas (Springer et al., 2017; Williams e
Bassett, 2018; Andersen e Andersen, 2021).

O excesso de tiroxina materna reduz o crescimento longitudinal de ossos longos, como o
fémur e o Umero de filhotes de ratos ao nascimento e ao desmame (Maia et al., 2016). A
reducdo do crescimento 6sseo endocondral em ratos causada pelo hipertireoidismo
materno esta associada ao aumento da hipertrofia de condrocitos e a reducdo da expressao
de fatores angiogénicos, como fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
receptor do endotélio vascular-2 (FLK1) e receptor tirosina quinase 2 (TIE2) (Ribeiro et
al., 2018a, 2018b). A patogénese das alteracdes 06sseas do crescimento endocondral,
decorrentes do hipertireoidismo, tem sido mais estudada (Maia et al., 2016; Durham et
al., 2017; Kesterke et al., 2018; Ribeiro et al., 2018a, 2018b) quando comparada as
alteracdes do crescimento intramembranoso (Cray et al., 2013; Howie et al., 2016).

A ossificacdo intramembranosa € responsavel pela formacdo da calota craniana ou
calvaria, escapula, ilio e parte da clavicula (Leitch et al., 2020). No entanto, as principais
consequéncias do excesso de horménios tireoidianos sdo observados no cranio
(Carmichael et al., 2015a, 2015b), sendo portanto o principal sitio estudado. O
desenvolvimento craniofacial comega com aproximadamente quatro semanas de gestagédo
em humanos, com a formacéo de distintas condensacdes do mesénquima (Leitch et al.,
2020). A condensagéo e a formagao dos centros de ossificagdo intramembranosa ocorrem

continuamente, formando 0ssos que sdo chamados de espiculas Gsseas, que por sua vez



80

irradiam progressivamente dos centros de ossificacdo primaria em direcdo a periferia,
levando a formacdo de o0sso trabecular imaturo, que é gradualmente substituido por 0sso
cortical, no periodo do nascimento (Jin et al., 2016). Apds 0 nascimento, 0S 0SS0S
cranianos ndo se fundem imediatamente, permanecendo separados por suturas e
fontanelas que permitem a expansao do cranio durante o crescimento (Opperman, 2000;
Leitch et al., 2020). Os mecanismos molecurares que regulam o desenvolvimento
craniofacial e o crescimento pos-natal, a partir das suturas, dependem de varias vias de
sinalizacdo que ainda ndo foram totalmente elucidadas. Todavia, alguns dos principais

fatores de transcricdo ja foram indentificados (Marie, 2008; Leitch et al., 2020).

O Runx2 é essencial para a diferenciacdo das células tronco mesenquimais (CTM) em
osteoblastos, uma vez que a inativacdo do Runx2 inibe a diferenciacdo das CTM em
osteoblastos, com completa auséncia de diferenciacao intramembranosa (Komori et al.,
1997; Komori, 2020). Além disso, 0 Runx2 é responsavel por regular varios genes nos
osteoblastos que desempenham papel importante na formacdo da matriz dssea, como
sialoproteina 6ssea (SPO), osteoponina (OP), osteocalcina (OC) e colageno tipo | (COL1)
(Marie, 2008). A expressao e a atividade dos fatores de transcri¢do responsaveis pela
formacao 6ssea sdo regulados por hormonios e fatores de crescimento, representados pela
proteina morfogenética 6ssea (BMP), pelo fator de crescimento fibroblastico (FGF) e pelo
fator de transformagéo do crescimento beta (TGF-B) (Marie, 2008).

Embora o efeito dos hormonios tireoidianos na ossificagdo intramembranosa ainda seja
pouco estudado, hé varios relatos de alteraces 0sseas principalmente de craniossinostose
decorrente do hipertireoidismo materno (Riggs et al., 1972; Penfold e Simpson, 1975;
Kopelman, 1983; Lima et al., 1999; Rasmussen et al., 2007; Hashmi et al., 2012) ou do
hipertireoidismo adquirido durante o crescimento em animais (O’Shea et al., 2003, 2005;
Bassett et al., 2007) e criangas (Robinson et al., 1969; Johnsonbaugh et al., 1978; Segni
et al., 1999). A craniossinostose é a fusdo prematura de uma ou mais suturas cranianas
antes da cessacdo do crescimento cerebral, o que pode acarretar deformidades faciais e
lesGes cerebrais pelo aumento da pressao intracraniana (Twigg e Wilkie, 2015). Filhotes
de camundongos expostos ao hipertireoidismo materno apresentam alteracdo da
morfologia craniofacial, com fusdo prematura da sutura coronal e alargamento por
crescimento compensatério da sutura sagital, com expressdo elevada de marcadores da
osteogénese, como 0 Runx2 e a fosfatase alcalina (Howie et al., 2016). In vitro, a adi¢édo

de tiroxina em culturas de osteoblastos extraidos da calvaria de camundongos aumenta a
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expressao de marcadores osteogénicos, como a fosfatase alcalina e a osteocalcina aos sete
dias de cultura (Cray et al., 2013).

Esse parece ser o primeiro estudo que investigou a atividade de sintese e o fenétipo de
osteoblastos extraidos da calvaria de ratos expostos ao hipertireoidismo materno. Nossa
hipGtese é que a craniossinostose decorrente do hipertireoidismo materno ocorra por
aumento da atividade de sintese dos osteoblastos. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar as culturas de osteoblastos extraidos da calvaria de ratos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno. Os osteoblastos foram submetidos ao teste de conversdo de
MTT em cristais formazan, atividade da fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT, area
total de matriz mineralizada e expressdo dos transcritos génicos para Runx2, colageno
tipo | (Coll), Bmp2, Fgfrl, osteocalcina (Oc) e osteopontina (Op), pela RT-PCR
guantitativa em tempo real (RT-qPCR).

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo n® 156/2020.

Acasalamento e administragdo de tiroxina

Doze ratas Wistar adultas com dois meses de idade foram alojadas em uma densidade de
quatro ratas por gaiola em um ciclo claro-escuro de 12 horas, recebendo agua e ragédo
comercial ad libitum. Apds adaptacdo de uma semana, todas as fémeas foram submetidas
diariamente a citologia vaginal para determinar a fase do ciclo estral. As ratas em proestro
e estro foram alojadas em caixas plasticas com ratos adultos por 14 horas numa proporcéao
de trés fémeas para cada macho. O dia em que foi detectada a presenca de
espermatozoides na citologia vaginal, foi considerado dia 0 de gestacao, e as ratas foram
separadas em caixas individuais compondo o grupo tratado (n=6) e o grupo controle
(n=6). As ratas tratadas receberam a administracdo diaria de L-tiroxina (Sigma- Aldrich,
St. Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia, diluida em 5
mL de agua destilada de acordo com protocolos previamente estabelecidos (Serakides et
al., 2004; Ribeiro et al 2018a, 2018b) por todo periodo da gestacdo e por trés dias de
lactacdo. As fémeas do grupo controle receberam o mesmo volume de agua destilada, por

sonda oro-gastrica, durante todo o periodo experimental.

Trés dias apds o nascimento, foram selecionados aleatoriamente 3 neonatos de cada mae

para obtencdo dos osteoblastos. A eutanésia foi realizada por sobredose anestésica com
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guetamina (100 mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg) via intraperitoneal. A eutanasia das maes
foi realizada por puncéo cardiaca precedida por anestesia com quetamina (40 mg/Kg) e
xilazina (10 mg/Kg) via intraperitoneal.

Comprovacao do hipertireoidismo materno e da influéncia dele sobre os neonatos

O estado funcional da tireoide das mées foi determinado por meio da analise plasmatica
de T4 livre. No terceiro dia de lactagédo, quando foi realizada a extragcdo dos osteoblastos
dos neonatos, o sangue das maes foi colhido com anti-coagulante (heparina) e o plasma
foi separado por centrifugagéo e armazenado a -20°C para a dosagem de T4 livre, a qual
foi realizada usando a técnica de ELISA de quimiluminescéncia (sensibilidade: 0,4
ng/dL) com kits comerciais e de acordo com as instru¢fes do fabricante (IMMULITE,

Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA, EUA).

As tireoides dos neonatos de ambos os grupos foram dissecadas, fixadas em formalina
10% e processadas de acordo com a técnica rotineira de inclusdo em parafina. Seccbes
histologicas de 3pum foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina para avaliacdo
morfométrica. A altura do epitélio foi mensurada em 20 foliculos em quatro pontos
equidistantes do foliculo, obtendo-se o valor médio das quatro medidas. Esta mensuragédo

foi realizada com auxilio do programa Image J 1.52k (National Institute of Health, USA).

Isolamento e cultivo dos osteoblastos da calvaria dos neonatos

O isolamento e cultivo dos osteoblastos foram realizados seguindo protocolo descrito
previamente (Reis et al., 2015). Apds a eutanasia dos neonatos, foi realizada antissepsia
da pele da cabeca com uma solucgdo de iodo polvidona e alcool 70%. Foi realizada uma
linha de incisdo na pele da regido cervical ao focinho, possibilibitando a exposic¢do da
calvaria que foi posteriormente retirada. A calvaria foi retirada, dissecada e lavada com
solucdo de fosfato tamponado (PBS) 0,15M estéril. Posteriormente, os fragmentos foram
incubados com tripsina 0,5% (Gibco, Grand Island, NY, USA) por 15 minutos a 37°C e
5% de CO.. Em seguida a tripsina foi descartada e os fragmentos foram incubados com
0,2% de colagenase 1l (Sigma, St Louis, MO, USA) por 30 minutos a 37°C e 5% de CO..
Apbs esse periodo o sobrenadante foi descartado e o tratamento com colagenase 1l foi
repetido por duas vezes nas mesmas condicGes anteriores, sendo recolhido o sobrenadante
e centrifugado por 5 minutos a 1400g. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
ressuspendido em garrafas T75 contendo DMEM baixa glicose (Gibco, Grand Island,

NY, USA) acrescido de gentamicina (60 mg/L), penicilina (LOOUI/mL), estreptomicina
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(100mg/mL), anfotericina B (25mg/L) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island,
NY, USA). As trocas de meio foram realizadas duas vezes na semana em dias pré-

estabelecidos.

Apds a terceira passagem, os osteoblastos foram transferidos, de acordo com o tipo de
ensaio, para placas de 24 pogos (1x10* células/pogo) ou garrafa T25 (25x10*
células/pogo) e o meio foi substituido por meio osteogénico, composto pelo meio de
cultivo basal acrescido de &cido ascorbico (50 pg/mL), B glicerofosfato (10 mM),
dexametasona (0,1 uM) e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO.. A unidade amostral
foi composta pelo pool de células dos trés neonatos de cada mae, totalizando 6 repeticoes

por grupo para cada um dos ensaios descritos a segulir.

Teste de Conversdo de MTT em cristais de Formazan

Aos 7, 14 e 21 dias, as amostras de cada grupo foram submetidas ao teste de converséao
do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio]} em cristais
formazan. O meio de cultivo foi removido e os osteoblastos foram lavados por duas vezes
com solucdo PBS 0,15M estéril. Foram utilizados 210 puL de meio osteogénico com
adicdo de 170 pL de MTT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (5mg/mL). As placas foram
incubadas por 2 horas em estufa a 37°C e 5% CO2 e posteriormente os cristais de
formazan foram observados ao microscépio Optico. Foram acrescentados 210uL de SDS-
10% HCL e incubadas por 12 horas em estufa a 37°C e 5% CO.. Posteriormente, foram
transferidos 100 pL de cada pogo para placas de 96 pocos e realizada a leitura em leitor

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 595 nm.

Atividade da Fosfatase Alcalina pelo método BCIP/NBT

Ao0s 7, 14 e 21 dias, o meio de cultivo foi removido e os osteoblastos foram lavados por
duas vezes com solucdo PBS 0,15M estéril. Foram acrescentados, em cada poco, 200 pL
de solucdo de BCIP/NBT (1 mL de tampéo da fosfatase alcalina, 4,4 mL de NBT (nitro-
blue tetrazoliumchloride) e 3,3 mL de BCIP (5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphate p-
toluidinesalt)). As placas foram incubadas por duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO..
Ap0s este periodo, foram acrescentados, em cada pogo, 210 pL de solucdo de SDS 10%
HCL e as placas foram incubadas, por 12 horas, em estufa a 37°C e 5% de CO..
Posteriormente, foram transferidos 100 pL de cada poco para placas 96 pocos e realizada

a leitura em leitor espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 595 nm.
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Determinacéo da area total de matriz mineralizada

Aos 21 dias, os pocos foram lavados duas vezes com solucdo de PBS 0,15M e em seguida
as células foram fixadas com solucéo de paraformaldeido 4% por 24 horas. Em seguida,
foram lavados com &gua destilada e corados pela coloracdo de Von Kossa. Quarenta
campos por repeticdo foram fotografados em aumento de 10x e as imagens foram
analisadas no programa ImageJ versdo 1.45s para mensuracdo da area total de matriz

mineralizada.

Avaliacdo da expressao dos transcritos génicos por RT-PCR tempo real

Aos 21 dias de cultivo, foi realizada a avaliacdo quantitativa da expressao génica de
Runx2, Bmp2, Fgfrl, Coll, Oc e Op, pela RT-PCR em tempo real (RT-gPCR).
Resumidamente, 1 pg de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando o Kit
SuperScript 11 Platinum Two-Step gPCR kit com SYBR Green (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). O gRT-PCR foi realizado em um termociclador SmartCycler 1l (Cepheid,
Carpinteria, CA, EUA). A primeira etapa de amplificagdo de qRT-PCR foi iniciada com
a transcrigéo reversa por 120seg a 50°C, seguido por PCR com 0s seguintes parametros:
45 ciclos de 15seg a 95°C e 30seg a 60°C. Ao final de cada ensaio, os dados de
fluorescéncia foram analisados para obtencdo de valores CT. A expressdo génica foi
calculada utilizando o método 224, onde os valores das amostras foram calculados em
relacdo a valores de Gapdh C:. Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia
do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 2).



Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para RT-PCR Tempo Real
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Gene
Gapdh

Bmp2

Coll

Oc

Op

Runx2

Fgfrl

Iniciadores (seqiiéncias de nucleotideos 5’ a 3”)
forward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA
Forward:AGTGACTTTTGGCCACGACG
Reverse:GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG
Forward:ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC
Reverse:CAGGGAAGCCTCTTTCTCCT
Forward:CATCTATGGCACCACCGTTT
Reverse:AGAGAGAGGGAACAGGGAGG
Forward:ATCTCACCATTCCGATGAATCT
Reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA
forward: GCGTCAACACCATCATTCTG

reverse: CAGACCAGCAGCACTCCATC
Forward: CATCCCCAGAGAAAATGGAG
Reverse: TTGTCAGAAGGCACCACAGA

NC° acesso
NM 002046

NM 006133

NM 60440

NM006028

NMO0069766

NM_004348

NM_024146.1

Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foram determinados a

média e o desvio padrdo.

Os pressupostos estatisticos de normalidade e

homocedasticidade de varidncias foram avaliadas pelos métodos de Shapiro-Wilk e

Brown-Forsythe, respectivamente. Os dados que violaram algum desses pressupostos

foram submetidos a transformacdao logaritmica. Os dados foram submetidos ao teste t de

Student para comparacao das médias, admitindo-se taxa de erro de 5% utilizando o pacote

computacional SigmaPlot.

RESULTADOS

Comprovacao do hipertireoidismo materno

O hipertireoidismo materno foi confirmado pela elevacéo significativa das concentragdes

plasmaticas de T4 livre no grupo tratado, em comparagdo ao grupo controle. Além disso,

as ratas hipertireoideas exibiram sinais clinicos caracterizados por hiperatividade e

agressividade.

Os foliculos da tireoide dos ratos neonatos do grupo controle eram revestidos por epitélio

predominantemente cuboidal e preenchidos por coloide denso e por vezes vacuolizado,
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enguanto nos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno foi observado predominio
de foliculos revestidos por epitélio achatado, com reducdo significativa da altura do
epitélio folicular quando comparado ao grupo controle (Fig. 16).
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Figura 16. A) ConcentracOes plasmaticas de T4 livre (média £ desvio padréo) das ratas mées dos
grupos controle e com hipertireoidismo * P <0,05 (teste t de Student). B) Altura do epitélio
folicular (um) da tireoide (média + desvio padrdo) dos ratos neonatos controle e com exposi¢ado

ao hipertireoidismo materno * P <0,05 (teste t de Student).

Conversdo de MTT em cristais de formazan

N&o houve diferenca significativa entre as medias do grupo controle e do grupo exposto
ao hipertireoidismo materno, em relacdo a viabilidade celular aos 7 e 14 dias. Aos 21 dias,
0s osteoblastos extraidos de ratos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno
apresentaram menor conversdo de MTT em cristais formazan quando comparado ao

grupo controle (Fig.17).
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Figura 17. (A) Fotomicrografias da reducdo do MTT em cristais de formazan. (B) Converséao de
MTT em cristais de formazan (média + desvio padrdo) em culturas bidimensionais de osteoblastos
extraidos da calvaria de ratos neonatos controle e com exposicao o hipertireoidismo materno aos

7, 14 e 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).
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Atividade da Fosfatase Alcalina pelo método BCIP/NBT

A atividade da fosfatase alcalina ndo diferiu significativamente entre grupos aos 7 dias.
No entanto, aos 14 e 21 dias, os osteoblastos extraidos de ratos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno apresentaram atividade de fosfatase alcalina significativamente

maior quando comparados ao grupo controle (Fig. 18).
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Figura 18. (A) Fotomicrografias da atividade de fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT.
(B) Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio padrdo) em culturas bidimensionais de
osteoblastos extraidos da calvaria de ratos neonatos controle e com exposicéo ao hipertireoidismo

materno aos 7, 14 e 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).
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Determinacao da area total de matriz mineralizada
Aos 21 dias, as culturas de osteoblastos de ratos neonatos expostos ao hipertireoidismo
materno apresentaram area total de matriz mineralizada significativamente maior quando

comparada a do grupo controle (Figura 19).

A CONTROLE HIPERTIREOIDISMO MATERNO

BN W b

5
©

mineralizada
log(um?)
~N
pr b bvere b ber e b benra bl

Area total de matriz
()}
0

P

55
~

o
(@)

Controle Hipertireoidismo materno

Figura 19. (A) Fotomicrografias da cultura de osteoblastos extraidos da calvaria de ratos neonatos
controle e com exposi¢do ao hipertireoidismo materno com aumento da érea total de matriz
mineralizada aos 21 dias. Coloracio Von Kossa. (B) Area total de matriz mineralizada de
osteoblastos extraidos da calvaria de ratos neonatos controle e com exposicao ao hipertireoidismo

materno, aos 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).
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Avaliacdo da expressao dos transcritos génicos

Aos 21 dias, as culturas de osteoblastos extraidos de ratos neonatos expostos ao
hipertireoidismo materno apresentaram aumento significativo da expressdo dos
transcritos génicos para Oc e Op quando comparado ao controle. Nao houve diferenca

significativa entre grupos quanto a expressdo de Runx2, Bmp2, Fgfrl e Coll (Fig. 20).
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Figura 20. Expressao de transcritos génicos (média + desvio padrdo) de Runx2, Bmp2, Fgfrl,
Col1, Oc e Op pela RT-gPCR em osteoblastos extraidos da calvéria de ratos neonatos controle e

com exposi¢édo ao hipertireoidismo materno, aos 21 dias. * P <0,05 (teste t de Student).

DISCUSSAO

A administracdo de L-tiroxina via oral para ratas adultas durante o periodo de gestacédo
induziu ao hipertireoidismo, conforme demonstrado pela elevacédo significativa de T4
livre. Este resultado coincide com outros estudos, que também obtiveram sucesso em
induzir o hipertireoidismo durante a gestagcéo (Silva et al., 2014; Maia et al., 2016;
Ribeiro et al., 2018a, 2018b). Os sinais clinicos também reforcaram a inducdo do

hipertireoidismo, uma vez que a hiperatividade é uma manifestagéo clinica importante do
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hipertireoidismo em humanos (Ahmed et al., 2008), e a agressividade ja foi relatada em
ratas com hipertireoidismo induzido (Silva et al., 2014; Ribeiro et al., 2018a, 2018b).

Sabe-se que o nivel plasmatico dos horménios tireoidianos da mée, durante a gestagéo e
a lactacéo, afeta diretamente a tireoide da prole, uma vez que estes hormonios sdo capazes
de atravessar a placenta atingindo a circulacdo fetal (Ahmed et al., 2008). A elevagéo
dos hormonios tireoidianos em ratas induzidas ao hipertireoidismo é acompanhada pela
elevacdo dos hormonios tireoidianos da prole nas primeiras trés semanas de nascimento
(El-bakry et al., 2010). Além disso, o hipertireoidismo materno também altera a
arquitetura da tireoide da prole, diminuindo a altura do epitélio de revestimento e
alterando o tamanho e nimero de foliculos. Essas alteragdes ficam mais pronunciadas
com o avanco da idade do dia 1 ao dia 21 pos-natal (Ahmed et al., 2010). Dessa forma, a
diminuicdo da altura do epitélio dos foliculos tireoidianos nos neonatos aos 3 dias de

idade confirma mais uma vez o hipertireoidismo materno e sua influéncia sobre a prole.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o hipertireoidismo materno aumenta
a atividade de sintese de matriz pelos osteoblastos extraidos da calvaria da prole, uma vez
que houve maior area total de matriz mineralizada, aumento da atividade da fosfatase

alcalina e da expressdo génica de osteocalcina e osteopontina.

A fosfatase alcalina, um importante marcador da diferenciacdo osteogénica, € uma das
primeiras enzimas expressas durante o processo da mineralizagdo. Embora 0s
mecanismos pelos quais essa enzima exerce suas funcdes ndo estejam bem estabelecidos,
acredita-se que a fosfatase alcalina seja responsavel por aumentar a concentracdo local de
fosfato inorganico, um promotor de mineralizagdo, e diminuir a concentracdo de
pirofosfato extracelular, um inibidor da mineralizacdo (Golub e Boesze-Battaglia, 2007).
Além de ser um importante marcador, Nakamura et al. (2020) demonstraram que a
fosfatase alcalina também funciona como um regulador da diferenciacdo osteogénica,
tanto pelo controle da concentragdo extracelular de fosfato inorgéanico, quanto pela
regulacdo da expressdo de Runx2.

Nossos resultados demonstraram que a maior atividade da fosfatase alcalina e da
expressao génica de osteocalcina e osteopontina resultaram em maior area total de matriz
mineralizada nas culturas de osteoblastos extraidos dos neonatos que foram expostos ao
hipertireoidismo materno. Esses resultados corroboram com as alteragfes observadas in

vitro, que demonstraram que a adi¢do de hormdnios tireoidianos aumenta a atividade de
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sintese dos osteoblastos (Ohishi et al., 1994; Varga et al., 1997; Gouveia et al., 2001;
Asai et al., 2009). A expressdo de proteinas ndo colagénicas, incluindo a osteocalcina e
osteopontina sdo essenciais para a maturagdo e mineralizacdo da matriz, que se
caracteriza, in vitro, pela formacdo de nédulos mineralizados. A osteopontina € uma
fosfoproteina importante, que possui dominios ligantes de calcio, estando diretamente
relacionada a mineralizacdo da matriz. A osteocalcina, por sua vez, promove a
mineralizacdo da matriz dssea por meio da regulacdo do crescimento dos cristais de
hidroxiapatita, sendo considerada um importante marcador de osteoblastos bem
diferenciados (Roach, 1994; Nefussi et al., 1997). Dessa forma, o aumento da atividade
de sintese dos osteoblastos pode ser um dos mecanismos responsaveis pela aceleracéo do
crescimento intramembranoso, com desaparecimento precoce das suturas e fuséo

prematura dos 0ssos do cranio decorrente do hipertireoidismo materno.

A conversdo de MTT em cristais formazan foi menor nos osteoblastos extraidos do grupo
exposto ao hipertireoidismo materno aos 21 dias. O MTT (brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) é um ensaio colorimétrico amplamente utilizado
para avaliacdo de estudos de proliferacdo, citotoxicidade e viabilidade celular, que se
baseia na reducdo do MTT em cristais formazan por células metabolicamente ativas
(Stockert et al., 2012; Prébst et al., 2017). Wang et al. (2004) demonstraram que 0s
valores de MTT correspondem ao nimero de condrocitos. Da mesa forma, outros estudos
utilizaram o MTT para avaliacdo da proliferacdo de osteoblastos (Xu et al., 2012; Liu et
al., 2016; Liu et al., 2017). Varga et al. (1997) demonstraram que a adi¢do de T3 em
osteoblastos in vitro diminui a proliferacdo e estimula a diferenciacao osteoblastica, com
aumento da expressdo de genes como osteocalcina e fosfatase alcalina. Os autores
sugerem que a diminuicdo da proliferacdo é consequéncia da diferenciacdo induzida por
T3 nos osteoblastos. A proliferacdo dos osteoblastos tem uma relagcdo inversamente
proporcional com a diferenciacdo. O aumento da expressdo génica de fatores de
transcri¢do associados a mineralizagdo (FA, OC, OP) regula negativamente a proliferacéo
(Stein et al., 1990; Lian e Stein, 1992). Dessa forma, postula-se que a redugdo da
conversdo de MTT em cristais formazan no grupo exposto ao hipertireoidismo materno
ocorreu pela diminuicdo da proliferacdo, associada ao aumento da diferenciacéo,
comprovada pelo aumento da area total de matriz mineralizada e da expressdo de

osteocalcina e osteopontina.
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Considerando que 0 RUNX2 e um fator de transcri¢cdo essencial para diferenciacdo
osteogénica (Komori, 2020), o esperado seria 0 aumento também da expressao de Runx2
No grupo exposto ao hipertireoidismo materno. Todavia, assim como em nosso estudo, a
adicdo de tiroxina em cultura de osteoblastos da calvaria de camundongos resultou em
aumento da atividade da fosfatase alcalina e da expressdo de osteocalcina sem aumento
da expressdo génica de Runx2. Os pesquisadores sugeriram que seria necessario avaliar
a expressdao de Runx2 em um periodo anterior a0 momento em que foi detectada a
elevacdo da fosfatase alcalina e da osteocalcina, para captar o aumento da expressao de
Runx2 (Cray et al., 2013). RUNX2 é expresso em resposta a sinalizacdo de BMP2, que
também é um importante fator expresso durante a diferenciacdo osteogénica e a
mineralizagdo (Marie, 2008; Chen et al., 2012), mas assim como o0 Runx2 ndo houve

diferenca significativa entre os grupos aos 21 dias com relacdo a expressao de Bmp2.

Em nosso estudo nédo foi encontrada diferenca significativa na expresséo génica de Fgfrl
entre os osteoblastos extraidos dos neonatos expostos ao hipertireoidismo materno
qguando comparados ao grupo controle. Em contraste, a adicdo de T3 em cultura de
osteoblastos aumenta a expressdo de Fgfrl e Fgf2 e aprimora a ativacdo FGF/FGFR
(Stevens et al., 2003). Em condi¢des normais, a sinalizacdo FGF/FGFR induz a
diferenciacdo e a atividade de osteoblastos e tem papel importante na regulagéo da
ossificacdo intramembranosa no cranio, sendo sua alteracdo uma importante causa de
craniossinostose (Ornitz e Marie, 2002; Rice et al., 2003). Uma vez que a diferenciacédo
osteogénica esta bem estabelecida, Fgfrl é regulado negativamente (Iseki et al., 1999).
No entanto, seria interessante investigar a expressdo do transcrito Fgfrl nas suturas dos
neonatos filhos de mées com hipertireoidismo e até mesmo investigar a expressdo da

proteina e ndo somente do transcrito.

Conclui-se que o hipertireoidismo materno aumenta nos osteoblastos da prole, extraidos
da calvaria, a atividade de sintese da matriz, a atividade da fosfatase alcalina e a expressédo
dos transcritos génicos para osteocalcina e osteopontina, podendo ser esse um dos

mecanismos pelos quais ha fusdo prematura das suturas cranianas.
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Anexo 2: Preparo da solucdo de tiroxina (50ug/5mL) para indugdo do hipertireoidismo

Pesar 0,019 de tiroxina em balanca de precisao farmacéutica.

Adicionar 600mL de &gua destilada e agitar em agitador magnético.

Transferir a solucdo para um baldo volumétrico, completando o volume para
1000mL.

Armazenar em frasco &mbar na geladeira por no maximo uma semana.

Anexo 3: Meio para cultivo de célula tronco indiferenciada (DMEM)

Diluir em 800ml de agua ULTRAPURA, 0 DMEM + 2g de bicarbonato de sédio
7,5% (em agitador automatico).

Acertar o pH para 7,2.

Acrescentar 60 mg de gentamicina.

Acrescentar 1 mL do PSA (descongelado).

Completar o volume para 1000mL.

Dentro do fluxo laminar, fazer a filtragem em bomba a vadcuo com membrana de
0,22 pm

DMEM com 10% de soro fetal bovino: 180mL de DMEM + 20mL de soro fetal bovino

inativado (descongelado). Filtrar novamente em bomba a vacuo com membrana de 0,22

pum

Anexo 4: Meio de diferenciagdo condrogénica

Para 100 mL de meio condrogénico:

99 mL de DMEM estoque

1mL de soro fetal bovino (1% SFB)

0,0125g de albumina sérica bovina (BSA)
1uL da solucédo de Piruvato de sodio (100uM)
65uL de transferrina (5pg/ml)

10pL de dexametasona 4mg/ml

200pL de insulina (100u/mL)
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e 4.3uL de solugdo de &cido ascorbico diluido em agua deionizada (50mg/mL) e

filtrada. Acrescentar somente no dia do uso.

Apo6s homogeneizacdo, filtrar em bomba a vacuo com membrana de 0,22um.

Anexo 5: Meio osteogénico

Para 200 mL de meio osteogénico:

e 200mL de DMEM 10% SFB
e 0,019 de acido ascérbico
e 0,55g de B-glicerofosfato

e 2,17uL de dexametasona 4mg/ml

Apdbs homogeneizacdo, filtrar em bomba a vacuo com membrana de 0,22um. Proteger o

frasco com papel aluminio.

Anexo 6: Extracdo e digestdo enzimatica de cartilagem para obtencdo de condrécitos.

Procedimento fora do fluxo:

e ApOs eutanasia, imergir os neonatos em dois frascos contendo alcool 70% por 1

minuto em cada.

Procedimento na ante sala e dentro do fluxo:

e Passar iodopovidine em toda a regido depilada
e Fazer incisdo na pele e retirar a musculatura que envolve o fémur (bilateral),
colocando os 0ssos em tubo falcon com 30mL de DMEM.

Obs.: Utilizar pincas e tesouras estéreis diferentes para pele e musculatura.

Procedimento dentro do fluxo da sala de cultura

e Remover o excesso de musculatura do fémur.

e Em uma placa de petri, remover fatias finas de cartilagem das epifises proximais
e distais utilizando bisturi e pinga estereis. N&o abrir o canal medular. Caso isso
ocorra, descartar o 0Sso.

e Lavar as fragmentos de cartilagem duas vezes com PBS 0,15 molar estéril.

e Em um tubo falcon, adicionar colagenase a 0,4% até cobrir os fragmentos (3mL)
e acrescentar 3mL de DEMEM com 5 % de SFB. Homogeneizar e incubar por
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16h, na estufa a 370C e 5% de CO,. (Desenroscar levemente a tampa do tubo
falcon, semelhante ao que faz com as garrafas de cultivo, ndo esquecendo de
fechar antes de retira-los da estufa).

e Ap0s 16 horas, homogeneizar e centrifugar por 10 min a 1400g.

e Desprezar o sobrenadante, lavar com PBS (qual PBS 1X) e centrifugar a 1.400g
por 5 min (repetir 2x este procedimento).

e Re-suspender o pellet em meio condrogénico 1% SFB e transferir para garrafa
T75, completando com meio condrogénico 1% SFB. (A quantidade vai variar de
acordo com o numero de células obtidas.)

e Incubar em estufa a 37°C e 5% CO..

OBS: Na primeira troca de meio, retirar o meio da garrafa, centrifugar por 10 min a
1.400g e resuspender o pellet. Nas demais trocas, desprezar o0 meio antigo.

Colagenase 0,4%: 0,08 g de colagenase em 20 mL de PBS 0,15 molar e filtrar com
auxilio de filtro membrana de 0,22 um acoplado a seringa.

Anexo 7: Extracdo de osteoblastos da calvaria

Procedimentos fora do fluxo:

e Apos eutanasia, imergir 0os neonatos em dois frascos contendo alcool 70% por 1

minuto em cada.

Procedimentos na ante sala e dentro do fluxo:

e Passar iodopovidine em todo neonato.

e Retirar a pele que recobre 0s 0ssos parietais e frontais do cranio com material
esteril.

e Com um material estéril diferente do utilizado para pele, retirar a calvaria.

e Colocar os fragmentos da calvaria em tubo falcon de 40 mL contendo PBS 0,15

molar estéril (quantidade suficiente para cobrir os fragmentos).

Procedimentos dentro do fluxo da sala de cultura

e Limpar os ossos em placas de petri com PBS estéril e picotar as bordas dos

fragmentos utilizando tesoura (ndo retirar fragmentos).



132

o Desprezar o PBS e transferir os fragmentos para tubo falcon, adicionando tripsina
0,5% até cobrir os fragmentos.

e Incubar por 15 min a 37°C e 5% CO..

e Descartar a tripsina e adicionar colagenase Il a 0,2%.

e Incubar por 30 a 40 min a 37°C e 5% CO., agitando de 10 em 10 min.

o Descartar a colagenase.

e Adicionar colagenase a 0,2% e incubar por mais 30 min a 37°C e 5% COa.

e Recolher todo a colagenase centrifugar 5min a 1400g

e Adicionar novamente colagenase nos fragmentos a 0,2% e incubar por mais 30
min a 37°C e 5% CO..

e Recolher a segunda colagenase e centrifugar por 5 min a 1400g.

e Descartar o sobrenadante dos dois tratamentos de colagenase e re-suspender o
pellet com DMEM 10% SFB e transferir para garrafa T 75.

Colagenase 0,2%: 0,08 g de colagenase em 40 mL de PBS 0,15 molar e filtrar com

auxilio de filtro membrana de 0,22 um acoplado a seringa.

Anexo 8: Tripsinizacao e contagem de células
Tripsinizacdo para repique em garrafas

e Quando a garrafa estiver com aproximadamente 80% de confluéncia, retirar o
meio e lavar com 5 mL de PBS 0,15 molar.

e Retirar o PBS e adicionar 1,5-2,0 mL de tripsina 0,5% na garrafa T75.

e Incubar por 8-10 min a 37°C e 5% CO..

e ApoOs a retirada da estufa, agitar gentilmente a garrafa para favorecer a soltura das
celulas.

e Acrescentar 10 mL de DMEM + 10% de SFB para inativar a tripsina e transferir
5 mL para outra garrafa T75.

e Completar ambas as garrafas com mais 5 mL de DMEM + 10% de SFB.
Obs.: Quem inativa a tripsina € 0o DMEM acrescido de 10% de SFB.

Contagem de células
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Proceder a tripsinizacéo das células como descrito anteriormente, recolher todo o
conteddo da garrafa em tubo falcon de 50 mL (o0 volume do tubo nédo deve
ultrapassar 30 mL).

Centrifugar por 10 min a 1400g.

Desprezar o sobrenadante e re-suspender o pellet com 2 mL de DMEM + 10% de
SFB.

Transferir 2 uL. para um eppendorf e acrescentar 98 pL da solucao de Tuck
Retirar 10 uL da nova solugdo e transferir para cada parte da cdmara de Newbauer.

Fazer a contagem das células dos dois quadrantes (1° e 2°).

n° de células/mL = média dos quadrantes (1° e 2°) x 50 (fator de diluicdo) x 10*

e Contar em aumento de 10x, somente as células dentro dos quadrantes
menores. Nao contar as células fora dos quadrantes.
e Fazer regrade trés, para calcular o volume com células a ser utilizado em cada

well.

Anexo 9: Ensaio de MTT

Aspirar todo 0 meio e descartar.

Colocar 210 pL de meio de cultura utilizado com 10% de SFB/well. (Se 0 meio
em questdo for o osteogénico ou condrogénico, deve-se colocar o osteogénico ou
condrogénico).

Acrescentar 170 uL de MTT (5 mg/mL).

Incubar a placa 2 horas em estufa a 37°C, 5%CO,. O branco (210 puL do meio
utilizado + 170 puL de MTT) também deve ser colocado na estuda neste momento.
Observar no microscépio a formacéo de cristais.

Colocar 210 pL de SDS — 10% de HCI.

Incubar a placa overnight em estufa a 37°C, 5%CO..

Retirar 100uL de cada well, transferir para placas de 96 wells e ler a 595 nm.
Fazer duplicata de cada well. Cuidado para néo haver a formacao de bolhas de ar!

(Se formar bolhas, as mesmas devem ser estouradas com a ponta de uma agulha).
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MTT estéril: 5 mg/mL de MTT em PBS 0,15M. Dissolver o p6 (150mg em 30mL de PBS
0,15M) e filtrar a solugdo em membrana de 0,22 um. Manter a 4° C, no escuro.

SDS 10% - HCI: 10 g de SDS em 100 mL de agua deionizada + 333 pL de HCI concentrado

(colocar 100 pL de HCI para cada 30 mL de solucdo). Manter a temperatura ambiente.

Anexo 10: Ensaio da Fosfatase Alcalina

e Aspirar todo 0 meio e descartar.

e Lavaraplaca 2 x com PBS 0,15M estéril

e Colocar 200 pL da solugdo de BCIP/NBT (1 mL de BCIP + ImL de NBT + 8 mL

de PBS 0,15 M) (Invitrogen, CA, EUA) em cada poco.

e Incubar a placa 2 horas em estufa a 37°C, 5%CO-.

e Observar no microscopio.

e Colocar 200 pL da solug@o de SDS — 10% HCI.

e Incubar a placa overnight em estufa a 37°C, 5%CO;.

e Retirar 100uL de cada well, transferir para placas de 96 wells e ler a 595 nm.

Fazer duplicata de cada well. Cuidado para ndo haver a formacao de bolhas de ar!

Branco: 200 ul da solugao de NBT/BCIP e 200 pl de SDS. Dessa mistura, pipetar 100 pl

para cada poco da placa de 96 wells.

Anexo 11: Processamento dos pellets

e Retirar o meio, lavar com PBS 0,15M e ficar com paraformaldeido 4%

e Retirar o paraformaldeido e fazer o processamento:

AICO0l 70% ....oovvvvereereeeieiens 1 hora
AlCo0l 80% ... 1 hora
AIC00l 90% ....oovvevveereeen, 1 hora
Alcool absoluto ..............ccceevee.e. 30 minutos
Alcool absoluto .............ccoeeeenn, 30 minutos
Xiol oo, 5 minutos

Parafing ......cceeveeeeiii Inclusdo
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Anexo 12: Coloracéo de acido periddio de Schiff (PAS)

Estufa 60°C 15 minutos
Xiloll 10 minutos
Xilolll 10 minutos
Alcool AbSOIUtO | oo 10 minutos
Alcool Absoluto Il ..o, 10 minutos
Alcool Absoluto T ... 10 minutos
Alcool 90% e 10 minutos
Alcool 80% e 10 minutos
Agua Destilada ~ ..coooeeeeeee 3 minutos
Acido periddico oo 30 minutos
Aguadestilada ..o 2 segundos
Reativo de schiff ... 50 minutos
Aguacorrente e 10 minutos
Hematoxilina . 3 minutos
Aguacorrente e 10 minutos
Alcool 95% e 20 segundos
Alcool 95% e 20 segundos
Alcool AbSOIUtO | v 10 minutos
Alcool Absoluto Il ..o, 10 minutos
Alcool Absoluto ..., 10 minutos
Xiloll 2 minutos
Xilolll 2 minutos

Anexo 13: Coloracdo Von Kossa
e Lavar 0 pogo em agua corrente, e depois em agua destilada.
e Colocar em solucdo de nitrato de prata 5% por 2h sob luz (lampada de 100 watts).
e Lavar por 2x em agua destilada.
e Colocar em solucéo de tiossulfato de sédio 5% por 5 min.
e Lavar em &gua corrente por 2 X.
e Contra corar com eosina por 40 segundos.
e Lavar em &gua corrente por 2 X.

e Lavar com alcool absoluto.
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Solucéo de nitrato de prata: 5g de Nitrato de prata em 100mL de agua destilada.

Solucdo Tiossulfato de sédio: 5g de Tiossulfato de sédio em 100mL de agua

destilada.

Anexo 14: Extracdo de RNA total

e Ap0s lavar os tubos falcons e ou garrafas com PBS adicionar 1 ml de Trizol,
homogeneizar manualmente e incubar por 5 minutos em temperatura ambiente.

e Transferir o contetdo Trizol + células para microtubos de 1,5 ml.

e Adicionar 200 pL de cloroférmio/microtubo, agitar vigorosamente, incubar por
3 minutos no gelo.

e Centrifugar por 15 minutos a 12000 rpm (4°C).

e Transferir a fase aquosa para outro microtubo.

e Adicionar 500 pL de isopropanol e incubar por 30 minutos a -80°C.

e Descongelar no gelo e centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm (4°C).

e Retirar o sobrenadante e colocar em outro microtubo. Acondicionar o pellet no
gelo e centrifugar o sobrenadante por 10 minutos a 12000 rpm (4°C).

e Descartar o sobrenadante e lavar os pellets com 1 ml de etanol 75%.

e Centrifugar por 5 minutos a 10500 rpm (4°C).

e Secar 0 pellet e dissolver em agua DEPC (20 pL).

e Incubar por 10 minutos a 55°C.

® Dosar o RNA em NanoVue™,

Anexo 15: Sintese de cDNA

Kit utilizado: Kit Super Script 111 Platinum Two-Step g°PCR com SYBR Green (cat. n.

11735-032).

e Ap6s dosagem do RNA, calcular a quantidade de RNA que sera necessaria para

fazer o MIX.
Concentracdo de RNA - 1ug de RNA total.

Ex.: a dosagem de um determinado RNA foi: 400 pug/1000 puL

400 pg 1000 pL

I pg X
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x =2,5 uL de RNA

Assim colocar 2,5 uLL de RNA + 5,5 uLL de 4gua DEPC, pois o volume total (RNA +
agua) ¢ de 8 pL.

Preparar o Master MIX:

Master mix 1x 5X

2X RT reaction MIX 10 uL 50 uL
RT enzyme MIX 2 ulL 10 uL.
RNA (1 pug) 7271 D —
Agua DEPC 6uL e

Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free.

e Pipetar 12 pL de MIX em cada tudo e acrescentar 8 uL. de RNA + dgua DEPEC
(um por amostra).

e Fazer um spin nos tubos e coloca-los no Termociclador programado da seguinte
forma: 25°C por 10 minutos; 42°C por 50 minutos; 85°C por 5 minutos e hold a
4°C

® Colocar no gelo as amostras e adicionar 1 uL. de RNase por tubo. Coloca-10s no

Termociclador novamente programado para 37°C por 20 minutos e hold a 4°C

e Estocar o cDNA a -20°C.

Anexo 16: RT-gPCR tempo real
Kit utilizado: kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for RT-gPCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
e Recomendacao do kit: volume final de rea¢do de 50 puL, porém faz-se 25 pL de
volume final, ou seja, 2,5 uLL de cDNA para 25 pL de reagao.

e Preparar 0 Mix:

Mix 1x 6X
SYBR green 12,5 uL 75 uL
Primer foward 1ulL 6 uL
Primer reverse 1uL 6 uL
Rix 1ulL 6 uL
cDNA 25uL e

Agua DEPC 7 uL 42 uL
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Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 22,5 uL. de MIX em cada
pogo ¢ acrescentar 2,5 ul de cDNA (um por amostra) ou 2,5 pl de 4gua DEPC (controle
negativo).

Dilui¢ao do Rox: 1ul do Rox concentrado para 9uL de agua DEPC

Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a &gua DEPC, segundo
0 SYBR Green, terceiro o Rox e depois os primers foward e reverse.

Programacdo da maquina de RT-PCR:

Etapa Repeticdes Temperatura | Tempo
Ativacdo da 1 50°C 2 minutos
enzima

PCR (ciclos) 45 95°C 15 segundos

60°C 30 segundos



