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1. Introdugéo

1.1. Horménios Tireoidianos € sua Agdo

Tiroxina (T4), Triiodotironina (T3) e Triiodotironina reverso (rT3), constituem as trés
principais formas de horménios tireoidianos (HT) conhecidos, sendo os tnicos compostos
do organismo que contém iodo em sua estrutura. Estes horménios modulam a atividade
metabodlica de praticamente todos os tecidos do organismo através de altera¢des na taxa de
consumo de oxigénio e no metabolismo de proteinas, lipideos e vitaminas. Além disso, os
HT modulam a taxa de degradacio e sintese de outros horménios e fatores de crescimento,
alterando a expressdo génica dos mesmos ou das enzimas responsaveis por estas vias
(Smith 2002).

Os HT sd@o sintetizados a partir de residuos de tirosina presentes na proteina
tiroglobulina, localizada no col6ide da tiredide. Os adtomos de iodo sdo oxidados e ligados
aos residuos de tirosina seqiiencialmente pela agdo da enzima tire6ide peroxidase (Ganong,
1995). Esta reagd@o da origem a monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT). A reagdo de
ligagdo entre MIT e DIT da origem ao T3, enquanto que o T4 € originado a partir de dois
DITs acoplados. Estas moléculas sdo entdo clivadas da tiroglobulina e liberadas na
circulagdo (Guyton, 1995).

Os HT normalmente circulam no sangue ligados a proteinas plasmaticas, como a
globulina fixadora de tiroxina (uma glicoproteina que apresenta alta afinidade por tiroxina)
a pré-albumina fixadora de tiroxina e a prépria albumina (Guyton, 1995). Estima-se que
50% do T4 seja liberado das proteinas fixadoras para as c€lulas teciduais em seis dias,
enquanto que 50% do T3 ¢é liberado em apenas 1,3 dias. A relagdo T4:T3 na circulagdo de
humanos é de 14:1 (Adams & Rosman, 1971; Ingbar, 1978) e 5:1 na de ratos adultos
machos(Schroder-Van Der Elst, 1990).

Uma vez dentro da célula, os hormdnios t€m atividades distintas. O T3 ¢ cerca de
quatro vezes mais potente em sua a¢do do que o T4, embora o T4 possua uma a¢do mais
duradoura (Guyton, 1995). Apesar de estar presente em maior quantidade na circulagéo,
cerca de um tergo do T4 é convertida em T3 nos tecidos periféricos, principalmente no
figado e no rim. Somente 13% do T3 circulante é produzido na tiredide, sendo 87%



resultante da deiodinagdo feita nos outros tecidos (Ganong, 1995). Essa reagdo ocorre
através de uma 5'-deiodinase. A maior quantidade de T4 na circulagdo é importante para
que todos os tecidos recebam um aporte de horménios tireoidiancs adequado, uma vez que
se apenas T3 fosse produzido, ele seria rapidamente captado por células ¢ tecidos préximos
a tiredide, devido a sua maior atividade, prejudicando a regulagéo exercida pelos TH.

A liberagdo dos HT é controlada pelo horménio estimulante da tiredide (TSH) ou
tirotropina, uma glicoproteina produzida pela hipofise e que é andloga as gonadotropinas
que fazem a liberagdo de hormédnios sexuais. O TSH é secretado seguindo um padrio
circadiano sendo sua secregdo também controlada pelos niveis de HT no sangue. Esta
regulagdo por parte dos HT se da através da inibicdo da expressdo do gene de TSH,
diminuindo a produgdo de horménio na hipéfise e levando a uma menor concentragdo do
mesmo na circulagdo. Com a redugdo das concentragdes de TSH, os HT sdo liberados em
menor quantidade da tiredide, levando a um novo aumento da produgdo de TSH (Farwell e
Braverman, 2001). Esta regulagdo caracteriza um feedback negativo classico (Fig. 1).
Adicionalmente, 0 Horménio Liberador da Tirotropina (TRH) produzido pelo hipotdlamo
estimula a liberagdo de TSH e também tem sua produgdo inibida por altos niveis
plasmaticos de HT. Além disso, o TSH tem sua secregdo inibida por outros fatores, como o

estresse e o calor, e aumentada por fatores como o frio (Ganong, 1995).

Figura 1: Regulagdo hormonal da liberagdo dos horménios da tiredide. Adaptado de
http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/hypopit/tsh.html.



Para atingirem o nucleo, os HT sdo transportados por difusdo facilitada (DeGroot et
al,, 1984; Lazar, 1993) e exercem sua fung¢do através de receptores nucleares especificos de
HT (THR). THR sdo fatores de transcrigio pertencentes 2 uma superfamilia de receptores
que inclui os receptores nucleares de estrogénio, acido retindico, glicocorticoides e
vitamina D. Os genes c-erbAa e c-ertbAP codificam THR (Sap et al., 1986; Weinberger et
al., 1986) podem gerar varias isoformas através de splicing altemativo (Lazar, 1993;
Mitsuhashi et al, 1988). Os THR se ligam a elementos responsivos a hormonios
tireoidianos (TRE) presentes na regido promotora de genes responsivos, podendo fazé-lo
como um mondmero, um homodimero ou um heterodimero ligado a outra proteina (Glass,
1994). Existe ainda uma isoforma de receptor nuclear de HT codificada pelo gene c-
erbAa2, que ndo possui os dominios de transativagdo de genes responsivos nem os de
ligagdo a HT, mas possui dominio de ligagdo a TRE, sendo portanto uma regulador
negativo da transcrigdo mediada por HT (Kamei et al, 1996). Os receptores nucleares de
HT também interagem com co-ativadores € co-repressores, 0 que mostra a grande

variedade de respostas que podem ser provocadas por estes horménios.

1.2. Hipotireoidismo e Hipertireoidismo

Hipotireoidismo é a disfungdo da tiredide de maior incidéncia, atingindo 2% da
populagdo mundial (Griffin, 2004). Existem alguns tipos de hipotireoidismo, relacionados a
diferentes causas. O mais comum, que se deve a uma deficiéncia de iodo na dieta alimentar,
recebe o nome de Mixedema, devido a lesdes epidérmicas que surgem no paciente. Em
certas regides, o solo € bastante pobre em iodo, ndo permitindo que os alimentos contenham
quantidade suficiente para suprir a necessidade de iodo de 50 mg anuais por individuo para
que ocorra uma sintese adequada de HT. Nesses locais, o hipotireoidismo era muito comum
até a introdugdo do consumo do sal de cozinha iodado (Guyton, 1995).

O paciente hipotireoideo apresenta fadiga extrema,: sonoléncia, atividade muscular
extremamente lenta, baixa freqiiéncia cardiaca, redugdo do débito cardiaco e do volume
sanguineo, aumento de peso devido a um metabolismo muito lento, constipagdo, lentiddo
mental, muitas vezes apresentando quadro de depressdo, voz rouca e dspera, redugdo do

crescimento de pélos e pele escamosa, bastante seca e amarelada, caracterizando uma



carotenemia. A face pode apresentar intumescimento e inchago sob os olhos, devido a um
acimulo de 4cido hialurénico de causa ainda desconhecida, que termina por acumular
liquido na regido (Guyton, 1995). Assim, o rosto normalmente € pouco expressivo € muito
palido. Os cabelos tornam-se ralos, esparsos ¢ grossos, os dedos das méos tornam-se frageis
e finos. A atividade gastrointestinal é bastante reduzida, com baixo apetite, a bexiga perde a
tonicidade (assim como outros musculos lisos, que tem suas contragoes diminuidas).
Apresentam também anemia normocitica, podendo haver desregulagdo do ciclo menstrual
em mulheres, ¢ ntolerdncia ao frio (Farwell ¢ Braverman, 2001). Ocorre também um
actmulo de LDL e triglicerideos no sistema vascular, aumentando o risco de ateroesclerose,
arterioesclerose e problemas cardiacos (Guyton, 1995).

Além do hipotireoidismo devido & deficiéncia de iodo, existem ainda aqueles
referentes a falhas na regulagdo exercida pelo TSH e pelo TRH, conhecidas como
hipotireoidismo hipofisario e hipotaldmico, respectivamente. Normalmente, a tiredide se
mantém funcional, sendo possivel o tratamento com horménio exdgeno (Ganong, 1995).
Nos tipos de hipotireoidismo citados acima, hd o desenvolvimento de bocio coloidal, um
aumento consideravel no volume da glandula tireoidiana. Isso se deve, no caso da falta de

-iodo, a um acimulo de tiroglobulina no foliculo tireoidiano. O mecanismo de captagdo por
bombeamento de iodeto ¢ prejudicado, bem como a enzima tireéide peroxidase, a ligagdo
do iodo aos residuos de tirosina e a atividade da deiodinase. No caso de falha na regulagdo
por TSH e TRH, o proprio horménio acumula-se no coldide, levando ao aumento da
glindula. Esse sintoma também é conhecido como tireodite. Ha ainda um tipo mais comum,
o hipotireoidismo auto-imune, no qual anticorpos s3o produzidos contra antigenos
presentes nas células da tire6ide, levando a sua destrui¢do (Guyton, 1995).

Existe ainda o hipotireoidismo que ocorre na vida fetal, neonatal ¢ na primeira
infincia, levando a um quadro conhecido como cretinismo. O hipotireoidismo congénito,
como também é conhecido, é a principal causa de retardo mental no mundo (Farwell e
Braverman, 2001). O cretinismo caracteriza-se pela deficiéncia da tiredide em produzir os
HT, podendo ser de origem genética ou devido a uma deficiéncia de iodo durante o periodo
gestacional (Guyton, 1995) ou na dieta da mae (Ganong, 1995). A crianga tende a ser
pequena (devido a inibigdo do crescimento esquelético), sofrer profundo retardo mental e

ter atividade motora extremamente lenta. O tratamento com hormdnio, se iniciado



precocemente, pode reverter, total ou parcialmente, o quadro clinico de cretinismo (Guyton,
1995).

O hipertireoidismo, cujas manifestagdes incluem o bécio toxico, doenga de Graves e
tireotoxicose, consiste em um aumento na secreg¢io de horménios por parte da tiredide. A
glindula normalmente aparece hiperplasica, apresentando de duas a trés vezes seu tamanho
normal, além de suas células aumentarem o volume de secre¢do em até 15 vezes. Essa
grande atividade ¢ fisiologicamente semelhante a uma super-estimulagdio com TSH. No
entanto, os niveis desse horménio estdo bastante diminuidos no hipertireoidismo, uma vez
que os HT inibem a produgio do mesmo (Guyton, 1995). Este processo esta associado com
a produgdo de anticorpos contra o tecido tireoidiano, caracterizando uma doenga auto-
imune, de dois tipos: (a) a que resulta em um ataque citotoxico de células T contra a
glandula, e (b) outro que é capaz de ativar o receptor de TSH, aumentando os niveis
internos de AMP ciclico e estimulando a secregdo dos HT (Ganong, 1995). O
hipertireoidismo também pode ser dar devido a4 formagdo de um adenoma no tecido
glandular, que passa entdo a secretar grandes quantidades de HT. Assim, o TSH passa a ter
sua sintese inibida, ndo havendo liberagdo de horménio do restante da tiredide, apenas do
tecido tumoral (Guyton, 1995).

Dentre os sintomas gerais do hipertireoidismo estdo a intolerdncia ao calor, sudorese
aumentada, perda de peso, hiperfagia, diarréia, fraqueza muscular, nervosismo, fadiga
extrema, msoOnia, tremor nas mdos (Guyton, 1995), aumento da atividade locomotora,
batimentos cardiacos elevados com arritmias e angina em pacientes mais idosos, aumento
da pressdo sanguinea, aumento de apetite e ansiedade (Farwell e Braverman, 2001). A
forma mais comum de hipertireoidismo é a doenga de Graves, caracterizada principalmente
pela exoftalmia, ou seja, a protrusdo dos globos oculares. Alguns chegam a lesar o nervo
optico ou, devido a impossibilidade de fechar as palpebras completamente, ocorre uma
irritagdo no epitélio do olhos, podendo levar inclusive a ulceragdo da cérnea (Guyton,
1995).

Assim como outras doengas da tiredide, o hipertireoidismo tem maior incidéncia em
mulheres, com uma proporgdo de 5:1 até 7:1. A doenga é mais comum entre os 20 e 50

anos de idade, mas existem registros em praticamente todas as idades. Assim como o



hipotireoidismo, hipertirecidismo ¢ relativamente comum na populagdo mundial, sendo 2%
a freqiiéncia em mulheres e 0.1% em homens (Griffin, 2004).

1.3. A¢do dos Hormoénios Tireoidianos no Sistema Nervoso Central

Os HT tém um papel bastante importante ¢ bem conhecido no desenvolvimento de
diferentes animais, desde a metamorfose de insetos até na maturagdo do sistema nervoso
central (SNC) de humanos (Glass & Holloway, 1990). Os TH estdo envolvidos em
processos basicos da maturagdo do SNC, como a proliferagdo de alguns tipos celulares,
migra¢do, elongagdo de axdnios e formagdo de fibras nervosas (Anderson, 2001). A maior
parte dos estudos sobre os efeitos dos TH no desenvolvimento do cérebro teve, como
modelo cxperimental, ratos neonatos. Eayrs e seus colaboradores foram os primeiros a
demonstrar efeitos do hipotireoidismo, como a formagdo retardada do neuropilo, o menor
tamanho e maior compactagdo do corpos celulares de neurdnios, algumas desordens de
sinaptogénese que resultam de um menor crescimento axonal e dendritico ¢ menor
distribuigdo, elongagfio e ramificagdo dendritica. (Oppenheimer & Schwartz, 1997). No
cerebelo, ocorre uma menor arborizagio dendritica das células de Purkinje e uma
mielinizagdo axonal diminuida (Oppenheimer & Schwartz, 1997). Existem também
trabalhos que demonstram que a deficiéncia de TH durante o periodo pré-natal resultam em
um déficit cognitivo retardo mental (Dussault & Ruel, 1987) em decorréncia da deficiéncia
na conectividade sinaptica, mielinizagdo (Figuieredo et al, 1993a; Figuieredo et al, 1993b) e
alteragdes nos niveis de neurotransmissores (Patel, 1987).

No entanto, pouco se sabe sobre a fungdo dos TH no SNC adulto. Disfungdes da
tiredide iniciadas na vida adulta estdio relacionadas com anormalidades neuroldgicas e
comportamentais (DeGroot, 1984) como ataxia cerebelar, alucinagdes, comportamento
psicotico, sonoléncia, dificuldade de cognigdo e memdria (associados ao hipotireoidismo),
irritabilidade, nervosismo, ansiedade, tremores e em casos mais severos, delirios € coma
(associados ao hipertireoidismo). O hipotireoidismo tambem esta associado com depresséo,
sendo o T3 inclusive proposto como um adjuvante no tratamento clinico da doenga
(Anderson, 2001). Hipotireoidismo ¢ considerado por alguns autores como fator de risco
para Doenga de Alzheimer (AD) (Breteler et al, 1991; Heyman, 1983), havendo uma
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redugdo nos niveis de mRNA de THR no hipocampo de pacientes acometidos(Kung et al.,
1992). Tratamentos com HT em animais adultos levam a uma modulagéo da densidade de
espinhos dendriticos nas células piramidais da regido CAl hipocampal (Gould et al., 1990),
enquanto que o hipotireoidismo leva a uma diminui¢do densidade de neurénios (Lin &
Akera, 1978).

Além disso, receptores nucleares de HT (THR) possuem ampla distribui¢do por todo
o SNC, o que explica a grande quantidade de respostas resultantes da agéo deste horménios.
O metabolismo do acetato, a atividade respiratoria mitocondrial € o transporte de glicose
pelos astrocitos sdo exemplo de respostas metabdlicas aos HT (Smith et al., 2002).
Observa-se, portanto, uma clara dependéncia do SNC em relagdo aos TH para exercer sua

fungdo fisiolégica normal.

1.4. ATP e Transmissdo Purinérgica

O trifosfato de adenosina (ATP) é a fonte de energia para praticamente toda a
atividade celular em todas as formas de vida. Devido & grande abundancia de ATP, os
 sistemas biologicos tiveram uma tendéncia a utilizar essa molécula em processos de
. sinalizagdo intra e extracelular. Assim, o ATP é hoje reconhecido como um importante
neurotransmissor em sistema nervoso central e periférico (Edwards & Gibb, 1993).

O ATP ¢ co-liberado para o meio extracelular juntamente com outros
neurotransmissores, sendo por isso considerado um co-transmissor. Trabalho anteriores
demonstraram a liberagdo de ATP juntamente com acetilcolina (Vizi et al, 1997),
noradrenalina (Kennedy, 1996) e serotonina (Potter & White, 1980). Uma vez liberado, o
ATP pode atuar sobre receptores do tipo P2 na membrana pds-sindptica ou ser degradado
até adenosina através de uma cascata enzimatica de ecto-nucleotidases (Zimmerman et al.,
1996).

Os receptores do tipo P2 se dividlem em P2X, os quais atuam como receptores
ionotrépicos e apresentam 7 subtipos (P2X,.7), e P2Y, receptores metabotropicos acoplados
a proteina G, apresentando 6 subtipos (P2Y2.46.11,12) (Burnstock & Williams, 2000). Além
de ATP, os receptores P2 também respondem a ADP, UTP e UDP, estando envolvidos em

agdes como aumento da neurotransmissdo excitatéria, desenvolvimento cerebral,

wense - BIR KOTECA
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nocicepgdo, fungdo ocular e auditiva, fungdo das células astrogliais, formagdo de metastase,
apoptose, fun¢do pulmonar, além de doengas de ossos e cartilagem e de agregacdo
plaquetaria e hemostasia (Burnstock, 2000, Williams & Jarvis, 2000).

O ATP é normalmente encontrado em concentragdes extracelulares baixas. No
entanto, situagdes de hipoxia ou isquemia, estresse, injuria, e situagdes de morte celular
induzem altas concentragdes de ATP em preparagoes de plaquetas, células endotehiais e
células vasculares musculares lisas (Gordon, 1986). Um estudo demonstrou que essa alta
concentragdo de ATP leva a ativagdo do receptor P2X;, desencadeando um processo de
morte celular (Harada et al., 2000). Assim, Harada propds que o ATP pode ter tanto um
papel de estimulador da proliferagdo celular, ativando receptores P2X,, como ativando
morte celular via P2X5.

1.5. Adenosina

A adenosina ¢ um nucleosideo com importante papel em muitas situagdes
fisiologicas, principalmente em tecidos excitdveis como o coragdo e o cérebro (Dunwiddie
e Masino, 2001). No sistema nervoso central, a adenosina é descrita como moduladora da
atividade neuronal e neuroprotetora (Phillips € Wu, 1981). Apesar desses efeitos, ela ndo é
considerada um neurotransmissor, pois ndo ¢ armazenada em vesiculas e também ndo é
liberada da mesma forma que os neurotransmissores convencionais (Brundege e
Dunwiddie, 1997).

Existem quatro subtipos de receptores P1 que interagem com adenosina: A; e Asa
(receptores de alta afinidade) e A,g e A; (receptores de baixa afinidade) (Brundege e
Dunwiddie, 1997). Os receptores do tipo A, apresentam a maior abundéncia no cérebro e
estdo relacionado com a ativagdo de canais de K* (Trussel e Jackson, 1985) e a inibigdo dos
canais de Ca®* (Macdonald et al., 1986), ambos levando a inibigdo da atividade neuronal.
Estudos mostram que o receptor A, inibe a liberagdo de alguns neurotransmissores, como
acetilcolina, glutamato, dopamina e noradrenalina e inclusive de acido gamma-amino
butirico. (Ribeiro e Sebastido, 1986; Dolphin e Archer, 1983; Brundege e Dunwiddie,.
1997). Esses efeitos inibitérios ocorrem devido a diminuigdo da adenilato ciclase e a
conseqiiente redu¢do nos niveis de AMP ciclico (Brundege e Dunwiddie, 1997).
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Ja os receptores do tipo A;s levam a uma estimulagdo da adenilato ciclase € ao
aumento dos niveis de AMP ciclico (Londos et al., 1980). Além disso, foi demonstrado que
a transmissdo sindptica em hipocampo de ratos é facilitada pelos receptores A, via proteina
quinase C (Cunha e Ribeiro, 2000). Devido a esses efeitos, os receptores do tipo A2 sdo
- considerados moduladores da neurotransmissdo e também chamados de facilitadores.

O papel neuroprotetor da adenosina aparece em situagdes como a isquemia, na qual
ela atua na manuten¢do da homeostase intracelular do célcio, na diminuigdo da hiberagédo de
aminoacidos excitatérios, manutengdo do potencial de membrana ¢ impedimento de
despolarizagdo excessiva da pré e pos-sinapse (Rudolphi et al., 1992). Também esta
envolvida em citoprotegdo neuronal, pois ativa enzimas como catalase, a superoxido
dismutase e a glutationa peroxidase, as quais fazem parte da defesa celular contra espécies

reativas de oxigénio (Maggirwar et al., 1994)

1.6. NTPDases

A familia de enzimas denominada E-NTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase) possui seis membros clonados e caracterizados: NPTDase 1 (CD39),
 NTPDase 2 (CD39L1), NTPDase 3 (CD39L3), NTPDase 4 (UDPase), NTPDase 5
(CD39L4) ¢ NTPDase 6 (CD39L2). (Zimmermann, 2001). As NTPDases 1, 2 ¢ 3
compartilham semelhangas estruturais, como o ancoramento na membrana celular através
dos dominios NH; ¢ COOH terminais ¢ um extenso “loop” transmembrana onde estdo
localizadas cinco dominios altamente conservadas entre as enzimas dessa familia, as cinco
regides conservadas da apirase. Esses trés membros da familia hidrolizam purinas e
pirimidinas, porém diferem em relagio a4 razio de hidrdlise dos seus substratos
(Zimmermann, 2001).

A NTPDasel (CD39, ecto-apirase, ecto-ATPdifosfohidrolase) hidrolisa ATP e ADP
igualmente bem, sendo a proporgdo de hidrdlise destes dois substratos de 1:1 (Heine et al.,
1999). A enzima NTPDase 2 (CD39L1, ecto-ATPase) possui uma preferéncia 30 vezes
maior pela hidrélise do ATP que pela hidrélise do ADP (Kirley, 1997). A NTPDase 3
(CD39L3) é considerada um intermediario funcional entre a NTPDase 1 e NTPDase 2, pois
hidrolisa 0 ATP e o0 ADP em uma razdo de 3:1.
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As NTPDases 4 (UDPases), embora possuam a mesma estrutura geral das
NTPDases 1 a 3, diferem principalmente em relagdo a localizagdo celular. As duas formas
de NTPDases 4 de humanos estio localizadas no Complexo de Golgi (NTPDase 4B) e
vactolos lisossomais (NTPDase 4o) (Wang e Guidotti, 1998). Ambas enzimas hidrolisam
nucleotideos di e trifosfatados; entretanto, NTPDase 4a possui preferéncia por UTP e TTP,
enquanto que a NTPDase 4P hidrolisa preferencialmente CTP ¢ UDP.

J4 as NTPDases 5 (CD39L4) ¢ NTPDases 6 (CD39L2), também compartilham as
regides conservadas da apirase, todavia, apresentam propriedades estruturais € funcionais
distintas em relagdo as demais NTPDses. Estas enzimas encontram-se ancoradas na
membrana celular somente pela por¢gdo NH, terminal e possuem uma larga regido COOH
terminal extracelular. Ambas enzimas s3o ativadas por cétions divalentes e apresentam uma
maior preferéncia por nucleotideos difosfatados. A NTPDase 5 tem maior preferéncia para
hidrolizar GDP e UDP, enquanto a NTPDase 6, hidrolisa preferencialmente GDP e IDP,
ainda que hidrolisem também outros nucleotideos puricos. Acredita-se que estas enzimas
sejam liberadas da membrana e entdo secretadas para o meio extracelular, passando a se
tratar de enzimas na forma solivel. A NTPDase 5 estd localizada no reticulo
endoplasmatico, enquanto a NTPDase 6, encontra-se no complexo de golgi.

Estudos sobre a localizagdo ¢ mecanismos de catdlise das NTPDases, indicam o
envolvimento destas enzimas na regulagio dos niveis de nucleotideos, seus produtos de
hidrélise e portanto, dos diferentes papéis fisiologicos desempenhados por estas enzimas
dependendo da fragdo bioldgicas em que se encontram. Em sistema nervoso, as NTPDases
possuem um importante papel na inativagdo da ag@io do neurotransmissor ATP através de
sua hidrélise sequencial até o neuromodulador adenosina (Battastini et al., 1991; Sarkis e
Saltd, 1991; Edwards e Gibb, 1993; Zimmermann, 1996). O envolvimento de NTPDases
também tem sido descrito em diferentes situagdes patologicas. Alteragdes significativas na
atividade apirasica foram demonstradas em ratos submetidos a episédios isquémicos (Braun
et al., 1998; Schetinger et al., 1998). ‘

Em fatias de sistema nervoso central, uma NTPDase 1 foi descrita em nosso
laboratorio (Bruno et al., 2002). NTPDases 1 também sdo denominadas ATP
difosfoidrolase ou apirase (EC 3.6.1.5), sendo primeiramente descritas por Meyerhof em
1945. Estas enzimas hidrolisam todos os nucleotideos di e trifosfatados até os seus
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respectivos nucleosideos monofosfatados e fosfato inorganico, liberando 2 mol de Pi
(fosfato inorginico) por mol de nucleosidio trifosfatado e 1 mol de Pi por mol de
nucleosideo difosfatado. Caracterizam-se principalmente por serem dependentes de calcio
ou magnésio, insensiveis inibidores especificos de ATPases intracelulares tipo-P, tipo-F e
tipo-V, e hidrolisarem todos nucleotideos di e trifosfatados, mas ndo nucleotideos
monofosfatados (Plesner, 1995).

A acgdo de nucleotideos purinérgicos no sistema nervoso € inativada por uma
cascata enzimatica que envolve as enzimas ATP difosfoidrolase (Sarkis & Salt6, 1991;
Battastini et al., 1991) e 5’-nucleotidase (Zimmerman, 1996), levando o ATP até adenosina.

1.7. 5’ -nucleotidase

A ecto-5’-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5), é uma enzima com peso molecular de
62 a 74 kDa, apresentando-se¢ dois mondmeros unidos por uma ponte dissulfeto
(Zimmermann, 1996). Esta enzima encontra-se ancorada & membrana por glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). Este ancoramento pode ser clivado pela agdo de uma fosfolipase C
especifica para GPI, liberando a enzima e dando origem as formas soliveis da enzima
(Zimmermann, 1992).
| A ecto-5’-nucleotidase ¢ a principal enzima responsavel pela formagdo de
nucleosideos extracelulares a partir de nucleotideos monofosfatados. Apesar de possuir
habilidade para hidrolizar nucleotideos como GMP e UMP, o AMP geralmente € o
nucleotideo hidrolisado com maior eficiéncia (Zimmermann, 1996). Resultados anteriores
demonstraram a presenga de diferentes isoformas da ecto-5’-nucleotidase em terminais
nervosos de todas as regides de hipocampo de mamiferos, com uma predomindncia na
regido CA3 (Cunha et al., 2000). Em sistema nervoso central, a ecto-5’-nucleotidase foi
descrita tanto em neur6nios, como em células gliais, incluindo astrécitos, oligodentrécitos e
microglia (Maienschein e Zimmermann, 1996; Zimmermann, 1996).
Estudos tém demonstrado a expressdo da ecto-5’-nucleotidase na superficie de
células neuronais e em sinapses durante o desenvolvimento neuronal (Schoen e Kreutzberg,

1994). QOutros trabalhos ainda mostram, que esta enzima desempenha um papel essencial
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para a diferenciagdo e sobrevivéncia das células neuronais durante seu desenvolvimento
Heilbronn et al., 1995).

O principal papel fisiologico atribuido a ecto-5’-nucleotidase, é a formagdo de
adenosina a partir do AMP extracelular e a subseqiiente ativagdo dos receptores P1, que em
sistema nervoso, resulta principalmente na inibigdo da liberagdo de neurotransmissores
excitatorios, enquanto que em sistema vascular, resulta na inibigio da agregagdo
plaquetdria e vasodilatag@o.

Assim, tem sido demonstradas altera¢cdes na atividade da 5’-nucleotidase em
resposta a diferentes situagdes patologicas (Bonan et al., 2000; Bruno et al., 2002; Bruno et
al., 2003; Schetinger et al., 1998). Além disto, Mazurkiewicz (Mazurkiewicz & Saggerson,
1989) mostrou que o hipotireoidismo ¢ capaz de aumentar a atividade da 5"-nucleotidase
em sinaptossomas de cortex e hipocampo, sugerindo que os niveis de HT podem alterar a
atividade desta enzima em SNC. Outros estudos também demonstraram uma inibigdao na
atividade das enzimas responsaveis pelo metabolismo de adenosina e uma redugio de seu
transporte em SNC de ratos submetidos ao hipotireoidismo (Fideu et al., 1994;
Mazurkiewicz & Saggerson, 1989).
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2. Objetivos

Considerando os seguintes aspectos:

(a) A relagdo existente entre os hormdnios tireoidianos e o sistema nervoso central
como um todo, seu desenvolvimento, sua fisiologia normal, bem como os sintomas clinicos
do hipertireoidismo e do hipotireoidismo;

(b) Estruturas cerebrais como hipocampo e cértex cerebral, sdo de grande importancia
em processos relacionados com o controle de processos cognitivos como o aprendizado e
memoria, sendo portanto, susceptiveis a alteragdes provocadas por situagdes patologicas.

(c) A importancia do ATP e da adenosina para a neurotransmissdo e neuromodulagio;
e a regulagdo que as enzimas ATP difosfoidrolase (NTPDase 1) ¢ 5'-Nucleotidase exercem
sobre as concentragdes extracelulares dessas moléculas.

(d) Trabalhos anteriores atribuiram alguns efeitos inibitérios descritos em

- hipotireoidismo, com as concentragdes extracelulares de adenosina em SNC (Marzukiewicz
et al, 1989). Todavia, nada se conhece sobre os efeitos das principais disfungdes
 tireoidianas sobre a cascata enzimatica responsavel pela completa hidrolise de ATP até
| adenosina em SNC.
Assim, este trabalho visa avaliar, em modelos experimentais de hipotireoidismo com
e sem reposi¢do hormonal e hipertireoidismo, as alteragdes causadas nas atividades ecto-
nucleotidasicas em fatias de hipocampo e de cortex. Pretendemos assim, relacionar alguns
efeitos até entdo pobremente compreendidos, a respeito da influéncia dos nucleotideos da
adenina e seu produto de agdo adenosina, bem como, o papel das enzimas que metabolizam
os mesmos, na patofisiologia das principais doengas tireoidianas em SNC de animais
adultos.

UFRGS - BIRLIOTECA
INST. BIOCIENGIAS
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3. Materiais ¢ Métodos

3.1 Animais e tratamentos
3.1.1. Indugdo do Hipotireoidismo

Foram utilizados ratos macho Wistar adultos, pesando de 200 a 280 g. O animais
foram mantidos em gaiolas em um fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro,
em uma temperatura de 22°C, com agua e alimento disponivel.

Os ratos foram divididos em cinco grupos: controle, sham operados, hipotireoideos,
hipertireoideos e hipotireoideos que receberam o tratamento de reposig@o hormonal. Para a
indu¢do do hipotireoidismo, foi realizada a remogdo da glandula tireoidiana ou
tireodectomia. O grupo sham operado foi submetido ao mesmo procedimento cirlirgico que
os ratos hipotireoideos, porém sem a remogdo da glandula. Este grupo foi preparado para
excluir os efeitos da cirurgia sobre a hidrolise dos nucleotideos testados. Para a realizagdo
"do procedimento cirirgico, os ratos foram anestesiados com ketamina e xilazina. Os ratos
| tireodectomizados foram entdo tratados com metilmazol (0.05%) durante 14 dias, a fim de
evitar que pequenas porgdes da glindula tireoidiana ndo removidas pela tireodectomia
possam vir a produzir hormdénio. Metilmazol oi usado devido ao seu efeito em bloquear a
iodetagdo dos residuos de tirosina da tiroglobulina, impedindo assim a sintese de HT. O
tratamento durou 14 dias.

3.1.2. Indugéo do Hipertireoidismo

Para a indugdo de hipertireoidismo , foram utilizados ratos macho Wistar adultos,
pesando de 200 a 280 g. Estes ratos receberam injegdes diarias de L-tiroxina (T4) 25u/100g
de peso corporal, durante 14 dias (Pantos et al 2000). O T4 foi dissolvido em 0,04 M de
NaOH, sendo o volume final da solugdo a ser injetada acertada com solugdo salina. O grupo
controle recebeu inje¢des diarias de solugdo salina, a fim de excluir os possiveis efeitos da

injegdo sobre os pardmetros analisados.
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3.1.3 Reposi¢do Hormonal

O tratamento de reposi¢do hormonal foi iniciado em ratos tireodectomizados no 40°
dia apds a cirurgia através de injeg¢des diarias de L-tiroxina (T4) 251/100g de peso corporal,
durante 5 dias (Calza, 1997). De acordo com a literatura, apds o 5° de inje¢do, os niveis
plasmaticos de HT comegam a subir além dos niveis normais, comeg¢ando a induzir
hipertireoidismo. Por essa razdo, somente 5 doses de horménio foram administradas. A
utilizagdo dos animais se deu 24 horas apds a ultima inje¢do, em todos os grupo acima

mencionados.
3.2. Fatias hipocampais e corticais

Todos os animais foram mortos através de decapitagdo. Apos, o cérebro do animais
foi rapidamente removido e colocado em solugdo Krebs Ringer contendo 115 mM NaCl,
3.0 mM KCl, 1.2 mM MgSO,, 25 mM NaHCO;, glicose 10 mM, 2.0 mM CaCl;, com um
- pH de 7.4, gaseificada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,. Os dois hemisférios
cerebrais foram separados € os hipocampos e cortex cerebral de cada um deles foram
destacados. As estruturas foram entdo cortadas transversalemente em fatias de 400 pm de
espessura, com o auxilio de um Mcllwain Tissue Chopper.

3.3. Ensaio enzimatico

Foram utilizadas duas fatias de cada estrutura por tubo, cerca de 0,16 mg de proteina
para hipocampo e 0,22 mg de proteina para cortex. Para cada amostra, foi feito um
controle, contendo duas fatias da estrutura correspondente, o qual ndo ird receber o
substrato. Esse controle tem por finalidade excluir o fosfato endégeno presente nas fatias
utilizadas. Também foi feito um controle contendo apenas o nucleotideo usado como
substrato, a fim de descontar a hidrolise espontinea do substrato. Estes dois valores sdo
descontados do valor das amostras ao final do experimento.
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As amostras contendo as fatias e 500 pl do meio Krebs-Ringer foram pré-incubados a
37°C por 10 minutos. A reagdo foi iniciada com a adig¢do do substrato, ATP, ADP ou AMP,
em uma concentra¢io final de 2mM. Apés 20 minutos de incubagdo, a reagdo €
interrompida com a adi¢do de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%. A liberagéo de Pi foi
medida de acordo com o método descrito por Chan et al. (1986) e a atividade enzimatica foi
expressa como nmol de Pi liberado por minuto por miligrama de proteina. Todas as
condigdes enzimaticas para essa preparagdo foram previamente padronizadas em nosso
laborat6rio (Bruno et al., 2002) para garantir a linearidade da reagdo.

3.4. Determinagéo da quantidade de Proteina

As fatias hipocampais e corticais foram homogeneizadas com o auxilio de
homogeneizador de Teflon e um tubo de vidro, e aliquotas foram retiradas para determinar
a quantidade de proteina presente nas fatias. A quantidade de proteina foi determinada
através do método do Coomassie Blue, descrito por Bradford (Bradford 1976).

3.5. Analise estatistica

Os dados foram expressos na forma de média + desvia padrdo, obtidos de pelo menos
seis experimentos com fatias provenientes de animais diferentes. Os dados do grupo
hipertireoidismo ¢ do grupo hipotireoidismo com reposigdo hormonal foram analisados
com teste t de Student, enquanto que o grupo hipotireoidismo foi analisado com Analise de
Varidncia (ANOVA) de Uma Via. Os valores cujo p<0.05 foram considerados

significantes.
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4. Resultados

Os dados obtidos a partir dos ratos do grupo sham operados foram primeiramente
comparados com o grupo controle absoluto, a fim de verificar os efeitos da cirurgia sobre a
hidrolise dos nucleotideos. A hidrélise de ATP, ADP e AMP, medida em fatias
hipocampais e corticais do grupo sham operados ndo apresentou diferenga estatistica em
relagdo ao grupo controle, mostrando que a cirurgia ndo alterou a hidrélise dos nucleotideos
da adenina nas mesmas. Podemos, entdo, considerar que as diferencas na hidrolise
apresentadas entre os grupos sham operados e hipotireoidismo sdo devidas ao
hipotireoidismo, e ndo a cirurgia.

A figura 1 mostra os resultados obtidos para a hidrolise de ATP (Fig.2A), ADP (Fig.
2B) e AMP (Fig. 2C) em fatias hipocampais ap6s a indugdo de hipertireoidismo,
hipotireoidismo e hipotirecidismo com reposi¢do de T4. A atividade de hidrolise de ATP
nas fatias hipocampais de ratos hipertiredideos (17,13 + 3,73 nmol Pi. min™. mg™,P<0.05)
foi inibida 29% em relagio ao valor de atividade enzimatica do grupo controle (23,87 +
2,12 nmol Pi. min”. mg™). Ao contrario, a atividade enzimatica nas fatias hipocampais dos
" ratos hipotireéideos (52,5 + 10,2 nmol Pi. min”. mg P<0.05) foi aumentada em 95%
quando comparada com os ratos sham operados (26,82 + 2,13 nmol Pi. min”. mg"). O
efeito causado pelo hipotireoidismo foi abolido pelo tratamento com T4 em ratos
tireodectomizados, que apresentaram atividade enzimatica de 23,13 + 1,59 nmol Pi. min™.
mg". Esta atividade ¢ estatisticamente igual 4 de ratos controle e sham operados e diferente
de ratos hipotire6ideos, com P<0.05.

A hidrolise de ADP em fatias hipocampais teve uma imbi¢do de 28% em ratos
hipertiredides (8,86 + 2,54 nmol Pi. min”. mg’,P<0.05) quando comparadas com o
respectivo grupo controle (12,3 % 1,14 nmol Pi. min”. mg™). E importante observar que o
hipertireoidismo causou uma inibi¢do semelhante em ATP (29%, Fig.1A) e ADP (28%,
Fig.1B). Esse paralelismo em relag@o a ambos os substratos ¢ descrito como sendo o padrdo
de hidrélise da NTPDase tipo 1 encontrado em fatias hipocampais (Bruno et al, 2002). Em
contraste, o grupo de ratos hipotiredideos teve uma atividade enzimatica (17,22 + 1,18

nmol Pi. min™. mg™, P<0.05) 53% aumentada quando comparada com ratos sham operados
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Figura 2: Efeitos do hipertireoidismo e hipotireoidismo com e sem o tratamento de
reposi¢fio hormonal com T4, sobre a hidrélise de ATP (A), ADP (B) ¢ AMP (C) em fatias
de hipocampo de ratos adultos. A atividade enzimatica é expressa em nmol de Pi/min/mg de

proteina. * Significativamente diferente do grupo controle; " significativamente diferente do
grupo sham-operado para um p<0,05.
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(11,24 + 0,81 nmol Pi. min"'. mg"). Essa ativagdo foi revertida nos ratos hipotiredideos
tratados com T4 (12,5 + 1,57 nmol Pi. min”. mg™, P<0.05).

Da mesma forma, a hidrolise de AMP foi diminuida 23% em fatias hipocampais de
ratos hipertiredideos (6,42 + 0,67 nmol Pi. min™'. mg”', P<0.05) e aumentada 58 % me ratos
hipotireéideos (11,55 + 3,32 nmol Pi. min”. mg’', P<0.05) quando comparadas com os
grupos controle (8,23 + 0,89 nmol Pi. min”. mg™) e sham operados (7.29 + 0,57 nmol Pi.
min”. mg™). O grupo de ratos hipotiredideos voltou a ter niveis normais de hidrolise de
AMP (8,25 £+ 0,7 nmol Pi. min”. mg”, P<0.05) em fatias hipocampais ap6s o tratamento de
reposigdo hormonal. Assim, foi demonstrado que tanto o hiper- quanto o hipotireoidismo
alteram a degradacdo dos nucleotideos da adenina, indo de ATP até adenosina. ‘

Os efeitos do hipertireoidismo, hipotireoidismo e hipotireoidismo com rep;)sit;.ﬁo
hormonal sobre a hidrélise do ATP (Fig. 3A), ADP (Fig. 3B) e AMP (Fig. 3C) em fatias de
cortex cerebral de ratos estdo apresentados na figura 2. O hipertireoidismo ndo induziu
mudangas significativas na hidrélise do ATP (25,29 + 3,95 nmol Pi. min™. mg™, P>0.05) e
na hidrolise do ADP (15,02 + 4,29 nmol Pi. min”. mg”, P>0.05) em comparagfo ao grupo
controle (28,03 + 3,51 nmol Pi. min™. mg”) e ao grupo sham operados (16,58 + 1,64 nmol
Pi. min’. mg'). No entanto, a hidrélise do AMP foi inibida em 21% nos ratos
hipertiredideos (8,38 + 1,07 nmol Pi. min”. mg™, P<0.05) em relagfio aos ratos controles
(10,60 + 1,52 nmol Pi. min™. mg™"). Isso indica que o hipertireoidismo afeta apenas a 5'-
nucleotidase no cortex cerebral.

Em contraste, foi observado um aumento da atividade de hidrélise de ATP e ADP em
fatias corticais de 33% e 34% de ratos hipotiredideos (36,33 + 3,22 e 22,19 + 2,18 nmol Pi.
min”. mg”, P<0.05) quando comparados com ratos sham operados (27,31 + 1,03 and 16,51
+ 2,06 nmol Pi. min”. mg’, respectivamente). No grupo hipotiredideo que recebeu
reposigdo com T4, foi observada uma reversdo aos niveis normais, com atividgdes de"28,2
+ 1,3 e 15¢84 + 1,89 nmol Pi. min™. mg‘!, P<0.05. O aumento observado na hidrélise de
ATP ¢ ADP em ratos hipotiredideos € bastante semelhante, indicando um padrdo paralelo,
assim como em fatias hipocampais.

A hidrélise de AMP em fatias corticais foi aumentada 38% pelo hipotireoidismo
(13,26 + 1,63 nmol Pi. min”. mg”, P<0.05) em comparagdo com os ratos sham operados

(9,55 + 1,70 nmol Pi. min". mg™). Esse efeito foi revertido com a reposig&o hormonal



23

ATP

sss8e

nmol Pi. mii, mg"

ki
o o, R
L ]

nmol Pi. minl. mg”

nmol Pi. mif'. mg

A>

s FF
o
A A

Figura 3: Efeitos do hipertireoidismo e hipotireoidismo com e sem o tratamento de
reposigdo hormonal com T4, sobre a hidrolise de ATP (A), ADP (B) e AMP (C) em fatias
de cortex cerebral de ratos adultos. A atividade enzimatica € expressa em nmol de
Pimin/mg de proteina, * Significativamente diferente do grupo controle; *
significativamente diferente do grupo sham-operado para um p<0,05.
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(10,12 + 1,66 nmol Pi. min’. mg’, P<0.05). Esse resultado demonstra que o
hipotireoidismo modifica as atividades tanto da 5’-nucleotidase quanto da ATP
difosfoidrolase em cortex de ratos adultos.

Estes resultados mostram que a degradagdo dos nucleotideos da adenma ¢
influenciada pelos niveis de TH e que esses efeitos sdo reversiveis através de reposi¢do

hormonal com T4.
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5. Discussdo

A forte relagdo entre o sistema nervoso central € os horménios tireoidianos é
conhecida nfio apenas nos neurdnios, mas também nas células gliais. Neste estudo, nés
investigamos a influéncia das doengas da tiredide sobre a hidrélise de nucleotideos da
adenina em fatias de hipocampo de cértex cerebral de ratos adultos. As fatias mantém uma
organizagdo semelhante a do tecido intacto, apresentando células neuronais, astrocitos,
microglia e os demais tipos celulares que ocorrem no tecido in vivo.

Os resultados obtidos demonstram que os niveis de HT sdo capazes de modificar a
atividade de hidrélise de nucleotideos da adenina, possivelmente alterando o balango
normal enfre as concentragdes de ATP, ADP, AMP e adenosina nas preparagdes.

O hipertireoidismo inibiu de maneira significativa a hidrélise do ATP e do ADP de
maneira similar em fatias hipocampais (29% e 28%, respectivamente). [sso sugere que a
alteragdo ocorreu sobre uma ATP difosfoidrolase (NTPDase 1), uma vez que 0 nosso grupo
Jj& descreveu essa enzima na mesma preparagao (Bruno et al., 2002) e mostrou que a

- atividade de hidrdlise é semelhante para ambos os nucleotideos.

Diferentemente das fatias hipocampais, a hidrélise de ATP e ADP ndo foi alterada
pelo hipertireoidismo em fatias corticais. Alguns estudos mostram que a maior parte da
atividade de ATP difosfoidrolase no cérebro € relacionada a glia (Braun et al., 2000).
Recentemente foi demonstrado em nosso laboratorio que a hidrolise de ATP e ADP, em
preparagdes sinaptossomais de cortex, é inibida pelo hipertireoidismo (Bruno et al., 2003).
Como essa preparagdo ¢ predominantemente composta de membranas proveniente de
células neuronais, talvez a presenga de células gliais nas fatias de cortex esteja mascarando
o resultado. Assim, a alteragdo causada no cortex pelo hipertireoidismo pode ser em
decorréncia das alteragdes na atividade da ATP difosfoidrolase neuronal. Todavia, sdo
necessarios outros estudos para determinar a origem exata da alteragdo observada em
ambas as preparagdes mencionadas.

O ATP ¢ um importante neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central (Di
Iorio et al., 1998). A iibicdo da hidrélise desse nucleotideo observada nas fatias
hipocampais de ratos hipotireideos pode alterar alguns processos relacionados com a



26

excitabilidade celular no SNC. A liberagdo massiva de ATP para o meio extracelular pode
levar a excitotoxicidade e & morte celular através da ativagdo de receptores P2X, tanto em
neurdnios quando em células gliais. Por isso, alguns estudos incluiram esse nucleotideo nas
causas de alguns eventos neuropatolégicos (Amadio et al., 2002; Ryu et al., 2002; Volonté
et al., 1999). Além disso, a inibigdo da hidrolise do ATP em cérebros de ratos adultos pode
ter conseqiiéncias mais graves, uma vez que os efeitos do ATP como um mediador de
morte celular s3o mais pronunciados em cérebro maduro (Amadio et al., 2002). O ATP
também pode atuar estimulando a proliferacio de astrocitos, contribuindo para a
astrogliose, uma resposta hipertréfica associada com algumas doengas neurodegenerativas
(Burnstock and Williams, 2000).

Inversamente a inibigdo observada no hipertireoidismo, a deficiéncia dos HT
aumentou a hidrélise dos nucleotideos da adenina em fatias hipocampais e corticais de ratos
hipotireoideos. Além disso, esse aumento foi revertido com o tratamento de reposi¢do
hormonal utilizando T4. Diferentemente do hipertireoidismo, a hidrélise de ATP e ADP foi
alterada pelo hipotireoidismo em fatias de coértex cerebral, sofrendo um aumento de 33%
34% respectivamente, indicando o mesmo padrdo paralelo mencionado acima. Isso sugere
que o hipotireoidismo induzido pela tireodectomia pode afetar a ATP difosfoidrolase tanto
~em fatias hipocampais quanto corticais, sendo essas alteragdes reversiveis mediante
reposi¢gdo com T4. Além disso, o efeito observado na hidrolise dos nucleotideos em
hipocampo de ratos submetidos ao hipotireoidismo foi maior do que o observado em
cortex. Esse resultado pode ser atribuido a maior wulnerabilidade do hipocampo ao
hipotireoidismo (Madeira et al., 1992). O hipocampo estd principalmente envolvido em
processos cognitivos como o aprendizado e a memoria e € bastante sensivel a eventos
téxicos, como liberagdo massiva de glutamato e a moléculas de sinalizagdo, como o0s
proprios horménios (Calza et al, 1997). Entdo, surge como hipétese o fato de as ecto-
nucleotidases hipocampais apresentarem maior vulnerabilidade as variagdes hormonais ou
aos danos provocados por essas variagdes.

Nossos resultados também mostraram que o hiper- e o hipotireoidismo modificaram a
hidrélise do AMP em fatias hipocampais e cerebrais, indicando um efeito sobre a 5'-

nucleotidase (a enzima chave na produgdo de adenosina extracelular) nessas patologias.
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Além disso, os efeitos dos HT sobre a atividade dessa enzima e sobre a sua expressdo ja
foram demonstrados em outros tecidos (Cameiro-Ramos, In Press).

A imbigdo da neurotransmissdo excitatoria mediada pela adenosina € associada com
processo com neuroprote¢do, diminuigdo da atividade motora, sedag¢do, agdo
anticonvulsivante, regulagdo do sono e modulagio da ansiedade (Dunwiddie and Masino,
2001; Brundege and Dunwiddie, 1997; Florio et al., 1998). Partindo desse pressuposto, a
inibicdo da atividade da 5’-nucleotidase encontrada no hipertireoidismo e a possivel
diminuigdo dos niveis de adenosina extracelular em fatias hipocampais e corticais podem
estar relacionados com algumas das caracteristicas excitatorias observados em ratos
hipertireoideos.

Por outro lado, a ativagdo observada na atividade de hidrélise de AMP causada pelo
hiporiteoidismo em fatias de hipocampo e de coértex, provavelmente devido a uma 5'-
Nucleotidase, levaria a um aumento na neuromodulagdo mediada pela adenosina nessa duas
importante regides cerebrais. Esse aumento pode estar contribuindo para a génese de
aspectos clinicos associados com a irregularidade da neurotransmissdio previamente
descritos em cérebro hipotireoideo (Slotkin and Slepetis, 1984; Shuaib et al., 1994). A

‘reposigdo com T4 foi eficiente em reverter o aumento da hidrélise do AMP nos ratos
hipotiredides, enfatizando a reversibilidade de alguns dos efeitos da doenc¢a que poderiam
ser atribuidos a um desbalango nos niveis de adenosina no SNC. Além disso, a prote¢do aos
efeitos da isquemia no hipocampo e cortex cerebral durante o hipotireoidismo foi associada
a redugdo da liberagdo de glutamato (Shuaib et al., 1994). Desta forma, os resultados
apresentados aqui, que demonstram um possivel aumento nas concentragoes extracelulares
de adenosina em hipotireoidismo, estd de acordo com efeitos neuroprotetores descritos
durante esta patologia, ja que adenosina € capaz de inibir a liberagdo de neurofransmissores
excitatorios como o glutamato (Brundege and Dunwiddie, 1997).

Concluindo, as agdes induzidas pelo hipertireoidismo e hipotireoidismo sobre a
hidrélise de nucleotideos da adenina em hipocampo e cortex provéem forte evidéncias de
que as enzimas envolvidas na degradagdo do ATP até adenosina estdo relacionadas com as
doengas da tiredide e provavelmente com os sintomas clinicos observados nas mesmas.
Assim, este trabalho pode ajudar a entender alguns dos aspectos envolvidos nestas

patologias, além de mostrar que a reversdo dos efeitos observados mediante reposigdo
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hormonal em ratos hipotireoideos, é compativel com a reversibilidade de alguns sintomas

da doenga apds um tratamento baseado em T4.
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