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RESUMO

COTOMACCI, G. Influéncia dos horménios tiroideanos na producao de adenosina no
tecido cardiaco. Utilizacao de fracoes subcelulares como modelo experimental. 2006. 120 f
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais), Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Os nucleotideos extracelulares de adenina (ATP, ADP e AMP) assim como o
nucleosideo adenosina s@o importantes moléculas sinalizadoras por desempenharem diversas
fungdes no sistema cardiovascular, em situagdes fisioldgicas e/ou fisiopatoldgicas como:
controle da agregacdo plaquetdria, respostas inflamatdrias, crescimento e proliferacdo celular e
controle do tdnus vascular. As ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases)
juntamente com a ecto-5’-nucleotidase (5°-NT) sdo ectonucleotidases capazes de regular a
concentracdo desses nucleotideos circulantes no meio extracelular por hidrolisar ATP e ADP
(E-NTPDases) e AMP (5°-NT) até a formagdo do produto final adenosina, que tem potente
efeito vasodilatador e cardio-protetor. Os hormoénios tiroideanos (HT), tiroxina-T4 e
triiodotironina-T3, sabidamente exercem importantes efeitos no sistema cardiovascular como
hipertrofia cardiaca e vasodilatacdo. Dados recentes de nosso laboratério demonstraram a
influéncia do HT na atividade especifica (AE) e expressdo dessas ectonucleotidases em
culturas primdrias de cardiomidcitos de ratos neonatos. A obtencdo de fragdes subcelulares
cardiacas para avaliar a producdo de adenosina em compartimentos celulares pelas ecto-
enzimas torna-se um bom modelo experimental devido a peculiaridade deste método. Diante
disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade ectonucleotiddsica nas fragdes solivel
(FS) e microssomal (FM) de ratos induzidos ao hipertiroidismo e hipotiroidismo experimental.

Ratos Wistar machos adultos foram tratados com T4 ou T3 por 14 dias em diferentes doses



(T4-10, T4-25, T4-50 e T3-10, sendo 10ug, 25ug, S0ug de T4 e 3,5ug de T3/100g de peso
corpdreo, respectivamente); ou foram tireoidectomizados e tratados com metimazol (0,05%) e
CaCl, (4,5mM) adicionados a agua de beber ou; ratos hipotiroideos que posteriormente
receberam reposi¢do hormonal com inje¢des diarias de T4 (T4-10) durante 14 dias. A FS e a
FM foram obtidas ap6s sucessivas centrifugacdes. As atividades foram medidas pela liberacio
de fosfato inorgénico (Pi), utilizando verde de malaquita. Os resultados deste estudo mostraram
que a inducdo ao hiper e hipotiroidismo foram eficazes, sendo confirmadas pela andlise dos
parametros hemodinamicos (freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial sistdlica), razdo peso
ventricular do coracdo/peso corpdreo e dosagens séricas hormonais. Com relacdo a AE dessas
enzimas o HT promoveu significativo aumento na hidrélise de ATP (T4-50 e T3-10) e
diminui¢do na hidrélise de AMP (T4-25 e T4-50) apenas na FS. No hipotiroidismo houve
aumento significativo da hidrélise de ATP e AMP na FS e ATP, ADP e AMP na FM. Na
reposi¢do hormonal a hidrélise de AMP na FS e a de ADP na FM foram revertidas quando
comparadas ao grupo hipotiroideo, porém a hidrélise de ATP e ADP na FS foram
significativamente superiores aos grupos hipotiroideo e controle. Estes resultados demonstram
que as alteracdoes dos niveis de HT no animal influenciam as enzimas envolvidas na
degradacio de ATP a adenosina e possivelmente afetam as respostas mediadas pelos
nucleotideos de adenina no tecido cardiaco de ratos adultos, além disso, nota-se no
hipertiroidismo que os niveis de adenosina no tecido cardiaco encontram-se diminuidos
podendo entdo reduzir o efeito cardioprotetor mediado por este nucleosideo. Ao contrario, no
hipotiroidismo os niveis de adenosina encontram-se aumentados, contribuindo provavelmente

para manutenc¢do da fun¢do cardiaca que foi prejudicada pela privacdo de HT.

Palavras-chave: E-NTPDase, Ecto-5’-Nucleotidase, Nucleotideos Extracelulares de Adenina,

Adenosina, Hipertiroidismo, Hipotiroidismo, Tecido Cardiaco, Fra¢des Subcelulares.



ABSTRACT

COTOMACCI, G. Influence of thyroid hormones on the adenosine production in the
cardiac tissue evaluated in subcellular fractions. 2006. p. 120. Master Thesis (Morfo-

Functional Sciences), Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo,

2006.

The extracellular adenine nucleotides (ATP, ADP, and AMP) as well as adenosine
nucleoside are important molecules with different functions in the cardiovascular system under
physiological and/or physiopathological conditions: platelets aggregation’s control,
inflammatory responses, growth and cellular proliferation and control of vascular tonus. The
ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) and the ecto-5’-nucleotidase
(5°-NT) are ectonucleotidases able to regulate the concentration of these nucleotides in the
extracellular environment through ATP and ADP hydrolysis (E-NTPDases) and AMP
hydrolysis (5°-NT) until adenosine which has a potent vasodilator and cardioprotective effect.
Thyroid hormones (HT — T3 and T4) promote important effects on cardiovascular system as
cardiac hypertrophy and vasodilatation. Data recently obtained in our laboratory demonstrated
in primary culture of neonatal cardiomyocytes the influence of HT in the specific activity (AE)
and gene expression of ectonucleotidases. In the present study we investigated in rats the
ectonucleotidase activity in soluble (FS) and microsomal (FM) fractions after induction of
experimental hyper and hypothyroidism. Adult male Wistar rats were treated with T4 or T3 for
14 days with different doses (T4-10, T4-25, T4-50 and T3-10, being 10ug, 25ug, S0ug of T4
and 3,5ug of T3/100g body weight, respectively). In another group, the animals were
thyroidectomized and treated with methimazole (0.05%) and CaCl, (4.5mM) added to drinking

water for 14 days or also the hypothyroid rats received the hormonal replacement by daily



injections of T4 (T4-10) for 14 days. FS and FM were obtained after successive
centrifugations. The enzymatic activities were determined by measuring the release of
inorganic phosphate (Pi), using malachite green. Some hemodynamic parameters as heart rate
and systolic blood pressure and also the ventricle heart weight/body weight ratio and hormonal
serum levels confirmed the efficacy of experimental models. HT promoted in the FS a
significant increase on ATP (T4-50 and T3-10) and reduction on AMP (T4-25 and T4-50)
hydrolysis. Hypothyroid group showed in the FS a significant increase on ATP and AMP
hydrolysis and also on ATP, ADP and AMP hydrolysis in the FM. When was done the
hormonal replacement the hydrolysis of AMP in the FS and ADP in the FM was reverted when
compared to hypothyroid group. However, ATP and ADP hydrolysis in the FS was
significantly higher compared to hypothyroid and control groups. These results demonstrate
that alterations of HT levels influence the enzymes involved to degradation from ATP to
adenosine. In the hyperthyroidism, the adenosine levels in cardiac tissue were diminished and
contrarily increased in the hypothyroidism, perhaps contributing to maintenance of cardiac

function under HT privation.

Key words: E-NTPDase, Ecto-5’-Nucleotidase, Extracellular Adenine Nucleotides, Adenosine,

Hyperthyroidism, Hypothyroidism, Cardiac Tissue, Subcellular Factions.
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1 - INTRODUCAO



1.1 - Ectonucleotidases

Ectonucleotidases correspondem a um conjunto de enzimas que se encontram
ancoradas a membrana plasmatica por um ou dois dominios transmembranares € com
capacidade de hidrolisar nucleotideos extracelulares, uma vez que apresentam seu sitio
catalitico voltado para o meio externo da célula. Assim, essas enzimas agem em substratos
especificos como nucleotideos das bases puricas (adenina e guanina) ou pirimidicas (timina,
uracila e citosina), soliveis no meio extracelular, tendo como produto dessa hidrélise os
respectivos nucleosideos, os quais desempenhardo uma série de fungdes em diversos tecidos.
Até o momento uma série de enzimas que fazem parte da sofisticada cascata de hidrdlise de
nucleotideos extracelulares ja foi descrita. Dentre elas incluem-se as pertencentes a familia
das E-NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases), a familia das E-NPPs
(ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases, PDEases), a ectofosfatase alcalina e a ecto-
ATP:AMP fosfotransferase (adenilatoquinase e mioquinase), sendo que todas estas podem
hidrolisar, por exemplo, nucleotideos de adenina (ATP e ADP), levando a formagdo de AMP
e liberando fosfato inorginico. O AMP, por acdo de uma ecto-5’-nucleotidase (5’-NT) ou
ectofosfatase alcalina, pode ser transformado no nucleosideo final, a adenosina, liberando um
grupo fosfato. Existe ainda um outro grupo de enzimas (ectonucleosideos difosfoquinases),
responsavel pela interconvers@o de nucleosideos di e trifosfatados (ZIMMERMANN, 2001).

Embora esteja muito bem estabelecida a quebra de nucleotideos extracelulares por
ectonucleotidases associadas a membrana das células, estudos recentes indicam que formas
soliveis dessas enzimas (conhecidas como exonucleotidases) podem ser liberadas para o meio
extracelular, e estas também terdo uma grande importancia na hidrélise e, conseqiientemente,
na regulacdo da concentracdo dos niveis fisioldgicos desses nucleotideos (YEGUTKIN et al.,
2000). Além disso, essas nucleotidases soliveis estdo sendo muito utilizadas como

ferramentas farmacoldgicas visando certa protecéo tecidual.



Dentre as ectonucleotidases anteriormente citadas, duas delas merecem destaque:

familia das E-NTPDases e a ecto-5’-nucleotidase.

1.1.1 - Ectonucleosideo Trifosfato Difosfoidrolases (E-NTPDases)

Basicamente, as enzimas que fazem parte dessa familia sdo as ecto-apirases e ecto-
ATPases. Recentemente uma nova nomenclatura proposta por ZIMMERMANN (2001)
passou a ser utilizada para descrever estas enzimas, unificando todas as denominacdes ja
existentes e facilitando o seu maior entendimento. No entanto, ainda hoje, em alguns
trabalhos atuais os pesquisadores da drea se referem a elas fazendo uso da nomenclatura
antiga, o que por vezes torna a descricdo das enzimas um pouco confusa.

H4 exatamente 62 anos, MEYERHOF (1945) sugeriu o termo apirase (ATP-
difosfoidrolase ou EC 3.6.1.5) para as enzimas que agem hidrolisando tanto o ATP quanto o
ADP, rompendo, respectivamente, a ligacdo de 2 ou 1 grupo fosfato até a formagdo do
produto final, o nucleotideo monofosfato. No entanto, SARKIS et al. (1995) € que realmente
demonstraram protocolos de caracterizac@o dessas enzimas evidenciando que estas hidrolisam
de fato diferentes nucleotideos, ndo apresentando substratos especificos, podendo estes ser di
ou trifosfatos. J4 as ecto-ATPases (EC 3.6.1.15) hidrolisam especificamente nucleotideos
trifosfatos (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996). A presenca da atividade dessas apirases
em diferentes organismos ja foi muito bem estabelecida, tendo sido demonstrada em plantas,
em invertebrados, em varios tecidos e células de mamiferos como aorta bovina, células
endoteliais e musculares, plaquetas de rato e de humano (FRASSETTO et al., 1993; PILLA et
al., 1996), em membranas sindpticas de cérebro de ratos (BATTASTINI et al., 1995), em
sarcolema cardiaco de rato (OLIVEIRA et al., 1997), entre outros.

Em 1996, WANG & GUIDOTTI, com o auxilio de técnicas de biologia molecular, em

combinagdo com técnicas cldssicas ja existentes (histologia e citologia), identificaram, no



mesmo tipo celular, a expressdo de uma proteina de superficie celular de linfécitos, a CD39,
com semelhancgas quanto a atividade das ecto-apirases. Esta associag@o foi comprovada apds a
realizacdo de ensaios utilizando a transfeccdo do cDNA da proteina CD39 em células COS-7,
0s quais resultaram no aumento da atividade da ecto-apirase. A partir dai, portanto, essas
enzimas passaram a ser também denominadas como CD39 (ecto-apirase) e C39L1 (ecto-
ATPase) (WANG & GUIDOTTI, 1996; CHADWICK & FRISCHAUF, 1997).

De acordo com a nomenclatura atual (ZIMMERMANN, 2001) todas essas enzimas
recebem a denominagdo de NTPDases. As NTPDases sdo entdo caracterizadas por hidrolisar
uma variedade de nucleosideos purinicos e pirimidinicos, sendo di ou trifosfatados, podendo
fazer parte os nucleotideos de adenina, guanina, citosina e uracila. A especificidade das
diferentes NTPDases por determinados nucleotideos revela importantes caracteristicas, e a
partir destas sdo feitas associagdes relacionadas a sua localizagdo tecidual e principalmente as
respectivas implicagdes funcionais.

Dentre as principais caracteristicas das ectoenzimas da familia E-NTPDases podem ser
citadas: a) todos os membros da familia possuem na seqiiéncia de aminoécidos cinco regides
altamente conservadas (ACRs — apyrase conserved regions), o que provavelmente ¢ de
extrema relevincia para a atividade catalitica sobre a hidrdlise dos nucleotideos; b)
subunidade catalitica altamente glicosilada; c) dependéncia de cations divalentes
(especialmente Ca®* ou Mg™"); d) agem em pH alcalino; e) sdo insensiveis a inibidores tipicos
de ATPases intracelulares como tipo P (ouabaina e vanadato), F (azida) V (N-etilmaleimida -
NEM) ou fosfatase alcalina; f) possuem alto “turn-over” e; g) habilidade para hidrolisar uma
variedade de nucleotideos purinicos e pirimidinicos di ou trifosfatados, como ji citado
anteriormente (PLESNER, 1995; ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN, 1999). Embora
sejam considerados insensiveis aos inibidores tipicos de ATPases, recentemente ESCALADA

et al. (2004), em estudo com o6rgdo elétrico de peixes da espécie Torpedo marmorata ou



Torpedo torpedo, descreveram um novo e potente inibidor de E-NTPDase denominado
gadolinio (Gd™). Este lantanidio inibe competitivamente a atividade ATPésica, e de forma
nio-competitiva a atividade ADPésica e parece ser um inibidor promissor para os estudos
futuros que envolvem este tipo de abordagem.

A familia das E-NTPDases apresenta atualmente 8 membros ji identificados, sendo
denominados de NTPDase 1 a NTPDase 8 (conforme revisdao de ZIMMERMANN, 2001; SHI
et al., 2001; BIGONNESSE, 2004; ROBSON et al., 2006) e estes membros, de acordo com a
sua localizacdo celular, podem ser encontrados ancorados a membrana plasmética ou entdao

presentes no meio intracelular.

- Enzimas associadas a membrana plasmadtica:

A NTPDase 1, a NTPDase 2, e a NTPDase 3 sdao enzimas que possuem 2 dominios
transmembranares com pequenas seqii€ncias intracelulares em ambas as por¢des (N-terminal
e C-terminal) da protefna e com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular. Ao
contrdrio da parte intracelular, essas enzimas apresentam um extenso “arco” extracelular
contendo as regides altamente conservadas da apirase, na metade N-terminal. O peso
molecular dessas enzimas glicosiladas é da ordem de 70 a 80kDa (GODING, 2000). Essas
enzimas podem existir na forma de complexos homo-oligdmeros ou até de dimeros ou
tetrdmeros, de forma que esses complexos oligoméricos revelam um aumento da atividade
catalitica (LEWIS et al., 1998).

Apesar de todas essas semelhancas, cada uma dessas enzimas apresenta caracteristicas
especificas com relagdo a especificidade ao substrato e para isso essas enzimas tém sido
diferenciadas pela razdo de hidrélise ATPase/ADPase. Dessa forma, a NTPDase 1 (CD39 ou
ecto-apirase ou ecto-ATP difosfoidrolase) hidrolisa igualmente bem ATP e ADP, com razido

de hidrdlise de 1:1; a NTPDase 2 (CD39L1 ou ecto-ATPase) com grande preferéncia pelo



ATP, com razao de hidrdlise até 30:1; e a NTPDase 3 (CD39L3 ou HB6), que hidrolisa
preferencialmente trés vezes mais nucleotideos trifosfatos em relagdo aos difosfatos, com

razdo de hidrélise 3:1 (ZIMMERMANN, 1999; ZIMMERMANN, 2001).

Uma tdltima enzima pertencente a familia das E-NTPDases associadas a membrana foi
recentemente clonada em camundongo e caracterizada por BIGONNESSE er al. (2004). A
NTPDase 8 apresenta por¢des com alta homologia com as NTPDases 1, 2 e 3, e pouca
homologia com as intracelulares. Também apresenta dois dominios transmembranares
proximos as por¢des N-terminal e C-terminal, alto nivel de glicosilacdo e sitio catalitico
voltado para o meio extracelular. A diferenga é que a razdo de hidrdlise ATPase/ADPase

nesta enzima € de 2:1.

Apesar da diferenciacdo das E-NTPDases de membrana serem baseadas na razdo de
hidrélise ATP:ADP, conforme proposto por ZIMMERMANN (2001), recentemente,
ROBSON et al. (2006), propuseram uma diferenciacio nao tdo arbitraria, baseada nas
propriedades cataliticas (como velocidade de reagc@o) dessas enzimas frente aos nucleotideos
trifosfatos e difosfatos. Desta forma, embora ainda existam muitos trabalhos que associem o
tipo de NTPDase envolvida a razio de hidrolise, cada vez mais outros pardmetros tém sido
buscados na tentativa de precisar a(s) especifica(s) ecto-enzima(s) associada(s) a determinado

processo bioldgico.

- Enzimas associadas ao meio intracelular:
As NTPDases 4, 5, 6 e 7 sdo enzimas que estdo presentes em organelas intracelulares,
podendo estar acopladas ao aparelho de Golgi, reticulo endoplasmético ou vactolos

lisossomais, e com seu sitio catalitico voltado para a luz dessas organelas. A NTPDase 4



(UDPase) apresenta estrutura muito similar as ja citadas NTPDases 1, 2 e 3, no entanto com
localizacdo completamente diferente, podendo estar acoplada ao aparelho de Golgi e ao
vacuiolo autofdgico lisossomal (WANG & GUIDOTTI, 1998; BIEDERBICK et al., 1999),
com alta atividade para o substrato UDP. A NTPDase 7 (LALP1) também esta localizada em
vesiculas lisossomais, hidrolisando preferencialmente nucleotideos de uracila, guanina e
citosina trifosfatos, respectivamente (SHI ez al., 2001).

A NTPDases 5 (CD39L4) e a NTPDase 6 (CD39L2) estdo presentes no reticulo
endoplasmdtico e aparelho de Golgi, no entanto, elas também podem ser encontradas
associadas 2 membrana plasmdtica por um tnico dominio transmembranar (por¢do amino-
terminal), uma vez que perderam a porg¢do carboxi-terminal durante o processo evolutivo.
Este fato permite que estas enzimas possam ser clivadas por enzimas proteoliticas e liberadas
para o meio extracelular, tornando-se proteinas ativas na forma solivel (MULERO et al.,
1999; BRAUN et al., 2000). Estas enzimas hidrolisam preferencialmente nucleotideos

difosfatos aos trifosfatos.

1.1.2 - Ecto-5’-Nucleotidase (5’-NT)

Uma vez hidrolisados os nucleotideos de adenina (ATP ou ADP) pelas enzimas
descritas anteriormente, o produto final ou AMP € hidrolisado e sofre a acdo de uma tnica
enzima, a ecto-5’-nucleotidase (CD73 ou EC 3.1.3.5), até a formagdo do nucleosideo de
adenosina. Trata-se de uma enzima ancorada na membrana plasmatica por glicosilfosfatidil-
inositol (GPI) e encontrada na maioria dos tecidos. E também conhecida como CD73
(proteina de superficie de linfécitos) por representar um marcador de maturacdo de linfécitos
B e T e adesao celular (AIRAS et al., 1997). Esta enzima apresenta massa molecular de 62 a
74 kDa e pode ocorrer na forma de dimeros (KNOFEL & STRATER, 1999). Ao contrério das

NTPDases sua atividade enzimdtica ndo depende de cdtions divalentes, mas pode ser



aumentada pela adicdo de concentragdes milimolares de Mg2+ em pH alcalino
(ZIMMERMANN, 1992). Pode ser inibida pelo andlogo do nucleotideo, adenosina 5’- (., -
metileno) difosfato (AMPCP), segundo NAITO & LOWENSTEIN (1985). Como citado
anteriormente, esta enzima catalisa o passo final da degradacdo de nucleotideos pelas
ectonucleotidases, sendo provavelmente a maior responsavel pela formacido de nucleosideo

extracelular (adenosina) proveniente de AMP, com conseqiiente ativacdo dos receptores

purinérgicos (P1) especificos de adenosina (ZIMMERMANN, 2001).

No coracdo, BOWDITCH et al. (1985) demonstraram que cardiomidcitos de rato
hidrolisam ATP, ADP e AMP extracelularmente e, posteriormente, MEGHII et al. (1992)
mostraram que estas células apresentam intensa atividade da 5°-NT, resultando em um
acumulo significativo de adenosina no meio extracelular. ZINCHUK er al. (1999 e 2002)
confirmaram esses achados em coracdo de rato, através da combinagdo das técnicas
bioquimicas e histocitoquimicas, identificando e caracterizando a presenca de uma ecto-

ATPase.

Diante da caracterizagdo das ectonucleotidases, a Figura 1 ilustra a localizacdo das
enzimas das familias das E-NTPDases, E-NPPs, Fosfatase Alcalina e Ecto-5’-Nucleotidase,
bem como o sitio de ancoragem na membrana, no caso das associadas a membrana

plasmatica.
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Figura 1 - Figura representativa das principais ectonucleotidases. As NTPDases 1, 2, 3 e 8 (ancoradas
por dois dominios transmembranares — N-terminal e C-terminal); as NPPs 1-7 (ancoradas por um
unico dominio transmembranar — N-terminal); a Fosfatase Alcalina (ancorada por glicosilfosfatidil-
inositol — GPI) e a 5’-Nucleotidase (ancorada por GPI) sdo enzimas tipicas de membrana e
diferenciam-se pela ancoragem na membrana plasmdtica (M.P) e também pela preferéncia ao
substrato. NTPDases 4 e 7 estdo presentes exclusivamente no meio intracelular. NTPDases 5 e 6
podem estar ancoradas a membrana plasmatica (pela por¢do N-terminal) ou também estar presentes
intracelularmente. As setas representam regides onde ocorre a clivagem, préximo a por¢ao N-terminal,
liberando a forma soldvel ativa destas proteinas (NTPDase 5 e 6; NPPs) Os retangulos em negrito
representam as cinco regides conservadas das apirases. Figura retirada e modificada de
ZIMMERMANN (2001) e atualizada a partir de STEFAN et al. (2005) e ROBSON et al. (2006).



Em resumo, como foi descrito até aqui, os processos bioquimicos envolvidos na
desfosforilagdo dos nucleotideos de adenosina pela via das ectonucleotidases, gerando como
produto final a adenosina, estdo bem estabelecidos. Resta agora uma andlise do papel
funcional destes nucleotideos e nucleosideos formados pela hidrélise mediada por essas varias

enzimas nos diferentes 6rgaos e sistemas, sob condi¢des fisioldgicas e/ou patoldgicas.

1.2 — Acoes Biolégicas dos Nucleotideos Extracelulares de Adenina (ATP, ADP e AMP) e
da Adenosina

O ATP citoplasmatico, na maioria das células, encontra-se em concentragdes acima de
SmM, chegando até 10mM em células musculares (VASSORT, 2001), sendo que quantidades
significativas podem ser liberadas sem nenhuma perda morfofuncional da célula. Portanto, as
concentracdes de ATP ou ADP extracelulares podem alcangar niveis biologicamente ativos,
ou seja, concentragdes nanomolares ou micromolares. Sem dudvida, essas concentragdes de
nucleotideos irdo ter diferentes papéis funcionais, dependendo do tipo celular em questdo. O
mecanismo pelo qual o ATP € transportado através da membrana celular ainda ndo é
totalmente claro, uma vez que a permeabilidade da membrana ao ATP é muito baixa e o
tamanho da molécula de ATP € consideravel. Porém, diversos pesquisadores da 4rea t€m
descrito mecanismos fisiolégicos e/ou fisiopatoldgicos através dos quais o ATP é liberado
para o meio extracelular, dentre eles tem-se o estresse mecanico (BODIN er al., 1991;
UOZUMI et al., 1998), a morte celular (WATERHOUSE, 2003), o volume celular alterado
(SABIROV et al., 2001), condi¢des de hipdxia ou isquemia (BORST & SCHRADER, 1991;
KUZMIN et al., 1998; NINOMIYA et al., 2002) e o aumento de fluxo sanguineo (VIALS &

BURNSTOCK, 1996). Em relagdo ao sistema cardiovascular, alguns tipos celulares liberam



ATP para o meio extracelular como, por exemplo, plaquetas ativadas, eritrécitos, células
musculares lisas, midcitos isquémicos e células endoteliais durante hipdxia e estresse
mecanico e quimico (BODIN et al., 1991; VASSORT, 2001). Ainda, o ATP pode ser liberado
de vesiculas de terminagdes nervosas simpdticas, juntamente com a noradrenalina
(KENNEDY, 1996).

A via das ectonucleotidases parece ser a principal via que contribui para a formacio e
manutencdo dos niveis de adenosina extracelular (SEBASTIAO et al., 1999). Além disso, a
adenosina pode ainda ser reutilizada no processo de sintese dos nucleotideos das bases ptricas
gerando mais ATP ao ser recaptada para o interior da célula por transportadores de
nucleosideos (YEGUTKIN et al., 2001).

Sendo assim, a concentracdo local destes nucleotideos dependerda da quantidade
liberada pelas células, do efeito de diluicdo no espago extracelular e da capacidade das
enzimas em degrada-los, especialmente as ectonucleotidases presentes nas proprias células ou
em células adjacentes (GORDON, 1986). BORST & SCHRADER (1991), utilizando o
sistema de coracdo isolado, Langendorff, encontraram em corondrias concentragdes basais de
ATP préximas de 1nM, o que reflete a rdpida degradacdo do ATP em adenosina durante a
passagem neste leito vascular. Ao ser liberado para o meio extracelular o ATP e/ou ADP
podem desempenhar diversas fungdes, como por exemplo: adeséo celular (PLESNER, 1995),
agregacdo plaquetdria e respostas vasomotoras (RONGEN et al., 1997), liberacdo de fatores
relaxantes do endotélio, defesa imune, apoptose, crescimento e proliferacdo celular, controle
do transporte de 4gua e fons no epitélio, dentre outros (NOVAK, 2003). Essas acdes mediadas
pelos nucleotideos extracelulares sdo realizadas através da interacio dessas moléculas com os
varios membros de receptores do tipo purinérgico — P2. Estes sdo receptores de membrana e
podem ser divididos em 2 tipos: os do tipo ionotropicos, P2X, com 2 dominios

transmembranares e com grande “alca” extracelular, relacionados a formacdo de canais para



passagem de fons e, os do tipo metabotrépicos, P2Y, que atravessam 7 vezes a membrana das
células e estdo acoplados a proteina G. Até o momento ja foram caracterizados e clonados 7
subtipos de receptores do tipo P2X (P2X;7) (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998) e 8 subtipos
de receptores do tipo P2Y (P2Yy, 2. 4. 6, 11, 12, 13 e 14) (DI VIRGILIO & SOLINI, 2002;
ABBRACCHIO et al., 2003) sendo os dois tipos (P2X e P2Y) amplamente distribuidos nos
diversos tecidos. No coragdo, o RNAm para estes dois tipos de receptores ja foi identificado
(VASSORT, 2001; WEBB er al., 1996). A agdo fisiologica da sinalizacdo purinérgica (via
receptores P2X, P2Y e P1) foi recentemente revisada por BURNSTOCK (2006).

Os nucleotideos de adenina, além de exercerem seus efeitos extracelulares, podem ser
rapidamente hidrolisados pelo complexo sistema das ectonucleotidases (E-NTPDases, ecto-
5’-nucleotidase e formas soltiveis dessas enzimas), convertendo ATP em adenosina, que por
sua vez pode se ligar especificamente a receptores purinérgicos do tipo P1 (Al, A2a, A2b e
A3), também com 7 dominios transmembranares e acoplados a proteina G (RALEVIC &
BURNSTOCK, 1998).

Uma vez os receptores do tipo P2X sendo ativados (por concentra¢des micromolares
de ATP), abrem-se canais de cations ndo seletivos, o que ird desencadear diferentes
mecanismos de sinalizacdo intracelular. E provavel que as agdes citotéxicas do ATP, quando
em altas concentracdes, da ordem de mM, sejam mediadas especificamente pelo subtipo P2X;
(DI VIRGILIO, 1995).

Quanto aos receptores metabotropicos P2Y, uns sdo ativados principalmente por
nucleotideos de adenina (ATP ou ADP), outros por nucleotideos de uracila (UTP ou UDP) e
outros por ambos. Quando ativados, os P2Y desencadeiam as vias de sinalizagdo relacionadas
a via da fosfolipase C (incluindo PKC), da fosfolipase A, (PLA;), da fosfolipase D (PLD) e

proteinas quinases ativadoras de mitégenos (MAPK) (VASSORT, 2001; NOVAK, 2003).



No coragdo, as acdes do ATP renderam uma série de estudos. Inicialmente foram
observados efeitos inotropicos negativos (redugdo da forca de contragdo), sendo esses efeitos
atribuidos a ativacdo do receptor Al de adenosina, depois do ATP sofrer hidrdlise, e ndo a
molécula de ATP propriamente dita (OLSSON & PEARSON, 1990). Porém, estudos
posteriores mostraram efeitos inotrépicos positivos do ATP, os quais possivelmente mediados
pelo receptor P2X (FROLDI et al., 1997). Ainda, FROLDI et al. (1994) demonstraram em
atrio esquerdo de ratos um efeito duplo do ATP, observando primeiro o efeito positivo e
depois o negativo. De forma similar, o ATP também pode ter efeitos cronotrépicos
(freqiiéncia cardiaca) positivos e negativos (relacionados com a degradacdo do ATP em
adenosina), sendo que em doses baixas o ATP causa taquicardia e em altas doses leva a
diminui¢do da freqiiéncia cardiaca e a um bloqueio da conducido do nodo atrioventricular,
podendo levar a arritmia cardiaca (VASSORT, 2001).

Em células musculares lisas o ATP age via receptores P2X que, por estarem
associados a canais de cdtions (principalmente canais seletivos a Ca™), provocam, quando
ativados, uma corrente de fons para o interior da célula, despolarizando-a e promovendo a sua
contragcdo (KENNEDY & LEFF, 1995). Esta associagdo com canais de Ca** levou alguns
pesquisadores a acreditar que os receptores P2X estivessem confinados a células excitdveis,
mediando agdes vasoconstritoras (KENNEDY & LEFF, 1995; NOVAK, 2003). Neste
sentido, RONGEN et al. (1997) sugeriram que o ATP agia via P2X nas células musculares
lisas para induzir vasoconstri¢do, enquanto que nas células endoteliais a estimulagdo via P2Y
promovia a liberacdo de fatores relaxantes do endotélio (como, por exemplo, 6xido nitrico)
causando vasodilatagcdo. Esse duplo efeito do ATP pode ter importincia fisiopatolégica por
induzir espasmos no vaso nos locais onde a funcdo endotelial encontra-se prejudicada,
havendo a formacdo de trombos. Esses achados foram ainda confirmados por

BUCKWALTER et al. (2004), os quais mostraram que a vasoconstricio do musculo



esquelético submetido ao exercicio fisico foi mediada pelo receptor P2X. Recentemente LIU
et al. (2004) demonstraram ainda que o ATP age nos dois receptores purinérgicos (P2Y e
P2X), facilitando a vasodilatacido em artérias mesentéricas de ratos e que as ectonucleotidases

intensificam este efeito pela degradacdo de ATP na superficie das células endoteliais.

Em paralelo as funcdes ja descritas do ATP no sistema cardiovascular, merece
destaque o grande papel da molécula de ADP como indutora da agregacdo plaquetdria. O
AMP, por sua vez, apresenta papel antagdnico, tratando-se de um agente anti-agregador

plaquetdrio e de extrema importancia como substrato para formacdo da adenosina.

Com relacdo aos receptores de adenosina, estes apresentam uma grande contribuicio
nos efeitos protetores contra isquemia e hipdxia no miocirdio (LIANG & JACOBSON, 1998;
ZHAO et al., 2000). O efeito vasodilatador provocado pela adenosina estd tradicionalmente
relacionado a ativacdo do receptor A2b. Como exemplo de a¢des provocadas pelos diversos
tipos de receptores, quando ligados a adenosina, temos que: - o receptor Al antagoniza a
abertura de canais de Ca®* e atenua a estimulag¢do adrenoceptora, tem efeitos protetores no
cardiomidcito, além de inibir a liberacdo de catecolaminas; - o receptor A2a medeia ag¢des
vasodilatadoras, inibe agregacdo plaquetdria e inibe a produgdo de citocinas; - o receptor A2b
também medeia acdes vasodilatadoras além de inibir o crescimento e fungdo de células
mesenquimais como fibroblastos, além de estimular a proliferacdo de células endoteliais e; - o
receptor A3 tem efeitos protetores no cardiomidcito (VILLARREAL et al., 2003). Todos
esses receptores ativam a via da PKC e MAPK.

Ao contrdrio dos outros receptores de adenosina, o receptor A3 pode mediar um efeito

bifasico, tornando-o um receptor atipico, onde em concentracdes nanomolares resulta na



protecdo celular, enquanto que em concentragdes micromolares leva a indugdo de morte
celular ou apoptose (JACOBSON et al., 1999).

RONGEN et al. (1997) mostraram que a formacdo de adenosina é aumentada durante
o processo de isquemia, causando vasodilatacdo via acdes dependentes e independentes do
endotélio, além de inibir a liberacdo de noradrenalina dos nervos simpaticos e ter importante
efeito anti-arritmico (MARSHALL, 2000). Em virtude das acdes descritas até o momento, a
adenosina tem tido na clinica uma importante aplicag@o terapéutica no tratamento de isquemia
e outras disfungdes circulatérias. No entanto, quando em altas concentragdes, a adenosina
pode também levar a efeitos antagdnicos, com acdo pré-arritmica, podendo originar a pausa
ou o bloqueio do nodo sino-atrial e atrio-ventricular (MUBAGWA & FLAMENG, 2001).

Diante do exposto, a Figura 2 (A, B e C), a seguir, ilustra um esquema representativo
das diferentes vias envolvidas na cascata de hidrdlise dos nucleotideos, até a formacdo da
adenosina, bem como dos receptores responsaveis pelas acoes fisiologicas deflagradas pelos

mesmos.
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Figura 2 — Esquema representativo da cascata de hidrélise dos nucleotideos extracelulares e suas
acdes nos receptores. A — Interagdo do ATP em receptores purinérgicos do tipo P2X e P2Y, agdo
parécrina e autécrina do ATP nos receptores. B — Acdo das ectonucleotidases (E-NTPDases 1, 2, 3 e 8,
e Ecto-5’-Nucleotidase) nos nucleotideos extracelulares (ATP, ADP e AMP) até a formacdo do
nucleosideo adenosina e, interacdo dos nucleotideos/nucleosideo formados com seus respectivos
receptores (P2X, P2Y, Al, A2a, A2b e A3). C — Hidrdlise dos nucleotideos extracelulares até a
formacdo de adenosina por acdo de ectonucleotidases soltiveis.



1.3 — Tecido Cardiaco

O coragdo é um O6rgdo muscular que contrai ritmicamente e tem como fungdo a
propulsdo do sangue. Esta for¢a propulsora é de extrema importancia para que as trocas de
gases, nutrientes, hormonios, residuos metabdlicos e anticorpos possam atingir todas as
células do nosso organismo. Desta forma, ficam asseguradas e preservadas todas as fungdes
vitais do individuo. Morfologicamente, o coragdo é dividido em dois étrios e dois ventriculos,
sendo sua parede constituida basicamente por trés partes: a mais externa ou epicardio (lamina
visceral do pericardio seroso), a intermedidria, ou miocdrdio propriamente dito, € a mais
interna ou endocérdio.

As células mais freqiientemente encontradas no tecido cardiaco sdo os fibroblastos
(principais células do tecido conjuntivo e as responsdveis pela producdo e degradacdo de
coldgeno e elastina). Os fibroblastos correspondem a 2/3 das células cardiacas, apesar de em
termos de volume celular, ndo serem tdo significativas como os cardiomidcitos, os quais
representam o 1/3 restante (WEBER & BRILLA, 1991). Estas udltimas sdo células musculares
auto-excitdveis, e, portanto, capazes de gerar potenciais de acdo, com caracteristicas de
automaticidade. Além destas, que correspondem as principais, outros tipos celulares sdo
também encontrados no tecido cardiaco, como macréfagos e mastdcitos, que constituem o
sistema de defesa do coracdo, além de células endoteliais e musculares lisas dos vasos que se
apresentam em nimero desprezivel.

Sob alguns estimulos, os cardiomiécitos podem vir a sofrer intenso aumento de
tamanho (hipertrofia), enquanto que os fibroblastos podem se dividir continuamente
(hiperplasia), podendo caracterizar um aumento do coragdo ou uma hipertrofia cardiaca. Um
dos fatores que pode levar a hipertrofia cardiaca € a sobrecarga de volume e/ou de pressio
imposta ao coracdo. Entretanto, uma dissociacdo entre a elevag¢do da pressdo arterial e o

aumento da massa miocdrdica ja foi demonstrada inimeras vezes em animais € humanos com



hipertrofia cardiaca hipertensiva (SASAYAMA et al., 1976). Neste sentido, esta dissociacdo
sugere a existéncia de outros estimulos, que ndo somente a pressao arterial, responsaveis pelo
desenvolvimento e regressdo da hipertrofia cardiaca. Durante as tultimas décadas, muitos
estimulos hormonais e neurais tém sido relacionados ao crescimento do musculo cardiaco,
incluindo agonistas beta e alfa-adrenérgicos, o sistema renina-angiotensina, representado pela

angiotensina I e os hormonios tiroideanos.

1.4 — Hormonio Tiroideano (HT)

A glandula tiredide é responsédvel pela produgdo de tiroxina (tetraiodotironina ou T4) e de
triiodotironina (T3), os quais promovem uma variedade de efeitos regulando o
desenvolvimento, crescimento e o metabolismo do organismo em geral. O horménio T4 € o
mais abundante, constituindo 93% do hormonio tiroideano circulante, embora o T3 atue mais
rapidamente e seja mais potente. Assim, o pré6-hormdnio T4 (como habitualmente conhecido)
¢ convertido em T3 nos tecidos, pela acdo das enzimas 5’-desiodases que sdo determinantes
para as concentragdes de T3 encontradas nos tecidos (KOHRLE, 2000). Existem 3 isoformas
de desiodases: a do tipo 1 (D1), a do tipo 2 (D2) e a do tipo 3 (D3), sendo que suas atividades
estdo diretamente susceptiveis a alteracdes hormonais. Acredita-se que a D1 tenha papel
principal na manutencdo dos niveis circulantes de T3, enquanto que a D2 apresente um
importante papel na producio local de T3, regulando a sua concentra¢dio no meio intracelular
(BIANCO et al., 2002). Embora muitos tecidos dependam do T3 proveniente da circulacdo, a
conversdo local de T4 para T3 em tecidos que expressam a D2, é uma importante fonte

intracelular do horménio em sua forma ativa. De maneira geral, as desiodases sdo pouco



expressas no coracdo (WAGNER et al., 2003), sendo a D2 a preferencialmente encontrada
nesse 6rgao (WAGNER et al., 2003; BIANCO et al., 2002).

As agdes do horménio tiroideano sdo primariamente resultado da sua interacdo com
receptores nucleares de T3 — os TRs — que podem ser de 2 tipos: os TR (TRal e TRa2) e os
TRP (TRP1, TRP2 e TRP3), sendo que o TRal corresponde a isoforma predominantemente
encontrada no coragdo (cerca de 70%) e por isso a maior responsivel pelas alteracdes
provocadas pelo hormonio neste tecido (HARVEY & WILLIAMS, 2002). Embora a acdo
cldssica do T3 ocorra apds a ligacdo aos receptores nucleares, recentemente foram descritas
acOes que independem da chegada do hormdnio ao nicleo da célula, ditas, portanto, ndo-
genomicas (DAVIS & DAVIS, 2002). Estas foram identificadas apds a observacio de efeitos
muito rdpidos, da ordem de 10 a 15 minutos, promovidos pelos hormoénios tiroideanos, os
quais ndo poderiam ser explicados por alteracdes transcricionais e/ou traducionais, ja que
estas demandam periodos bem mais longos.

No sistema cardiovascular, os hormonios tiroideanos desencadeiam uma série de
efeitos, tanto pela sua acdo diretamente no miocardio, como indiretamente, pela interagdo com
0 sistema nervoso simpdtico ou demais sistemas humorais, promovendo mudangas na funcéo
cardiaca em virtude de alteracdes dos pardmetros hemodinamicos (BASSET et al., 2001; HU
et al., 2003). Entre os principais efeitos hemodinidmicos promovidos pelo HT no sistema
cardiovascular tem-se a diminuicdo da resist€éncia vascular periférica, como resposta ao
relaxamento induzido pelo hormdnio em células musculares lisas, além do aumento da
freqiiéncia cardiaca (taquicardia), do aumento da forca de contragdo e do débito cardiaco
(KLEIN & OJAMAA, 2001).

Como exemplo dos efeitos dos HT diretamente sobre as células musculares cardiacas,
tem-se que varios genes cardiacos sdo responsivos a acdo dos HT, resultando, na maioria das

vezes, em aumento transcricional e paralelo aumento da sintese de proteinas estruturais,



transportadoras e outras. Assim, o T3 age diretamente no gene da miosina de cadeia pesada
(0-MHC), uma proteina responsdvel pelo aumento da velocidade de contra¢do nos musculos
esquelético e cardiaco; no gene da Ca®*-ATPase de reticulo sarcoplasmético (SERCA),

importante por mobilizar cdlcio no interior da célula; no gene da fosfolambam, o qual regula a

SERCA, entre muitos outros (DILLMANN, 2002).

Além das classicas agdes dos hormodnios tiroideanos ja citadas anteriormente, a
hidrélise de nucleotideos de adenina pelas ecto-enzimas também sofre uma grande influéncia
deste hormodnio, em condicdes de elevacdo ou diminui¢do de seus niveis (hiper ou
hipotiroidismo). Neste sentido, alguns trabalhos de nosso grupo tém mostrado que os
hormonios tiroideanos (T3 e T4) podem influenciar diretamente a atividade enzimatica e/ou a
expressdo génica destas ectonucleotidases em diferentes modelos experimentais. Neste
sentido, MATOS et al. (2002) demonstraram o efeito inibitdrio in vitro do T3 e do T4 nas
atividades ADP4dsica e ATP4asica em sinaptossomas de rato, sem que houvesse alteracdo, no
entanto, na atividade AMPasica. Por outro lado, WINK ef al. (2003) demonstraram uma
maior atividade da 5’-NT em culturas de células de glioma de rato (C6), em adi¢cdo ao
aumento do RNAm dessa enzima, mostrando que o HT modula a expressdo génica além de
modular a velocidade da enzima. E curioso observar que, paralelamente aos resultados frente
a situacdes de hipertiroidismo, houve no hipocampo e no cértex cerebral de ratos induzidos ao
hipotiroidismo experimental (durante 2 semanas) um aumento da hidrélise de ATP, ADP e
AMP, acompanhada por aumento da expressdo génica da NTPDase 1 e da 5’-nucleotidase,
sendo esta hidrélise revertida apds a administragdo de T4 (BRUNO et al., 2005).

No que se refere a modelos experimentais intimamente relacionados ao sistema

cardiovascular, dados obtidos recentemente em nosso laboratério demonstraram que o T3



estimula a atividade e a expressio génica da enzima 5°-NT em culturas primdrias de
cardiomidcitos (CARNEIRO-RAMOS et al., 2004), sugerindo que este efeito pode promover
um aumento na formacdo da adenosina, a qual, como citado anteriormente, apresenta
importante papel em condigdes de isquemia do miocardio. Além disso, ainda neste tipo
celular, outros dados mostraram que o T3 estimula a atividade e a expressdao da NTPDase do
tipo 3, promovendo um maior aumento da liberacdo de ADP (BARRETO-CHAVES et al.,
2006).

Embora a utilizacdo de culturas celulares represente ainda um bom modelo
experimental para avaliar um efeito bioldgico isoladamente, como, por exemplo, o efeito
promovido pelos HT sobre a hidrélise de nucleotideos, por outro, é importante ter em mente
que, principalmente no tecido cardiaco, o efeito pardcrino que uma célula apresenta sobre
aquela localizada na sua vizinhanga é de extrema importancia, e nestas condicdes, torna este
modelo de certa maneira limitado. Desta forma, um dos avancos no estudo da fisiologia
celular surgiu com a descoberta da possibilidade da quebra das células e separacdo dos
componentes intracelulares em fra¢des subcelulares e, alguns grupos de pesquisa t€ém buscado
avaliar a cinética de diferentes enzimas em fracdes subcelulares de diversos tecidos, incluindo
o tecido cardiaco.

A utilizacdo destas fracdes, na opinido de alguns autores, poderia representar uma
forma alternativa para a avaliacdo da cinética enzimatica do tecido cardiaco como um todo,
sem excluir a interacdo de um tipo celular sobre o outro, e, portanto, um modelo mais real das
acoes fisiopatoldgicas. Isto se torna possivel uma vez que a técnica de fracionamento celular
por meio da centrifugacdo diferencial (diferindo na densidade, tamanho ou até mesmo na
forma das moléculas) apresenta-se muito peculiar, pelo fato de proporcionar uma andlise

bioquimica dos componentes celulares numa forma ainda preservada, ativa e funcional além



de proporcionar o conhecimento da distribuicdo intracelular de uma determinada enzima ou
mesmo funcao celular (LODISH et al., 2002).

Assim, vdrios estudos tém se utilizado desse modelo experimental e demonstrado, em
fracdes subcelulares do tecido cardiaco, a presenga de enzimas importantes, inclusive as
mencionadas anteriormente, as enzimas da familia das E-NTPDases (VALENZUELA et al.,

1989; CALDWELL et al., 1997; ALLEVA et al., 2002).



2 - OBJETIVOS



Com base no exposto anteriormente e ainda considerando: - os efeitos fisiologicos dos
nucleotideos de adenina e do nucleosideo adenosina no coragdo; - a existéncia de receptores
de T3 de alta afinidade nas diferentes células cardiacas (YEN, 2001) e; - a agdo do hormonio
na regulacdo da atividade e expressdo de ectonucleotidases em vdrios tipos celulares,

incluindo midcitos e fibroblastos cardiacos, este estudo tem como objetivos:

1 — Estabelecer e padronizar a técnica de isolamento de fragdes soliveis e
microssomais de tecido cardiaco;

2 — Padronizar as condi¢des ideais para a posterior avaliagdo da hidrélise dos
nucleotideos (ATP, ADP e AMP);

3 — Avaliar o efeito de alteracdes do estado tiroideo, sobre a atividade
ectonucleotiddsica em fracdes isoladas (microssomais e soltveis) de tecido cardiaco de ratos

adultos induzidos ao hipertiroidismo e ao hipotiroidismo experimental.



3 - MATERIAL E METODOS



3.1 - Animais

Foram utilizados ratos machos adultos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
pesando entre 200 e 300g, com no maximo 95 dias, provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP e mantidos ao longo do periodo experimental no
Biotério do Departamento de Anatomia (ICB-USP). Os animais foram acondicionados em
gaiolas plasticas e mantidos em sala climatizada com temperatura controlada (24°C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a dgua e ragdo (NUVILAB).

Os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentacdio Animal (CEEA) do ICB-USP (protocolo registrado sob n° 118), de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

- Grupo Controle ou Eutiroideo: animais sem tratamento, apenas submetidos a injecdes
intraperitoneais de solucdo salina (NaCl) a 0,9%, durante 14 dias;

- Grupo Hipertiroideo T4-10: animais induzidos ao hipertiroidismo com uma dose de 10ug
de Tiroxina (T4)/100g de peso corpéreo/dia, durante 14 dias;

- Grupo Hipertiroideo T4-25: animais induzidos ao hipertiroidismo com uma dose de 25ug
de T4/100g de peso corpdreo/dia, durante 14 dias;

- Grupo Hipertiroideo T4-50: animais induzidos ao hipertiroidismo com uma dose de 50ug
de T4/100g de peso corpéreo/dia, durante 14 dias;

- Grupo Hipertiroideo T3-10: animais induzidos ao hipertiroidismo com uma dose de 3,51g
de Triiodotironina (T3)/100g de peso corpéreo/dia, durante 14 dias;

- Grupo Hipotiroideo: animais tireoidectomizados e tratados com 0,05% de metimazol e

4,5mM de CaCl,, adicionados a 4gua de beber durante 14 dias;



- Grupo Hipotiroideo + Reposicao de T4-10: animais tireoidectomizados e tratados com
0,05% de metimazol e 4,5mM de CaCl,, adicionados a dgua de beber durante 14 dias e,

posteriormente tratados com dose de 10ug de T4/100g de peso corpdreo/dia por igual periodo.

Os grupos hipertiroideos citados acima (T4-10, T4-25, T4-50 e T3-10) receberam essa
denominacdo devido as doses de horménio (T4 ou T3) injetadas corresponderem
respectivamente a 10, 25, 50 e 10 vezes a dose fisioldgica, normalmente encontrada no
animal. Estas doses, bem como os protocolos adotados, foram realizadas com base em estudos
prévios da literatura (TROST et al., 2000; PANTOS et al, 2002; HU et al., 2003;

GIANNOCCO et al., 2004; BRUNO et al., 2005).

3.2 — Protocolos Experimentais
3.2.1 - Inducio ao Hipertiroidismo

Os animais foram induzidos ao hipertiroidismo experimental ao longo de 14 dias, por
injecdes intraperitoneais didrias de T4 (L-Thyroxine — SIGMA) ou T3 (Triiodo-L-Thyronine
— SIGMA), de acordo com o grupo estudado, nas diferentes doses ja citadas (item 3.1) e
foram decapitados 24 horas apdés a ultima injecdo hormonal. As injecdes de T4 foram
realizadas no periodo da manhd e sempre no mesmo hordrio. As injecdes de T3 foram
realizadas em dois periodos (manha e tarde), também sempre nos mesmos horarios. Neste
caso, este procedimento foi adotado uma vez que o T3 € bastante instdvel, apresentando curta
meia-vida e, portanto, rapidamente degradado e metabolizado. Assim, isto impede que haja
um pico na concentrag@o plasmatica do hormdnio apenas naquele hordrio da injecéo.

O T4 e o T3 foram previamente diluidos em solugdo de NaOH 0,04M (SIGMA), seu
volume completado com dgua destilada e estocado no congelador a -20°C. Quando necessério,
no momento da injecdo, o T4 e o T3 foram injetados utilizando como veiculo solugéo salina a

0,9%.



3.2.2 - Inducao ao Hipotiroidismo

Inicialmente os animais foram anestesiados com um coquetel de Acepran 1%
(Acepromazina — UNIVET, concentragdo final de 1mg/mL), Rompun (Xilazina — BAYER,
concentracgdo final de 5mg/mL) e Dopalen (Ketamina — VETBRANDS, concentracio final de
25mg/mL). Depois de anestesiados, realizou-se a assepsia, tricotomia e, em seguida, uma
incisdo na regido cervical para expor a por¢do anterior da traquéia até a total visualizagdo da
glandula tire6ide. Ap6s a retirada da glandula (tireoidectomia), os animais foram suturados e a
partir dai comecaram a receber na dgua de beber 0,05% de metimazol (SIGMA), droga capaz
de destruir células tiroideanas remanescentes, garantindo, entdo, a nao producdo de hormdnio
tiroideano pelos animais. Além disso, adicionou-se também a dgua de beber 4,5mM de cloreto
de célcio (CaCl, ' 2H,0 — SIGMA) para a reposicao de célcio provocada pela possivel retirada
das glandulas paratiredides juntamente com a tiredide (GIANNOCCO et al., 2004). Os
animais hipotiroideos (hipo) também foram tratados durante 2 semanas e decapitados no 15°

dia apoés a cirurgia.

3.2.3 - Hipotiroidismo com Reposicao Hormonal

Neste grupo os animais foram inicialmente induzidos ao hipotiroidismo durante 2
semanas, conforme procedimento ja citado anteriormente (item 3.2.2) e passaram a receber, a
partir do 15° dia, uma reposi¢cdo de hormonio tiroideano, no caso tiroxina (T4), durante mais
14 dias. A reposi¢do hormonal foi feita com injecdes intraperitoneais didrias, numa dose de
10ug de T4/100g de peso corporeo/dia e os animais foram decapitados 24 horas apds

receberem a ultima injecao de T4.



3.3 — Avaliacio do Peso Ventricular Cardiaco, do Peso Corporal, do Consumo de Agua e
de Racao

Considerando a acdo tréfica que os hormdnios tiroideanos apresentam sobre o tecido
cardiaco, foi avaliado o peso ventricular nos animais dos diferentes grupos experimentais. A
hipertrofia ou atrofia cardiaca promovida pelo excesso ou falta dos hormdnios tiroideanos foi
avaliada nos grupos hipertiroideos e hipotiroideos pela relacdo peso ventricular (ventriculo
direito + ventriculo esquerdo)/peso corpéreo, dada em mg/g de tecido. Assim, apds a
decapitacdo dos animais, os cora¢gdes foram rapidamente retirados, dissecados para a retirada
dos étrios e pesados.

Os parametros referentes ao peso corporal, consumo de dgua e de racido dos animais
dos diferentes grupos experimentais foram acompanhados ao longo do desenvolvimento de

todos os protocolos.

3.4 — Avaliaciao dos Parametros Hemodinamicos

Durante o desenvolvimento dos protocolos experimentais foram aferidas a pressdo
arterial sistdlica (PAS), em milimetros de mercirio (mmHg) e a freqiiéncia cardiaca (FC), em
batimentos por minuto (bpm) nos animais dos diferentes grupos, utilizando um método
indireto de pletismografia de cauda. O aparelho de pressdo (PE-300 — KENT SCIENTIFIC)
conectado a um fisidgrafo (MK II-WINDAQ) consiste de um manguito de borracha que é
adaptado a regido proximal da cauda e ligado ao esfigmomandmetro para insuflar e
desinsuflar gradualmente o manguito. Préximo ao manguito é acoplado um transdutor de
pulso (sensor) que ird captar os sinais a serem enviados e registrados em computador para
posteriormente serem analisados por software apropriado (Dataq®).

Antes do inicio das aferi¢des, os animais foram previamente aquecidos por 5 minutos

propiciando uma ligeira dilatagdo da artéria caudal. Posteriormente, os animais foram



colocados em um sistema de contencdo, o qual consiste em um cilindro de acrilico com
aberturas para a cauda e focinho. A PAS e a FC foram consideradas como a média de no
minimo cinco medidas. Em todos os animais as tltimas medidas da PAS e FC foram obtidas
no dia do sacrificio. Todos os animais passaram por um periodo inicial de adaptagdo ao
sistema de afericdo da PAS e FC de no minimo duas semanas, antes do inicio das medidas no
periodo experimental. Neste periodo de adaptacio as medidas de PAS e FC foram
acompanhadas todos os dias. Esta fase inicial tem como finalidade a total adaptacdo dos
animais as novas condi¢cdes de manipulacdo e de conten¢do na cdmara de acrilico, sem que

estas interfiram nos resultados obtidos ao longo do tratamento.

3.5 — Dosagens Séricas dos Hormoénios Tiroideanos

Apdés o término dos diferentes protocolos experimentais, os animais foram
decapitados, o sangue total coletado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, a 4°C
(Centrifuge 5417R — EPPENDORF). Apds a centrifugacdo, os soros foram retirados e
coletados para as dosagens de T3 e T4 plasmaéticos. As dosagens hormonais foram realizadas
utilizando um kit comercial de radioimunoensaio (SCHERING AS, Cis Bio International —
France, adquirido da REM) e os célculos realizados segundo instru¢des do fabricante, sendo

que a curva-padrao foi substituida por uma curva especifica com o soro de rato.

3.6 — Analise Histologica do Coracao
Considerando ser o coragéo o principal 6rgdo-alvo dos hormonios tiroideanos, os quais
agem diretamente sobre o trofismo do miusculo cardiaco, uma avaliagdo da morfologia

cardiaca foi realizada.



Uma vez retirados do animal e pesados, os coracdes foram lavados abundantemente
com uma solugcdo tampdo de fosfato — PBS 1x (Phosphate Buffer Solution — SIGMA)
contendo NaCl, KCI, Na,HPO,, KH,PO, e dgua Milli-Q, com pH final ajustado para 7,4.

Apds as sucessivas lavagens, os coracdes (contendo apenas os ventriculos direito e
esquerdo) foram transferidos para uma solugdo de paraformaldeido 10% tamponado
(SYNTH) onde permaneceram por no minimo 24 horas para fixacdo. Posteriormente, os
tecidos foram lavados em dgua corrente durante 12 horas e entdo passaram por processo de
desidratacdo com concentragdes crescentes de dlcool (SYNTH). Utilizou-se dlcool 70%, 85%,
95%-1, 95%-11, 100%-1, 100%-11 e 100%-111, permanecendo durante 30 minutos em cada uma
das concentracdes citadas. Apés a desidratacdo, os tecidos foram diafanizados (para clarear,
tornar o tecido translicido e para facilitar a impregnacdo da parafina) em xilol (SYNTH)
durante 30 minutos no xilol-I e xilol-II e, 15 minutos no xilol-Ill. Depois, os coragdes
passaram por 3 banhos de parafina histolégica (SYNTH), a 60 — 65°C durante 1 hora cada.
Esses banhos de parafina fazem com que o tecido adquira uma consisténcia relativamente
firme. Feito isso, o tecido foi finalmente incluido em blocos de parafina para posterior
realizacdo dos cortes histoldgicos (cortes transversais semi-seriados) no aparelho micrétomo
(HM 320 - MICROM HEIDELBERG), numa espessura de 3um.

Apds obtengdo dos cortes, as laminas foram preparadas e colocadas na estufa durante
24 horas para escorrer a parafina. A partir dai, os cortes foram desparafinizados em 3 banhos
de xilol (I, IT e IIT) por 30 minutos e hidratados em dlcool 100% (I e II), 95%, 85% e 70% por
2 minutos cada. Apds passagem no alcool 70% as laminas foram lavadas em dgua destilada
por 3 minutos para entdo coloracdo dos cortes em hematoxilina (AMRESCO) + eosina
(SIGMA) — HE. As laminas foram imersas por 2 minutos em hematoxilina filtrada e depois de
escorrer a hematoxilina, o excesso do corante nas ldminas foi removido com agua destilada,

onde permaneceram imersas durante 5 minutos. Em seguida as laminas foram imersas em



eosina por 1 minuto, o corante escorrido € seu excesso novamente retirado com &dgua
destilada. As laminas foram imersas rapidamente em &4lcool 50% e 70% passando para o
alcool 80%, 95% e 100% (1, II e III) por 1 minuto cada, xilol (I e II) por 2 minutos cada e por
fim xilol-III por no minimo 2 minutos, para finalmente coloca¢do da laminula fixada com

entellan (MERCK) na lamina e posterior andlise ao microscopio.

3.7 - Avaliacao da Hidrolise dos Nucleotideos nas Fracoes Subcelulares Cardiacas
3.7.1 - Preparacao das Fracoes Subcelulares

Ap6s a pesagem dos coragdes (ventriculos direito e esquerdo), estes foram cortados
em aproximadamente seis partes, as quais foram homogeneizadas (Polytron PT 10/35 —
KINEMATICA AG) em solug@o tampao contendo 0,25M de sacarose (SYNTH) e 10mM de
Tris INVITROGEN), em pH 7,4, numa propor¢do de 1g de coragao para 23mL de volume de
solugdo. Esta etapa de homogeneizagcdo fez com que as membranas das células fossem
rompidas, liberando o contetido citoplasmatico, que fica em solugdo. Posteriormente a
homogeneizagao do tecido cardiaco, centrifugou-se o0 mesmo a uma rotagdo de 1000 x g, por
10 minutos, a 4°C (SORVALL — RT7). O precipitado (contendo células intactas, fibras de
tecido conjuntivo e nucleos) foi descartado e o sobrenadante (contendo organelas) foi
coletado, correspondendo a 1* Fragdo (S1). Esta fragéo foi centrifugada a 105.000 x g, por 1
hora, a 4°C (SORVALL - ULTRA Pro 80) e o sobrenadante obtido separado. Este
sobrenadante correspondeu a 2* Fracdo (S2), a qual representa a fracdo soldvel (FS). O
precipitado foi ressuspendido (com o auxilio de um Potter e um pistilo) em aproximadamente
ImL de solugdo tampao contendo 0,25M de sacarose e 10mM de Tris, representando esta a
fracdo microssomal (FM) (FLOREANI et al., 2003).

Durante a homogeneizagcdo, e as centrifugagdes que se seguem, a maioria das

organelas mantém sua forma intacta. Entretanto, o reticulo endoplasmitico se rompe



formando vesiculas lisas ou granulares. A FM é composta por um conjunto de vesiculas
provenientes do reticulo endoplasmaético rugoso, cuja superficie ¢ abundante em ribossomos,
recebendo a denominagdo de microssomos e mais especificamente de fracdes microssomais

(LODISH et al., 2002).

3.7.2 - Ensaio da Atividade Enzimatica das Ectonucleotidases, avaliada com base na
Hidroélise de ATP, ADP e AMP

Imediatamente ap6s a obteng@o das fracdes soliivel e microssomal do tecido cardiaco
foram iniciados os ensaios enzimaéticos utilizando os trés diferentes substratos — ATP, ADP e
AMP (SIGMA). A hidrélise destes nucleotideos de adenina (ATP, ADP ¢ AMP) foi
determinada usando o método modificado de YEGUTKIN (1997). O fosfato inorgéanico
liberado pela hidrdlise dos nucleotideos, resultante da agdo das ectonucleotidases, foi
estimado pelo método colorimétrico de CHAN et al. (1986), com a utilizacdo de NaH,PO4
(SIGMA) como fosfato inorgénico padrao (Pi - 300nmoles/mL). As leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotometro (Ultrospec® 2000, AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH) utilizando um comprimento de onda de 630nm.

A concentragio de proteina existente em cada uma das amostras foi avaliada nas duas
fracdes através do método colorimétrico de BRADFORD (1976), utilizando albumina bovina
sérica (BSA — AMRESCO) como padrdo (Img/mL) e reagente de Bradford (BIOAGENCY).
As leituras de proteina foram realizadas no espectrofotometro a um comprimento de onda de
595nm.

Com base nas leituras obtidas nas curvas-padrao de fosfato e proteina foi determinado
o Fator de Calibragao, fator este, comum a todas as amostras de um mesmo experimento e que

foi utilizado nos calculos da atividade enzimatica.



O ensaio enzimdtico utilizado para andlise da atividade das ectonucleotidases consistiu
nas seguintes etapas. A rea¢do de hidrdlise foi feita com uma solug@o tampao 450mM de Tris-
HCI (GIBCO) em pH 8,0, adicionando os diferentes nucleotideos ATP, ADP e AMP (numa
concentragdo final de 2mM), na presenca de fon célcio (CaCl, 2H,0 — SIGMA, concentracgio
final de 4mM) para os nucleotideos ATP e ADP ou magnésio (MgCl, - 6H,O — MERCK,
concentracdo final de 4mM) para o nucleotideo AMP, incubados em banho-maria, a 37°C,
num volume final de 0,2mL. A reagfo foi parada com a adi¢do de 0,2mL de TCA a 10%
(4cido tricloroacético — SYNTH). Uma vez paradas as reacdes, as amostras foram colocadas
no gelo e a quantidade de fosfato inorginico (Pi) liberada foi medida através do método ja
citado anteriormente (CHAN et al, 1986) utilizando-se um reagente (verde de malaquita)
com afinidade pelo fosfato livre originado em decorréncia da hidrélise dos nucleotideos. A
ligacdo do reagente ao Pi resulta numa coloracdo esverdeada de intensidade proporcional a
quantidade de fosfato livre formado; colorag@o esta analisada por absorbancia. Os reagentes
utilizados para o preparo do corante foram: Verde Malaquita (ALDRICH Chemical
Company) 0,812g dissolvido em 1L de dgua Milli-Q, Molibdato de Amonio (SYNTH) 28,6g
dissolvido em 500mL de HCI 6N e Alcool Polivinilico (SIGMA) 11,6g dissolvido em 500mL
de 4gua fervendo. Todos os reagentes foram preparados separadamente e misturados por 30
minutos antes do uso, na propor¢do de 2:2:1:1 de verde malaquita, 4gua Milli-Q, molibdato de
amoénio e 4lcool polivinilico, respectivamente. A partir dai adicionou-se a cada tubo de
microcentrifuga 1mL do corante e apds 20 minutos as amostras foram lidas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 630Mm.

O tempo de incubacdo e a concentragio de proteina (para cada um dos substratos e
fracOes utilizadas) foram definidos através de uma prévia padronizacdo, garantindo as
condicdes ideais de incubacdo sempre na faixa de linearidade das reagdes. Para corrigir a

hidrélise espontanea dos nucleotideos, sem a presenca da enzima, foram feitos tubos controles



com a adicdo da proteina apds a reacdo ter sido parada com TCA 10%. Todas as amostras
foram feitas em triplicatas e os controles em duplicatas.

Antes do inicio da reacdo, ou da incubacdo propriamente dita, foi realizada uma pré-
incubag¢do de 10 minutos, com o intuito de garantir que as amostras contendo as enzimas
estivessem nas condi¢des ideais para exercer a sua fungéo catalisadora assim que o substrato
fosse adicionado. A atividade enzimdtica ou atividade especifica (AE) foi calculada em
nanomoles de Pi liberado por minuto por miligrama de proteina.

O célculo da quantidade de Pi liberado em nanomoles foi feito através da
multiplicacdo do A extin¢do (média das leituras das amostras — média das leituras dos
controles), obtido em diferentes tempos e concentragdes de proteinas, pelo fator de calibracdo
da curva padrdo de fosfato e pela diluicdo que a amostra se encontrava. Este fator corresponde
a um valor comum a todas as leituras (a derivada, ou ainda, a inclinagdo da reta comum a
todos os pontos); enquanto que a dilui¢do diz respeito a inativagdo da amostra pelo TCA 10%,
ou seja, a diluicdo da amostra que foi aliquotada do tubo. Desta forma, para o célculo da

atividade especifica, seguiu-se a seguinte férmula:

AE = (Absorbancia da Amostra — Absorbancia do Controle) x Fator da Curva Padrio de Pi x
Diluicdo da amostra

Vol. da Amostra (mL) x Tempo (min) x Concentragdo de Proteina (mg/mL)

3.8 — Analise da Expressao Protéica

Neste item foi realizada a padronizacdo do método de Western Blot para andlise da
expressao protéica nas fragdes isoladas de tecido cardiaco. A expressdo protéica foi realizada
com o intuito de avaliar se haveria correlag@o entre os dados obtidos de atividade enzimatica e
a expressdo protéica das ectonucleotidases envolvidas no processo de hidrélise (E-NTPDases

ou ecto-5’-nucleotidase), nos dois modelos experimentais (hipertiroideo e hipotiroideo).



ApOs a obtencdo das fracdes subcelulares cardiacas (FS e FM), foi adicionada a essas
fracdes uma solugcdo contendo coquetel de inibidores enzimdticos de proteases, numa
proporcao de 300pL de amostra para 1L do coquetel de inibidores. Esses inibidores serviram
para manter a integridade da amostra. O coquetel continha SmM de aprotinina (SIGMA),
ImM de pepstatina (SIGMA), 1mM de leupeptina (SIGMA), e 0,1M de PMSF (fenil-metil-
sulfonil fluoreto — GIBCO). Posteriormente a isso, foi realizado o método colorimétrico de
BRADFORD (1976), como ja citado, para a dosagem da concentragdo total de proteina
existente em cada uma das fracdes.

751g da proteina total foram submetidas ao aquecimento (por 5 minutos em 4gua
fervendo) para desnaturacdo das proteinas e depois a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida 30%, por 3 horas a 100 Volts. Apés a eletroforese, as proteinas totais presentes
no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Trans Blot Transfer Médium
Puré Membrane — BIO-RAD) em um sistema semi-seco (Trans-Blot Semi-Dry Cell — BIO-
RAD), sob 20 Volts de tensdo durante 1 hora. Apos a transferéncia, a membrana foi lavada e
corada com Ponceau (ponceau 0,1% — AMRESCO + 4cido acético glacial 100% — MERCK)
para observagdo da presenca de proteinas na membrana. A membrana foi muito bem lavada
com TBST (Tampido a base de NaCl — GIBCO e Tris Base — INVITROGEN com 1% de
Tween 20 — AMRESCO) com pH acertado pra 7,5, durante 20 minutos para retirada total do
ponceau.

A partir dai a membrana foi incubada com o anticorpo primdrio policlonal produzido
em cabra, especifico para a enzima 5’-NT (1:500 — SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY)
adicionado a 1% de leite em p6 desnatado (MOLICO) diluido em TBST durante 2 horas, a
37°C, sob agitacdo. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST por 45 minutos e

depois foi adicionado o anticorpo secunddrio especifico contra o anticorpo primdrio (anti-



cabra) conjugado de IgG com peroxidase (1:1000 — JACKSON IMMUNO RESEARCH), por
1 hora a temperatura ambiente. Apds a ligacdo do anticorpo secunddrio, a membrana foi
novamente lavada com TBST por 45 minutos e acrescentada a solucdo de ECL
(AMERSHAM BIOSCIENCES), a qual tem como fun¢do promover uma reagdo de
luminescéncia, cujo produto final ird impressionar um filme de raio X. Ao término deste
processo, as membranas foram entdo expostas ao filme de raio X (T-MAT G/RA Film —
KODAK), promovendo a marcagdo de bandas, as quais sdo proporcionais a quantidade de
proteina ligada ao anticorpo especifico. Estas bandas foram posteriormente quantificadas
densitometricamente em um sistema de fotodocumentacio Gel Pro Imager (MEDIA

CYBERNETICS).

3.9 — Anadlise Estatistica dos Resultados

Os dados estdo apresentados como médias = desvio-padrio da média (DP),
considerando “n” o niimero de animais utilizados em cada experimento. Os resultados foram
analisados e comparados utilizando-se o teste-t de Student para comparagdo entre dois grupos
ou a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Tukey entre mais de dois grupos
experimentais. Foram consideradas significativas as diferengas com p<0,05 (Instat Instant
Biostatistics - GRAPHPAD Software).

Para os experimentos de padronizacdo (tempo de incubagdo ideal e concentragdo de
proteina ideal para o célculo da atividade ectonucleotidasica), os resultados foram analisados
pela reta de regressdo do tipo linear simples, utilizando o coeficiente de determinagio (R* da
curva), para determinar a correlacdo (grau da relacdo linear) existente entre os eixos X e Y.
Foram considerados valores ideais de R* acima de 0,950 para que se pudesse confiar na

linearidade da reagdo.



4 - RESULTADOS



4.1 — Avaliacio do Peso Corpoéreo, Consumo Total de Aguae Racio dos Animais

Os dados referentes ao peso corpéreo dos animais no inicio e no final dos protocolos
experimentais estdo apresentados na Tabela 1, a seguir. Conforme pode ser observado, o peso
corporal dos animais no inicio do experimento ndo diferiu. No entanto, no final do protocolo
experimental, os animais do grupo controle e do grupo tratado com a menor dose de T4 (T4-
10) apresentaram peso significativamente maior em relagéo ao peso no inicio do experimento,
0 que ndo ocorreu com os animais dos demais grupos estudados (T4-25, T4-50, T3-10 e
Hipotiroideo). Apesar de ndo haver diferenga significativa quanto ao peso final entre esses
dois grupos, nota-se um menor ganho de peso no grupo hipertiroideo (T4-10) em relacdo ao

grupo controle.

Tabela 1 — Peso inicial (Pi), peso final (Pf) e ganho de peso (A = Pf — Pi) dos animais.

Grupos Peso Inicial (g) Peso Final (g) A (P(;; Pi)
266,17 + 14,75
+ = ’ ’
Controle 241,50 £ 7,57 (n=6) (n=6)# 24,67
T4-10 246,12 £ 5,22 (n=8) | 259,12 £ 7,49 (n=8)# 13
241,06 + 17,34
- + = > ’ .
T4-25 246,04 + 19,56 (n=6) (n=6)* 4,98
T4-50 239,79 + 10,82 (n=6) | 248,57 + 17,25 (n=6) 8,78
T3-10 260,89 = 15,54 (n=4) | 250,57 £ 16,02 (n=4) -10,32
e e . 234,45 + 15,39
+ = ’ ’ -
Hipotiroideo 255,48 £ 26,96 (n=6) (n=6)** 21,03

Os resultados estdo expressos como Média = DP. n= nimero de animais por grupo. Os dados foram
analisados utilizando-se ANOVA seguida do teste de Tukey ou teste ¢t de Student. * p<0,05 e **
p<0,01 vs Grupo Controle e, # p<0,01 vs Peso Inicial do respectivo grupo.



O consumo total de 4gua e racdo também foi avaliado ao longo do periodo
experimental. Nos grupos hipertiroideos houve um maior consumo total, tanto de 4gua como
de racdo, em relacdo ao grupo controle, além deste consumo ter se mostrado diretamente
relacionado com a dose de hormdnio administrada, chegando a 1682,5g de ragdo e 2725mL
de dgua no grupo T4-50, em relacdo a 1414g e 1970mL no grupo controle. O oposto ocorreu
em relacdo ao grupo dos animais tireoidectomizados, que apresentou consumos de dgua e
racdo bastante inferiores (731g e 1500mL, respectivamente) em relagdo aos observados no

grupo controle.

4.2 — Analise da Razao Peso Ventricular (Ventriculos Direito e Esquerdo)/Peso
Corpoéreo nos Diferentes Grupos Estudados

A razdo peso ventricular do coragdo (Ventriculo Direito + Ventriculo Esquerdo)/peso
corpéreo, em mg/g, foi avaliada nos diferentes grupos experimentais: T4-10, T4-25, T4-50,
T3-10, Hipo e Hipo + T4-10 (Figura 3). Observa-se que todos os grupos tratados com
hormonio tiroideano seja com T3 ou T4, apresentaram um significativo aumento nesta razao,
em relacdo ao grupo eutiroideo. Esta razdo aumentou de maneira dose-dependente, obtendo
valor maximo (3,590 + 0,108 mg/g, n=6) na maior dose de T4 (T4-50). Além disso, € possivel
observar que o grupo que recebeu tratamento com T3 (T3-10) apresentou uma razao similar a
do grupo T4-50 (3,627 + 0,123 mg/g, n=6), indicando a maior eficiéncia do T3 em promover
hipertrofia cardiaca, com doses da ordem de cinco vezes inferiores as do T4. Com relagéo ao
grupo hipotiroideo observa-se a diminuicdo desta razio em comparagdo ao grupo controle
(1,818 = 0,107 mg/g no hipo, n=6 versus 2,338 + 0,093 mg/g no controle, n=6) — Fig. 3.
Quanto ao grupo que recebeu reposicdo hormonal apds a instalacdo do estado hipotiroideo

(Hipo + T4-10) este, teve sua hipertrofia significativamente superior ao grupo hipotiroideo



com valor de 2,488 + 0,181 mg/g (n=5) e muito semelhante a razio encontrada no grupo

controle (2,338 + 0,093 mg/g, n=6).
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Figura 3 - Razdo Peso Ventricular/Peso Corpdéreo dos diferentes grupos experimentais. Grupo
Controle (Cont.) — salina; T4-10 — 10ug de T4/100g de peso corpdreo; T4-25 — 25ug de T4/100g de
peso corpoéreo; T4-50 — 50ug de T4/100g de peso corpdreo; T3-10 — 3,5ug de T3/100g de peso
corporeo; Hipotiroideo (Hipo) — animais tireoidectomizados + metimazol + CaCl,; Hipo com
reposi¢do hormonal (Hipo — 2semanas + T4-10 — 2 semanas). O nimero em parénteses representa o
nimero de animais de cada grupo. Os resultados representam a Média + DP e foram analisados
utilizando-se ANOVA, seguida do teste de Tukey ou zeste t de Student. * vs Controle, p<0,001 e # vs
Hipotiroideo, p<0,001.

4.3 — Avaliacio da Freqiiéncia Cardiaca e da Pressao Arterial Sistélica

Os dados de frequéncia cardiaca (FC) e pressdo arterial sistdlica (PAS) foram
acompanhados ao longo dos tratamentos (Figuras 4 e 5, respectivamente). Podemos observar
que os grupos que receberam hormdnio tiroideano (10, 25 ou 50 vezes a dose fisiologica de
T4) apresentaram um aumento progressivo da FC, a qual no dltimo dia de tratamento
mostrou-se significativamente elevada em todos os grupos hipertiroideos, em relacdo ao

grupo controle (422,57 £ 13,50 bpm no grupo T4-10, n=5; 549,12 £+ 12,05 bpm no grupo T4-



25, n=6 e; 536,63 * 83,92 bpm no grupo T4-50, n=6). Paralelamente, o grupo Hipo
apresentou significativa diminui¢do da FC, no entanto, apds a reposi¢do de T4 (grupo Hipo +
T4-10) observou-se um rdpido aumento da FC destes animais, chegando a valores que
ultrapassaram os do grupo controle, sendo significativamente superiores a estes (Figura 4).
Com relagdo a PAS, esta se mostrou aumentada nos grupos tratados com hormdénio
tiroideano e diminuida no grupo hipo (Figura 5). No final do tratamento, os grupos tratados
com as maiores doses de T4 (T4-25 e T4-50) apresentaram aumento significativamente
superior ao grupo controle, com 166,37 = 10,95 mmHg (n=6) no grupo T4-25 e 196,01 £
27,33 mmHg (n=6) no grupo T4-50, em comparag@o ao grupo controle com 130,40 * 3,66
mmHg (n=5). Com relacdo ao grupo hipotiroideo e hipo + T4-10, a PAS apresentou-se
significativamente diminuida em relagdo ao grupo controle (112,80 * 8,39 mmHg; n=5 no
hipo e 106,87 + 13,55 mmHg; n=5 no grupo hipo + T4-10, em relacdo a 130,40 = 3,66
mmHg; n=5 no grupo controle). A diminuic¢do da pressdo do grupo hipo + T4-10 perdurou até
mesmo apos 4 dias do inicio da reposi¢cdo hormonal, sendo revertida apenas no sexto dia da
reposi¢do de T4 (ou 21° dia de tratamento), voltando entdo a niveis muito semelhantes ao
grupo controle, com PAS de 139,99 £ 17,90 mmHg; n=5 para o grupo reposi¢do hormonal e

143,80 + 2,37 mmHg; n=>5 para o grupo controle.
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Figura 4 — Evolugdo da Freqiiéncia Cardiaca (bpm) nos diferentes grupos experimentais. Grupo
Controle — salina (n=5); T4-10 — 10ug de T4/100g de peso corpéreo (n=5); T4-25 — 25ug de T4/100g
(n=6); T4-50 — 50ug de T4/100g (n=6); Hipotiroideo — animais tireoidectomizados + metimazol +
CaCl, (n=5) e Hipo + T4-10 — animais hipotiroideos (14 dias) + T4-10 (14 dias) (n=5). Os dados estdo
apresentados como Média £ DP e foram comparados no dia 15 utilizando-se a ANOVA, seguida do
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Figura 5 — Evolucdo da Pressdo Arterial Sistélica (mmHg) nos diferentes grupos experimentais.
Grupo Controle — salina (n=5); T4-10 — 10ug de T4/100g de peso corpéreo (n=5); T4-25 — 25ug de
T4/100g (n=6); T4-50 — 50ug de T4/100g (n=6); Hipotiroideo — animais tireoidectomizados +
metimazol + CaCl, (n=5) e Hipo + T4-10 — animais hipotiroideos (14 dias) + T4-10 (14 dias) (n=5).
Os dados estdo apresentados como Média + DP e foram comparados no dia 15 utilizando-se a
ANOVA, seguida do teste de Tukey ou teste t de Student. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 vs

Controle.
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4.4 — Dosagens Séricas

As dosagens séricas hormonais dos grupos controle, T4-10, T4-25, T4-50, T3-10,
Hipotiroideo e Hipo + T4-10 estdo apresentadas na Tabela 2. Conforme pode ser observado,
0s animais que receberam tratamento com hormonio tiroideano apresentaram niveis
significativamente aumentados de T3 e T4 totais no soro. E de se notar também que no grupo
T3-10 a concentra¢do de horménio T3 foi muito similar a encontrada no grupo T4-10, porém
a concentracdo de hormonio T4 esteve inferior a 0,01 ng/mL neste grupo.

Por outro lado, os ratos submetidos a tireoidectomia apresentaram uma intensa
diminui¢do dos hormonios tiroideanos, chegando a valores menores que 0,01 ng/mL para
ambos. No entanto, o grupo que recebeu reposicdo hormonal apds a tireoidectomia, embora
tivesse apresentado niveis de T3 similares aos niveis basais encontrados no grupo eutiroideo,
obteve niveis de T4 significativamente superiores aos encontrados no grupo controle (Tabela
2).

Estes resultados referentes as dosagens hormonais, em paralelo com os dados
hemodindmicos jd apresentados previamente, e ainda os dados de trofismo cardiaco

confirmam a eficdcia dos protocolos experimentais de indug@o ao hiper e ao hipotiroidismo.



Tabela 2 — Dosagens séricas de T3 e T4.

N (niimero de

Grupos animais) T3 (ng/mL) T4 (ng/mL)
Controle 7 0,89 +0,18 79,56 4,34
T4-10 7 1,37 £ 0,25% 108,13 £ 19,09%*
T4-25 7 1,63 £ 0,33%*%* 115,30 £ 12,13%%%*
T4-50 7 1,72 £ 0,30%** 109,05 £ 17,57**
T3-10 5 1,40 £0,11* <0,01%**
Hipotiroideo 10 <0,01%** <0,01%**
Reposicao
Hormonal 4 1,10 £ 0,08# 94,21 £ 3,36%**#

(Hipo+T4-10)

Os resultados estdo expressos como Média + DP. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA
seguida do teste de Tukey ou teste ¢ de Student. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 vs Controle; #
p<0,001 vs Hipotiroideo

4.5 — Analise Histologica do Coracao

Seccdes transversas representativas de coracdes dos grupos controle, hipotiroideo e
hipertiroideo com a maior dose (T4-50) encontram-se apresentadas na Figura 6. A anélise
comparativa da morfologia do coracio desses trés grupos experimentais mostra nitidamente o
intenso efeito que o hormodnio tiroideano apresenta sobre o trofismo deste tecido muscular.
Assim, o coragdo do animal hipotiroideo apresentou uma marcante atrofia do musculo

cardiaco, contrariamente ao observado no grupo hiper, cujo coragcdo mostrou-se claramente

hipertrofiado em relacéo ao controle.



Hipotiroideo Controle T4-50

Figura 6 — Fotomicrografias representativas dos coracdes de 3 diferentes grupos experimentais
estudados: Grupo Controle — salina; T4-50 — 50ug de T4/100g de peso corpdreo e Hipotiroideo —
animais tireoidectomizados + metimazol + CaCl,. Coloragao do tipo HE.

4.6 — Analise da Atividade Enzimatica nas Fracoes Subcelulares (Solivel e Microssomal)
4.6.1 - Padronizacao das Condicoes Ideais

Encontram-se, a seguir, os resultados referentes as curvas inicialmente realizadas, a
partir das quais o tempo de incubagdo e a concentracdo de proteina ideais, das duas fracoes
subcelulares (solivel e microssomal), foram escolhidos assegurando a linearidade da reacdo,

como descrito anteriormente na secao ‘“Material e Métodos™.

4.6.1.1 — Quanto a Fracao Solavel (FS): Hidroélise de ATP, ADP e AMP

A seguir, na Figura 7, estdo demonstrados os resultados de padronizacdo do tempo e
concentragdo de proteina na FS para cada um dos substratos estudados.

Para a curva de tempo da hidrélise de ATP, a FS foi incubada com tempos que
variaram de 4 a 12 minutos com uma concentracio fixa de 90ug de proteina, como pode ser
observado na Figura 7A. Para a curva de proteina da hidrdlise de ATP, a FS foi incubada com

diferentes concentracdes de proteina que variaram entre 80 e 120ug, num tempo determinado



de 10 minutos, estipulado com base na curva anterior. A hidrélise de ATP foi linear durante o
tempo de incubacdo percorrido, e até pelo menos a concentragdo de 110ug de proteina (Figura
7B). Na FS houve a hidrélise de ATP com uma atividade especifica (AE) de 26,11 £ 1,85
nmol de Pi/min/mg de proteina na curva de tempo (n=3) e uma AE de 20,09 £ 1,03 nmol de
Pi/min/mg de proteina na curva de proteina (n=3).

Para a curva de tempo da hidrélise de ADP, a FS foi incubada com tempos que
variaram de 22 a 34 minutos, com uma concentracio fixa de 90ug de proteina (Figura 7C).
Para a curva de proteina da hidrélise de ADP, a FS foi incubada com diferentes concentracdes
de proteina que variaram entre 90 e 120pg, num tempo determinado de 30 min, estipulado
com base na curva anterior. A hidrélise de ADP foi linear durante todo o tempo de incubacido
percorrido (22 a 34 min), assim como para as diferentes concentragcdes de proteina incubadas
(Figuras 7C e 7D). Na FS houve a hidrélise de ADP com uma AE de 12,54 + 0,74 nmol de
Pi/min/mg de proteina na curva de tempo (n=3) e uma AE de 11,99 * 1,32 nmol de Pi/min/mg
de proteina na curva de proteina (n=3).

Para a curva de tempo da hidrélise de AMP, a FS foi incubada com tempos que
variaram de 32 a 48 minutos, com uma concentracdo fixa de 90ug de proteina (Figura 7E).
Para a curva de proteina da hidrélise de AMP, a FS foi incubada com diferentes
concentracdes de proteina que variaram entre 80 e 120ug, num tempo determinado de 40 min,
estipulado com base na curva anterior. A hidrélise de AMP € linear até pelo menos o tempo
de 44 min de incubacdo e linear para as diferentes concentracdes de proteina incubadas
(Figuras 7E e 7F). Na FS houve a hidrélise de AMP com uma AE de 17,08 £ 2,74 nmol de
Pi/min/mg de proteina na curva de tempo (n=3) e uma AE de 15,68 + 1,44 nmol de Pi/min/mg

de proteina na curva de proteina (n=3).
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Figura 7 — Padronizacdo do tempo de incubacdo (2 esquerda) e da concentragdo de proteina (a direita)
ideais para a avalia¢do da hidrdlise dos nucleotideos: ATP (A e B), ADP (C e D) e AMP (E e F) na
Fracio Solivel. Os dados estdo representados como Média = DP. Foram realizados 3 experimentos
para cada curva e substrato.



4.6.1.2 — Quanto a Fracao Microssomal (FM): Hidrolise de ATP, ADP e AMP

Os dados representativos da padronizacdo realizada na FM estdo representados, a
seguir, na Figura 8.

Para a curva de tempo da hidrélise de ATP, a FM foi incubada com tempos que
variaram de 0,5 a 2,5 minutos e com uma concentracio fixa de 20ug de proteina, como pode
ser observado na Figura 8A. Para a curva de proteina da hidrélise de ATP, a FM foi incubada
com diferentes concentragdes de proteina que variaram entre 10 e 30ug, num tempo
determinado de 1,5 min, estipulado conforme curva anterior (Figura 8B). A hidrdlise de ATP
foi linear durante todo o tempo de incubagdo percorrido (0,5 a 2,5 min), porém para as
diferentes concentragdes de proteina incubadas, a reacdo foi linear até a concentracio de 25ug
(Figuras 8A e 8B). Na FM houve a hidrélise de ATP com uma AE de 2011,05 £ 282,30 nmol
de Pi/min/mg de proteina na curva de tempo (n=3) e uma AE de 4259,45 + 389,38 nmol de
Pi/min/mg de proteina na curva de proteina (n=3).

Para a curva de tempo da hidrdlise de ADP, a FM foi incubada com tempos que
variaram de 6 a 14 minutos e com uma concentracio fixa de 20ug de proteina, como pode ser
observado na Figura 8C. Para a curva de proteina da hidrélise de ADP, a FM foi incubada
com diferentes concentragdes de proteina que variaram entre 10 e 40ug, num tempo
determinado de 10 min, estipulado conforme curva anterior (Figura 8C). A hidrélise de ADP
foi linear durante todo o tempo de incubagdo percorrido (6 a 14 min), assim como para as
diferentes concentracdes de proteina incubadas (Figuras 8C e 8D). Na FM houve hidrélise de
ADP com uma AE de 395,30 + 43,55 nmol de Pi/min/mg de proteina na curva de tempo
(n=3) e 404,04 + 60,74 nmol de Pi/min/mg de proteina na curva de proteina (n=3).

Para a curva de tempo da hidrélise de AMP, assim como para a hidrélise de ADP, a
FM foi incubada com tempos que variaram de 6 a 14 minutos, porém com uma concentracao

fixa de 40pg de proteina, como pode ser observado na Figura 8E. Para a curva de proteina da



hidrélise de AMP, a FM foi incubada com diferentes concentracdes de proteina que variaram
entre 30 e 60ug, num tempo determinado de 10 min, estipulado na curva anterior (Figura 8F).
A hidrdlise de AMP foi linear durante todo o tempo de incubagdo (6 a 14 min), assim como
para as diferentes concentragdes de proteina incubadas (Figuras 8E e 8F). Na FM houve
hidrélise de AMP com uma AE de 184,70 £ 9,86 nmol de Pi/min/mg de proteina na curva de

tempo (n=3) e 212,80 + 19,03 nmol de Pi/min/mg de proteina na curva de proteina (n=3).
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Figura 8 — Padronizacio do tempo de incubacdo (a esquerda) e da concentrag@o de proteina (& direita)
ideais para a avaliagdo da hidrdlise dos nucleotideos ATP (A e B), ADP (C e D) e AMP (E e F) na
Fracio Microssomal. Os dados estdo representados como Média = DP. Foram realizados 3
experimentos para cada curva e substrato.

Os experimentos referentes a padronizacio foram realizados no sentido de estabelecer
as exatas condi¢des (tempo de incubagdo e concentrag@o de proteina incubada) em que a etapa
experimental propriamente dita deveria ser realizada, sendo, portanto indispensdvel para a
fase posterior — a fase de avaliacdo do efeito dos tratamentos. Uma vez estabelecidas estas
condicdes, deu-se inicio a fase experimental, ou seja, a andlise da atividade enzimdtica das
fracdes isoladas de tecido cardiaco em condi¢des controle e apds tratamento (hipertiroidismo
— T4 em diferentes doses e T3, hipotiroidismo e, hipotiroidismo com reposi¢do de T4).

Diante dos resultados de padronizacdo obtidos para cada uma das fracdes estudadas
(FS e FM), a andlise da hidrélise dos nucleotideos nas diferentes situacdes experimentais de

tratamento utilizou como condicao ideal os seguintes parametros:

» Na Fracao Solavel
- tempo de 10 minutos e 100ug de proteina para ATP
- tempo de 30 minutos e 100ug de proteina para ADP

- tempo de 40 minutos e 100ug de proteina para AMP



» Na Fracao Microssomal
- tempo de 1,5 minutos e 20ug de proteina para ATP
- tempo de 10 minutos e 25ug de proteina para ADP

- tempo de 10 minutos e 40ug de proteina para AMP

4.6.2 — Efeito do Hipertiroidismo (utilizando T4) nas Atividades Ectonucleotidasicas das
Fracoes Solivel e Microssomal

A atividade das E-NTPDases (hidrélise de ATP ¢ ADP) e da ecto-5’-nucleotidase
(hidrélise de AMP) nas fragdes subcelulares (FS e FM), apds o tratamento dos animais com
diferentes concentragdes de hormonio tiroideano (10ug, 25ug e S0ug de T4/100g de peso
corpdreo), estd representada na Figura 9.

Podemos observar que na FS houve um aumento significativo (p<0,001) da hidrélise
de ATP apenas no grupo T4-50, em relagdo ao grupo controle (24,06 = 1,23 versus 19,72 +
1,77 nmol de Pi/min/mg de proteina no grupo controle). Com relacdo a hidrélise de ADP na
FS, todos os grupos experimentais tratados com hormdnio tiroideano (T4-10, T4-25 e T4-50)
apresentaram um comportamento similar ao grupo controle, o qual teve uma AE de 10,35 *
0,90 nmol de Pi/min/mg de proteina. Por fim, com relacdo & hidrélise de AMP, observou-se
uma diminuicdo na AE, de maneira dose dependente, nos grupos T4-10, T4-25 e T4-50,
porém esta diminui¢do tornou-se significativamente diferente do grupo controle apenas nos
grupos T4-25 e T4-50 (11,43 = 1,29 e 10,57 £ 1,66, respectivamente, em comparacdo a 13,30
+ 1,34 nmol de Pi/min/mg de proteina no grupo controle.

Para a FM podemos observar que, estatisticamente, nada ocorreu em relacdo a

hidrélise de ATP, ADP e AMP (Figura 9A-C, barras listradas).
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Figura 9 - Efeito de diferentes graus de Hipertiroidismo (induzidos por T4) sobre a hidrélise dos
nucleotideos ATP (A), ADP (B) e AMP (C) nas Fracdes Solivel e Microssomal de coracdo. Grupo
Controle (salina); T4-10 — 10ug de T4/100g de peso corpéreo; T4-25 — 25ug de T4/100g de peso
corporeo e T4-50 — 50ug de T4/100g de peso corpdreo. Barras em preto representam a hidrélise dos
nucleotideos na FS e barras listradas representam a hidrélise dos nucleotideos na FM. O nimero em
parénteses representa o nimero de experimentos das fracdes solivel e microssomal, respectivamente.
Os resultados estdo apresentados como Média = DP e foram analisados utilizando-se ANOVA,
seguida do teste de Tukey. * vs Controle, p<0,05; ** vs Controle, p<0,01; *** vs Controle, p<0,001.

4.6.3 — Efeito do Hipertiroidismo (utilizando T3) nas Atividades Ectonucleotidasicas das
Fracoes Solavel e Microssomal

Considerando os mecanismos utilizados pelo T4 e pelo T3 para exercer um
determinado efeito bioldgico, para estabelecer uma comparacio entre estas duas moléculas, o
efeito do T3 (10 vezes a dose fisiologica) sobre a atividade ectonucleotiddsica foi também
avaliada. A atividade especifica das enzimas responsaveis por hidrolisar ATP e ADP (E-
NTPDases) e AMP (ecto-5’-nucleotidase) nas Fragcdes Solivel e Microssomal, apds o
tratamento dos animais com T3, na dose de 3,51ug de T3/100g de peso corpdreo, estd

apresentada na Figura 10.



O tratamento com o T3 praticamente em nada alterou a hidrélise dos nucleotédeos em
ambas as fragdes (solivel e microssomal), quando comparada a do grupo controle. Apenas
com relacdo a hidrdlise de ATP na FS houve um aumento significativo (p<0,05) da AE (22,86
+ 2,69 versus 19,72 * 1,77 nmol de Pi/min/mg de proteina no grupo controle).

Quanto a FM do grupo T3-10, embora se note uma pequena tendéncia ao aumento da
AE quanto a hidrdlise de ATP, novamente ndo ocorreu alteracdo estatisticamente significativa
na hidrélise do ATP, ADP e AMP, como j4 havia sido anteriormente observado (Figura 9) em

todas as diferentes doses de T4.
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Figura 10 - Efeito do T3 sobre a hidrdlise dos nucleotideos ATP (A), ADP (B) e AMP (C) nas
Fracdes Soluvel e Microssomal de coragdo. Grupo Controle (salina); T3-10 — 3,5ug de T3/100g de
peso corpéreo. Barras em preto representam a hidrdlise dos nucleotideos na FS e barras listradas
representam a hidrdlise dos nucleotideos na FM. O nimero em parénteses representa o nimero de
experimentos das fragdes solivel e microssomal, respectivamente. Os resultados estdo apresentados
como Média + DP e foram analisados utilizando-se o feste t Student. * vs Controle, p<0,05.



4.6.4 — Efeito do Hipotiroidismo e da Reposicao Hormonal de T4-10 sobre as Atividades
Ectonucleotidasicas das Fracoes Soluvel e Microssomal

A atividade das E-NTPDases (hidrolise de ATP e ADP) e da ecto-5’-nucleotidase
(hidrdlise de AMP) nas fracdes subcelulares (FS e FM), apés o tratamento dos animais
tireoidectomizados (hipotiroideos, tratados com 0,05% de metimazol e 4,5mM de CaCl,) e
dos animais submetidos ao hipotiroidismo com posterior reposi¢do hormonal (hipo + T4-10),
estd apresentada na Figura 11.

A FS do grupo hipotiroideo mostrou um aumento significativo (p<0,001) da hidrdlise
de ATP, em relagdo ao grupo controle (24,89 £ 1,57 versus 19,72 + 1,77 nmol de Pi/min/mg
de proteina). Com relacdo a hidrélise de ADP na FS, ndo houve qualquer alteracdo em relacio
ao grupo controle. J4 no que diz respeito a hidrdlise de AMP na FS, observou-se novamente
um aumento significativo (p<0,001) na atividade do grupo hipotiroideo em relacdo ao grupo
controle (21,57 £ 1,73 versus 13,30 1,34 nmol de Pi/min/mg de proteina).

Quanto ao grupo hipo com reposi¢do de T4-10, € possivel observar que, na FS, a
hidrélise de ATP ndo s6 se apresentou significativamente aumentada em relacdo ao grupo
controle (p<0,001), como também em relacdo ao grupo hipotiroideo (p<0,05) com AE de
28,19 + 2,35 nmol de Pi/min/mg de proteina. Na hidrélise de ADP obervou-se também um
aumento significativo (p<0,001) da AE do grupo hipo + T4-10 em relacéo ao grupo controle e
hipotiroideo, com AE de 14,03 £ 1,46 nmol de Pi/min/mg de proteina. Por outro lado, com
relacdo a hidrélise de AMP, nota-se uma diminui¢do significativa da atividade especifica em
relacdo ao grupo hipotiroideo (p<0,001). Esta diminuicdo da AE do grupo hipo + T4-10
retornou a um valor de atividade semelhante ao do grupo controle com AE de 14,45 + 2,07
versus 13,30 *+ 1,34 nmol de Pi/min/mg de proteina no controle.

Para a FM podemos observar que a cascata enzimdtica responsavel por hidrolisar os

nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) estd inteiramente ativada no grupo que apresenta



privacdo de hormonio tiroideano (hipotiroideo). Na hidrélise de ATP a atividade especifica
deste grupo foi aumentada significativamente (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (4289,61
+ 248,33 versus 3737,34 + 342,92 nmol de Pi/min/mg de proteina no controle). Quanto a
hidrélise de ADP observou-se também um aumento significativo (p<0,001) na atividade
especifica do grupo experimental (567,75 + 83,36 comparado a 402,51 * 79,23 nmol de
Pi/min/mg de proteina no controle). Por fim, a hidrélise de AMP da FM do grupo hipotiroideo
também foi aumentada significativamente (p<0,01) em relacdo ao controle (299,20 + 43,96
versus 224,48 + 37,70 nmol de Pi/min/mg de proteina no controle).

Quanto ao grupo hipo + T4-10, é possivel observar que, na FM, apesar da hidrélise de
ATP nao ser significativamente diferente do controle, esta ainda se apresentou um pouco
elevada (4121,42 + 227,18 nmol de Pi/min/mg de proteina) e proxima aos valores do grupo
hipotiroideo. Ao contrario do observado na hidrélise de ATP, a hidrdlise de ADP neste grupo
se mostrou muito semelhante ao controle e com uma diminui¢fo significativa (p<0,01) na AE
quando comparada ao grupo hipotiroideo apresentando AE de 413,47 + 69,36 nmol de
Pi/min/mg de proteina. Por fim, com relacdo a hidrdélise de AMP nada ocorreu do ponto de
vista estatistico, todavia observa-se, assim como na hidrélise de ATP, que a AE do grupo hipo
+ T4-10 ainda se apresentou um pouco elevada (269,28 £ 17,05 nmol de Pi/min/mg de
proteina) em relacdo ao grupo controle (224,48 £ 37,70 nmol de Pi/min/mg de proteina),
porém diminuida em relacdo ao grupo hipotiroideo (299,20 £ 43,96 nmol de Pi/min/mg de

proteina).
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Figura 11 - Efeito do Hipotiroidismo e da Reposicio Hormonal de T4 sobre a hidrdlise dos
nucleotideos ATP (A), ADP (B) e AMP (C) nas Fragdes Solivel e Microssomal de cora¢do. Grupo
Controle; Hipotiroideo — ratos tireoidectomizados + metimazol + CaCl, e Reposi¢do Hormonal — ratos
hipotiroideos (2 semanas) + T4-10 (2 semanas). Barras em preto representam a hidrélise dos
nucleotideos na FS e barras listradas representam a hidrélise dos nucleotideos na FM. O nimero em
parénteses representa o nimero de experimentos das fracdes solivel e microssomal, respectivamente.
Os resultados estdo apresentados como Média £ DP e os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA, seguida do teste de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 vs Controle; $ p<0,05, #
p<0,01 e # # p<0,001 vs Hipotiroideo.

4.6.5 — Razao de Hidrolise ATP:ADP nas Fracoes Solivel e Microssomal

Considerando o previamente exposto na se¢io “Introducio”, referente a associag¢do de
um tipo especifico de NTPDase com base na razao de hidrélise ATP/ADP (ZIMMERMANN,
2001) a razdo de hidrdlise em ambas as fracdes (FS e FM) das atividades ecto-ATPdsica e
ecto-ADPéasica de cada um dos grupos estudados (Controle, T4-10, T4-25, T4-50, T3-10,
Hipotiroideo e Hipotiroideo + T4-10) foi calculada e estd apresentada na Tabela 3. Nota-se
que esta razdo manteve-se constante e praticamente similar a do grupo controle,
independentemente do protocolo experimental utilizado, seja nos grupos induzidos ao

hipertiroidismo ou ao hipotiroidismo com ou sem reposi¢do hormonal (Tabela 3).



Tabela 3 — Razdo ATPase/ADPase na Fracdo Solivel e Microssomal, baseada na atividade especifica

(nmol de Pi liberado/min/mg de proteina) dos diferentes grupos estudados.

FRACAO SOLUVEL FRACAO MICROSSOMAL
RAZAO RAZAO
GRUPOS ATP ADP ATP:ADP ATP ADP ATP:ADP

19,72+ 1,77 | 10,35+ 0,90 373734 + 402,51 +

Controle (n=9) (n=10) 1,90 342,92 (n=8) | 79,23 (n=11) 2,28
20,66+ 1,47 | 10,27+ 1,56 4083,55 + 411,97 +

T4-10 (n=7) (n=9) 2,01 319,72 (n=6) | 54,29 (n=8) 9.91
1901+ 1,67 | 9,73+1,22 376529 + 378,73 +

T4-25 (n=6) (n=8) 1,95 324,57 n=8) | 18,91 (n=7) 9.94
24,06 +1,23 | 10,31+ 1,19 4042,81 + 365,40 +

T4-50 (n=6) (n=8) 2,33 378,77 n=8) | 50,33 (n=7) 11,06
22,86+2,69 | 10,83 + 1,65 3943,53 + 414,71 +

T3-10 (n=6) (n=5) 211 391,53 (n=6) | 66,01 (n=7) 9,51
e 24,89+ 1,57 | 10,69+ 1,23 4289,61 + 567,75 +

Hipotiroideo (n=7) (n=7) 2,33 248,33 (n=4) | 83,36 (n=7) 7,56

ﬁf}gi’i‘iﬁ 28194235 | 14,03+ 146 - 412142+ | 41347+ 007

(Hipo + T4.10) (n=5) (n=5) ’ 227,18 1=3) | 69,36 (n=5) :

Os resultados estdo expressos como Média + DP. n= niimero de experimentos.



4.7 — Analise da Expressao Protéica da Enzima Ecto-5’-Nucleotidase nas Fracoes Soluvel
e Microssomal — Resultados Preliminares

Com o intuito de avaliar se alteracdes na atividade enzimdtica da 5’-nucleotidase
promovidas por um determinado modelo experimental poderiam estar relacionadas a alteracio
nos niveis protéicos da enzima, experimentos de Western Blotting foram realizados. A
imagem de um imunoblot representativo encontra-se apresentada na Figura 12 (A e B).

Inicialmente, foi avaliada, através dos experimentos de Western-Blotting, a expressao
protéica da enzima ecto-5’-nucleotidase nas duas fra¢des subcelulares extraidas de coragdes
de animais sem qualquer tratamento. A expressdo da enzima nas duas fracdes pode ser
observada na Figura 12A. A andlise desta figura mostra que na FS a expressdo protéica da 5’-
NT € menor quando comparada aquela encontrada na FM. Estes resultados comprovam, de
certa forma, a eficiéncia do protocolo de isolamento das fragdes subcelulares, uma vez que é
na fracdo microssomal que € encontrada a maior quantidade de proteina, em relacdo a soluvel.

A expressao protéica referente as duas fracdes (FS e FM) em grupos experimentais nos
quais se observou altera¢do quanto a atividade enzimdtica, em relagdo ao grupo controle, foi
avaliada, ou seja, grupos: controle, T4-50 e hipotiroideo. Novamente se observa que no grupo
controle a banda relativa & FM € mais intensa em relagdo a da FS (Figura 12B). Ainda,
embora que preliminares, os resultados parecem mostrar um pequeno aumento da expressiao
da enzima no grupo Hipo, na FS e, contrariamente uma diminui¢c@o neste grupo na FM. Estes
experimentos deverdo, portanto, ser repetidos por mais 2 vezes no minimo, para que qualquer
analise mais apurada desses resultados possa ser realizada, ap6s a quantificacdo das bandas e

a comparacdo em relacdo ao respectivo grupo controle.
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Figura 12 — Expressdo protéica da enzima ecto-5’-nucleotidase nas fra¢des soltiivel e microssomal.
A — Padronizacdo da concentra¢do do anticorpo anti 5’-NT e da expressdo protéica desta enzima em
cada uma das fra¢oes (FS e FM) em rato controle. B — Resultado preliminar da expressdo protéica da
5’-NT nos grupos Controle (salina), T4-50 — 50ug de T4/100g de peso corpdreo e Hipotiroideo — ratos
tireoidectomizados + metimazol + CaCl,, realizado nas fragdes soltivel e microssomal de cada um dos
grupos.



5 - DISCUSSAO



Os hormoénios tiroideanos (T4/T3) sabidamente desempenham intensos efeitos no
sistema cardiovascular e, alteracdes nos niveis destes hormonios como, por exemplo, no
hipotiroidismo e hipertiroidismo podem levar a disfuncdes severas neste sistema (KLEIN &
OJAMAA, 2001). Além disso, devido a presenga de receptores nucleares para o horménio
tiroideano no coraco, este 6rgao se torna um dos principais alvos de acdo do HT, uma vez
que os disturbios cardiovasculares correspondem aos primeiros e principais eventos
deflagrados no hiper e hipotiroidismo (KAHALY & DILLMANN, 2005). Esta acdo pode se
dar diretamente, através da ativacdo de genes sensiveis a iodotironinas (a¢do gendmica)
(DILLMANN, 2002) ou indiretamente, através da rdpida ativacdo de cascatas intracelulares
de sinalizacdo (a¢do nao-gendmica) (DAVIS & DAVIS, 2002).

Os nucleotideos de adenina, presentes em quantidades varidveis no espaco extracelular
do sistema cardiovascular, desempenham importantes fun¢des (alteragdes no funcionamento
cardiaco, respostas vasomotoras, ativacdo plaquetdria e processos inflamatérios) ao interagir
com receptores especificos do tipo purinérgico (BURNSTOCK, 2006). A variedade de
respostas (desencadeadas pela sinalizacdo purinérgica), mediadas por estes receptores, nao
depende somente do tipo de receptor ativado (P1, P2X ou P2Y), mas também da célula com a
qual este nucleotideo/nucleosideo extracelular interagiu. A concentracido extracelular destes
nucleotideos/nucleosideo de adenina é regulada pela complexa cascata de ecto-enzimas e
enzimas soldveis que hidrolisam completamente o nucleotideo trifosfato (ZIMMERMANN,
2001; ROBSON et al., 2006). Porém, ndo menos importante que isto, as endonucleotidases
também controlam a concentragdo extracelular destas moléculas, ja que estes compostos t€m a
capacidade de serem transportados através da membrana plasmatica.

Desta forma, pelo fato do HT e dos nucleotideos de adenina desempenharem
importantes ag¢des no sistema cardiovascular foi verificado, neste estudo, a influéncia dos

hormdnios tiroideanos na cascata enzimatica responsavel por hidrolisar os nucleotideos de



adenina (ATP, ADP e AMP) até a formacdo de adenosina, utilizando como modelo fragdes
subcelulares (fragdo soldvel e microssomal) cardiacas.

Porém, antes mesmo da verificagdo do efeito do hormonio na atividade enzimatica,
foram verificados alguns parimetro importantes para a caracterizacido do modelo

experimental utilizado.

5.1 - Modelo de Hipertiroidismo e Hipotiroidismo Experimental

Neste item serdo feitas consideracdes importantes do modelo estudado. Desta forma, a
andlise de parametros como peso corpdreo, dgua e ragdo, juntamente com a hipertrofia
cardiaca, dosagem sérica dos hormonios (T3 e T4) e aqueles relacionados as alteragcdes
hemodinamicas (PAS e FC), servem como um importante indicio para a confirmacido do
estado eutiroideo, hipertiroideo ou hipotiroideo em que se encontravam os animais e claro, a
eficiéncia do protocolo experimental. Diversos estudos contendo este tipo de abordagem ja
foram realizados (FOLEY etr al., 2001; KUZMAN et al., 2005), inclusive estudos
recentemente desenvolvidos por nosso grupo (HU et al., 2003; ANJOS-RAMOS et al., 2006;

CARNEIRO-RAMOS et al., 2006).

Com relagdo a caracterizagdo do modelo, vimos que os animais do grupo controle, ao
longo do tempo, como esperado, ganharam peso, uma vez que com a idade o metabolismo
basal desses animais é diminuido, gastando menos energia e desenvolvendo aumento do peso
corpéreo. Outro ponto importante é que esses animais s@o adultos jovens e, portanto, estdo de
certa forma em crescente desenvolvimento. Os animais dos grupos tratados com hormoénio
tiroideano ndo apresentaram diminui¢do do peso final em relacdo ao peso inicial, mas como

esperado, tiveram uma diminui¢cdo do ganho de peso, ou até perda do mesmo, uma vez que o



HT tem como um dos seus principais efeitos o aumento do metabolismo basal em geral
(YEN, 2001), modulando a atividade mitocondrial das células: consumo de oxigénio e
capacidade bioenergética (GOLDENTHAL et al., 2004). Todavia, poderia ser esperado que
ao menos o grupo tratado com a maior dose de HT (T4-50) tivesse uma diminuicdo
consideravel do peso final em comparacio ao peso inicial. Isso ndo foi evidenciado, mas pode
ser explicado pelo grande aumento do consumo de &dgua e racdo, que ocorre Como
conseqiiéncia da adaptacdo desses animais ao aumento do metabolismo, ou seja, consomem
muito mais do que gastam. No estado hipotiroideo o aumento de peso € caracteristico, uma
vez que os animais nesse estado apresentam uma diminui¢do do metabolismo basal pela falta
de HT. Por outro lado, estando os niveis de T3 e T4 diminuidos ou até ausentes, uma das
principais funcdes destes hormonios, que € a de estimular a sintese protéica de maneira geral,
fica absolutamente comprometida (KLEIN & OJAMAA, 2001; TANG et al., 2005), o que
pode explicar a diminui¢do de peso que algumas vezes se observa neste modelo experimental,
como ocorreu em nosso estudo.

Neste trabalho foram avaliados ainda alguns parimetros hemodindmicos, como
freqiiéncia cardiaca (FC) e pressao arterial sist6lica (PAS), ao longo de todo o tratamento. Os
resultados obtidos frente a estes parametros estdo de acordo com os encontrados na literatura
(YEN, 2001; KLEIN & OJAMAA, 2001) e mostram que os grupos tratados com hormonio
tiroideano tiveram a FC e a PAS aumentadas em relagdo ao grupo controle, ocorrendo o
inverso no grupo hipotiroideo, o que caracteriza o estado hiper e hipotiroideo,
respectivamente. Alguns trabalhos tém ainda mostrado uma importante interacdo dos HT com
o Sistema Renina-Angiotensina na modulacio destes pardmetros hemodinamicos (HU et al.,
2003; CARNEIRO-RAMOS et al., 2006).

Um outro parAmetro avaliado neste estudo foi a relagdo peso ventricular (Ventriculo

Direito + Ventriculo Esquerdo) — peso corpéreo, o qual d4 uma idéia do desenvolvimento ou



ndo da massa cardiaca, em relacdo ao crescimento ou ndao do animal. Todos os grupos que
receberam tratamento com HT (T4 ou T3) apresentaram aumento da massa cardiaca em
relacdo ao grupo eutiroideo, de maneira dose-dependente. A instalacdo da hipertrofia
evidencia o efeito do hormdnio tiroideano, capaz de promover um aumento total na sintese de
proteinas no tecido cardiaco, principalmente proteinas contriteis associadas aos
cardiomidcitos, células estas, responsaveis pela contracdo cardiaca. Esses resultados estdo de
acordo com trabalhos da literatura (FOLEY et al., 2001; DEGENS et al., 2003; KUZMAN et
al., 2005) e também com estudos ja publicados de nosso grupo que demonstraram um
aumento da hipertrofia cardiaca provocada pelo HT na dose de T4-10, seja com tratamento de
7 dias (HU et al., 2003; ANJOS-RAMOS et al., 2006) ou 14 dias (CARNEIRO-RAMOS et
al., 2006).

Assim, com base nos resultados discutidos previamente, tem-se a idéia da confirmagdo
do estado hipertiroideo, nos animais tratados com T4 e T3, ou hipotiroideo, nos animais
tireoidectomizados tratados com metimazol + CaCl,, além dos resultados referentes as

dosagens séricas, 0s quais corroboram os anteriores.

5.2 — Presenca das Ectonucleotidases nas Fracoes Subcelulares

Com o intuito de avaliar quais as condigdes ideais para a andlise posterior da atividade
enzimadtica nas diferentes situacdes experimentais, uma padronizacdo dos ensaios bioquimicos
foi previamente realizada. Assim, experimentos variando o tempo de incubagcdo ou a
concentragdo de proteina incubada para os diferentes nucleotideos (ATP, ADP e AMP) foram
realizados nas duas fracdes isoladas. No que se refere a concentracdo ideal do substrato, esta
ja havia sido previamente estabelecida nas duas fragdes subcelulares em trabalho anterior

realizado pelo grupo (SPIER & SARKIS, 2004).



Primeiramente foi demonstrado que tanto a FS como a FM hidrolisam os nucleotideos
ATP, ADP ¢ AMP, sugerindo a presenca das enzimas NTPDase e 5°-NT. E importante
salientar que a hidrélise dos nucleotideos (ATP, ADP e AMP) na FM foi mais acentuada que
na FS, considerando tanto a liberagdo de nmol de Pi como a atividade especifica. Isto se deve
ao fato de que na FM encontram-se especificamente as ecto-enzimas (enzimas de membrana),
embora ndo possa ser descartada a possivel existéncia das NTPDases 5 e 6, que estdo
associadas ao reticulo endoplasmatico ou aparelho de golgi e que ndo podem ser separadas no
isolamento das fragdes (WANG & GUIDOTTI, 1998). J4 na FS, além das ecto-enzimas em
solucdo (que podem ter sido originadas das membranas das células cardiacas, uma vez que o
estresse mecanico provocado pelo préprio processo de isolamento das fragdes pode romper a
ancoragem destas enzimas na membrana), encontra-se ainda uma série de outras enzimas (no
interior de organelas citoplasmaticas — nucleotidases e também circulantes (soldveis), no
intersticio do tecido), fazendo com que a quantidade de ectonucleotidases presentes nesta
fracdo seja muito menor.

De acordo com os resultados obtidos e considerando ainda a razdo de hidrélise destes
nucleotideos, podemos sugerir, com base na razdo da atividade especifica ATPase/ADPase,
qual o tipo de NTPDase envolvida (do tipo 1, 2 ou 3), de acordo com ZIMMERMANN
(2001). Assim, para a FS, a razdo ATPase/ADPase de 1,9 indicaria uma enzima NTPDase do
tipo 3, caracterizada por apresentar valores de razdo de hidrdlise entre 1 e 3 ou até mesmo a
NTPDase do tipo 8, que apresenta uma razdo de hidrélise de até 2 (BIGONNESSE et al.,
2004). Com relagdo a FM, a razdo ATPase/ADPase de 9,8 indicaria ser uma enzima NTPDase
do tipo 2, que se caracteriza por apresentar valores de razdo de hidrélise de até 30, ja que esta
enzima apresenta uma grande preferéncia por nucleotideos trifosfatos. Ainda na FS, hd que
considerar que as NTPDases intracelulares estdo em grande quantidade nesta fracdo e

contribuem bastante para a hidrdlise destes nucleotideos, apesar de terem uma maior



preferéncia para os nucleotideos difosfatos de uracila, guanina e citosina aos nucleotideos de
adenina (ROBSON et al., 2006).

Quanto a hidrélise do AMP, os resultados indicam para a presenca da enzima 5’-
nucleotidase também nas duas fracdes (FS e FM), apresentando a FM uma AE mais elevada,
0 que estd de acordo com a maior expressdo protéica observada nessa fracdo, avaliada nos
ensaios de imunobloting. A atividade da enzima 5’-nucleotidase € de fundamental
importincia para a formacgdo de adenosina, a qual exerce importante efeito cardio-protetor,
por atuar como molécula vasodilatadora, aliada ao fato de que o ATP (vasoconstritor e
citotéxico) e o ADP (agregador plaquetdrio), quando em concentra¢des elevadas, apresentam
uma série de efeitos prejudiciais, os quais se associam a intimeras condi¢les patoldgicas
(BURNSTOCK, 2006). Uma vez ocorrendo a hidrdlise dos nucleotideos ATP e ADP pela
NTPDase do tipo 2 e 3 e/ou 8, mais AMP é formado, de modo a aumentar ainda mais os

niveis do produto final (adenosina), favorecendo assim os efeitos protetores no coracao.

5.3 — Hormonio Tiroideano e Ectonucleotidases

Frente aos resultados de hidrélise do ATP e do ADP apds tratamento com o hormdnio
tiroideano, apenas no grupo T4-50 foi observado efeito da acdo deste horménio e, ainda
assim, restrito as enzimas da FS. Ja na FM, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa
nas hidrdlises do ATP, ADP e AMP. Considerando entdo que o T4 estimulou a atividade
ATPisica e inibiu a atividade AMP4sica na FS imagina-se que haja um aumento de ADP e
AMP intracelular. O ADP, principal agente recrutador de plaquetas por ativar receptores de
membrana do tipo P2Y; e P2Y|, presentes nas plaquetas (ANDRE et al., 2003), se
transportado para o meio extracelular, pode permanecer por mais tempo neste microambiente,

ja que a atividade ADP4sica das enzimas de membrana permaneceu com sua atividade basal,



o que facilitaria a agregacdo plaquetaria. Além disso, a diminui¢cdo dos niveis de adenosina no
tecido cardiaco, dada pela diminuicdo da atividade AMP4sica pode implicar na redugdo do
efeito cardioprotetor provocado por este nucleosideo, ja que, uma vez a adenosina formada,
age: promovendo vasodilatacio em leitos vasculares, através de receptores A2a e A2b
(VILLARREAL et al., 2003), inibindo a agregacdo de trombdcitos (BAKKER et al., 1994) e
ainda, através do receptor Al, atenuando a estimulagdo B-adrenérgica (VILLARREAL et al.,
2003) a hipertrofia cardiaca e a disfungdo miocardica (LIAO et al., 2003). Apesar disso, AMP
(anti-agregador plaquetdrio), se transportado para o meio extracelular, permanece por mais
tempo neste meio (j4 que a atividade AMPdsica da FM ndo foi alterada), diminuindo a
resposta inicialmente facilitada pelo ADP. Por outro lado, sabendo dos efeitos do HT em
provocar diminui¢do da resisténcia periférica e, portanto vasodilatacdo, estes talvez pudessem
explicar, pelo menos em parte, a diminuicdo na producio de adenosina, o que intensificaria
ainda mais o efeito vasodilatador.

Ao observarmos isoladamente os resultados obtidos nas fragdes subcelulares cardiacas
frente aos tratamentos com o hormonio tiroideano, a principio, eles parecem nido concordar
com outros resultados previamente obtidos por nosso grupo. CARNEIRO-RAMOS et al.
(2004) e BARRETO-CHAVES et al. (2006) demonstraram, em culturas primdrias de
cardiomidcitos de ratos neonatos, o aumento da atividade e da expressdo génica da 5°NT,
maior responsavel pela formacdo da adenosina, e ainda o aumento da atividade e expressao
génica da NTPDase 3, apdés tratamento com hormdnio tiroideano (T3). No entanto,
considerando que no presente estudo foi utilizado um modelo experimental distinto do
anterior, ou seja, fracdes subcelulares do tecido cardiaco ao invés de um tipo celular
especifico, é possivel que esta diferenca se deva, por exemplo, a um comportamento
diferenciado de outros tipos celulares presentes nas fracdes, j4 que se considera no atual

modelo a somatdria de todas as células presentes no tecido cardiaco (cardiomidcitos,



fibroblastos cardiacos, células endoteliais, células de defesa, entre outras). Além disso,
merece ser destacada aqui a importincia que os fibroblastos apresentam na formacdo do
tecido cardiaco, sendo responsaveis por 2/3 do nimero total de células (WEBER & BRILLA,
1991).

Ainda com relag@o aos resultados obtidos no grupo hipertiroideo, como ja comentado
anteriormente, o fato da diminui¢do da atividade AMPasica ser prejudicial ao sistema, pois
diminuiria a quantidade de adenosina e assim o efeito cardioprotetor, ndo apresenta um efeito
tdo maléfico se outros fatos forem levados em consideracdo. O estado hipertiroideo
sabidamente aumenta o dinamismo cardiaco (KLEIN & OJAMAA, 2001), modula a sintese
protéica, levando ao aumento de uma série de proteinas como, por exemplo, da o-miosina de
cadeia pesada, que posteriormente leva a hipertrofia cardiaca (FADEL et al., 2000; KAHALY
& DILLMANN, 2005) e também ao aumento do metabolismo em geral com expressivo
aumento na atividade da enzima citrato sintase (responsavel pela formacgdo de citrato, 1°
produto formado no ciclo de Krebs) (FOLEY et al., 2001; GOLDENTHAL et al., 2004).
Portanto, pode-se pensar que se uma quantidade excessiva de ATP for formada e se a cascata
enzimética ndo estiver modulando a hidrélise destes nucleotideos corretamente (com algum
desequilibrio na cascata ATP-ADP-AMP-adenosina), o aumento da adenosina passaria a ter
efeito maléfico, ja que em altas concentracdes (da ordem de micromolar) a adenosina passa a
ser toxica e ter um efeito atipico, normalmente mediado pelo receptor A3, a qual apds sua
ligacdo provoca morte celular (JACOBSON et al., 1999). Assim sendo, acredita-se que o
horménio tiroideano esteja contrabalanceando por meio das ectonucleotidases e
endonucleotidases da FS o efeito que as altas concentracdes de ATP provocariam no meio
extracelular e ou intracelular. O ATP em altas concentragdes poderia originar um excessivo
estado contrdtil do coracdo ao se ligar nos receptores P2X;, P2X, e P2X, das células

musculares (BURNSTOCK, 2006) e, portanto, a diminuicdo dos niveis desse nucleotideo



como observado na FS (aumento da atividade ATP4sica) podem significar um importante
fator de prevengdo deste estado.

Além disso, a menor producdo de adenosina encontrada no hipertiroidismo pode ser
um mecanismo importante para a nao intensificacdo dos efeitos maléficos do excesso de HT
no coragdo uma vez que VIRDIS et al. (1999) demonstraram em trabalho realizado com
artérias corondrias de pacientes hipertensos que a infus@o de adenosina exdgena estimula a
liberag@o de renina ativa e entdo aumentando a formacdo de angiotensina Il (principal efetor
do sistema renina angiotensina, importante no controle da pressdo arterial e balanco
hidroeletrolitico); levando a um sinergismo nos distirbios da funcéo cardiaca provocado pelo
hormonio tiroideano devido a interacdo ja observada entre esses dois sistemas (CARNEIRO-
RAMOS et al., 2006).

E claro que, além disso, temos que considerar ainda as ectonucleotidases soldveis,
como NTPDases, NPPs e 5°-NT, as quais desempenham importante papel na regulagdo da
concentracdo extracelular destes nucleotideos, mantendo a homeostasia tecidual, assim como
as NTPDases intracelulares (5 e 6) que também de alguma forma podem se tornar soliveis
(pela quebra da por¢cao N-terminal quando ancoradas na membrana — Fig.1) e contribuir para
a homeostasia destes nucleotideos. Merece um destaque maior a NTPDase do tipo 6, ja que
esta parece ser predominantemente encontrada no coragdo, ao contrario da NTPDase 5, e que,
provavelmente, tem um importante papel na manutengdo da circulagdo cardiaca por
apresentar uma preferéncia pelos nucleotideos difosfatos, ou seja, metaboliza ADP e bloqueia
a futura ativac@o e recrutamento plaquetario naquele leito vascular (YEUNG et al., 2000).

Alguns estudos com diferentes modelos experimentais t€m sido realizados para
demonstrar a importancia dessas enzimas soliveis (YEGUTKIN et al., 2000; OSES et al.,

2004; POCHMANN et al., 2004).



Contrariamente ao que foi observado em situacdes de hipertiroidismo, a privacdao do
hormonio tiroideano (grupo hipotiroideo) levou a um aumento significativo de toda a cascata
enzimética na FM, ou seja, estimulou a hidrélise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP, e ainda
estimulou as atividades ATPédsica e AMPasica na FS. Estes resultados favorecem um aumento
na formacgdo dos niveis de adenosina no coracdo, ja que o complexo multi-enzimatico estd
completamente ativado, o que talvez contribua para a manutencio da fun¢do cardiaca, a qual
se tornou prejudicada pela falta do hormdnio tiroideano. Considerando que o metabolismo
celular encontra-se diminuido em situa¢des de hipotiroidismo e, consequentemente, menor
formacdo de ATP estd ocorrendo, os resultados deste estudo sugerem que o pouco ATP
formado estd sendo rapidamente hidrolisado a AMP. Somando-se a isso, a atividade
aumentada da enzima 5’-NT tanto na FS quanto na FM leva ao aumento dos niveis de
adenosina, que ao atuar no receptor A2a, protege contra a inflamacdo vascular pela
diminui¢do da expressdo de moléculas de adesdo (VCAM-1) e contra a hiperplasia da camada
neointima (ZERNECKE et al., 2006), caracteristicas essas que se ndo prevenidas, podem
levar a aterosclerose, trombose, hipotensdo arterial e posteriormente a um infarto do
miocdrdio, que geralmente sdo encontrados no hipotiroidismo justamente por estar este
associado a hipercolesterolemia e a hipertensdo (KLEIN & OJAMAA, 2001; KAHALY &
DILLMANN, 2005).

Tendo em vista os resultados de reposicdo hormonal do presente estudo foi observado
que este tratamento nao foi eficiente em reverter o aumento das atividades NTPD4dsica e 5’-
nucleotidasica na FS tdo pouco na FM. Considerando a tendéncia que se observa quanto as
hidrélises de ATP e de AMP, na FM, de voltarem aos niveis encontrados no controle, talvez
se o tratamento de reposi¢do hormonal fosse continuado por um tempo mais longo, houvesse

uma diminuicdo da AE com valores préximos ao controle. Contudo, no que diz respeito a



hidrélise de AMP na FS, a reposicdo hormonal foi bem eficaz para restituir os valores para
préoximos do controle. Isso demonstra a grande importancia e a plasticidade da enzima 5’-
nucleotidase presente na fragdo soliivel, pois esta foi modulada negativa ou positivamente em
ambos os casos de distirbios hormonais (hiper e hipotiroidismo), e ainda, retornou a niveis
basais quando na reposi¢do do hormonio. Essa plasticidade da 5’-nucleotidase na FS € mais
um forte indicio de que o gene desta enzima € regulado pelo HT. Segundo SPYCHALA et al.
(1999), o promotor do gene da 5’-NT apresenta muitos sitios de ligacdo para o fator de
transcri¢do Spl que interage com proteinas associadas a fatores de ligacdo do receptor de
hormonio tiroideano (TAFs) e que por si ativaria a transcricao.

Curiosamente, na hidrolise de ATP da FS, ao invés de retornar aos niveis basais, esta
se manteve alta e ainda superior ao grupo hipotiroideo. Aparentemente, este resultado ndo
indica um efeito de desregulacdo desta cascata enzimdtica, uma vez que a hidrdlise de ADP
também esteve aumentada e, portanto, ndo hd o desequilibrio no sentido de apenas formar
mais ADP. O tnico desequilibrio estaria ocorrendo no sentido de formar mais AMP (substrato
para a formacdo de adenosina), o qual talvez nio fosse totalmente hidrolisado, uma vez que a
atividade da 5°-NT foi revertida, o que também nao acarretaria em maiores danos.

Na FM foi observado que o HT foi capaz de reverter eficientemente apenas a atividade
ADPasica. Temos que levar em conta que o animal que era hipotiroideo, ao receber a
reposi¢do hormonal, comeca a ter uma diminui¢do dos riscos de aterosclerose e trombose,
pois teoricamente este animal volta a estar submetido as acdes do HT e, portanto, passa a ter o
retorno das fungdes fisioldgicas cardiacas com breve retorno da FC, aumento do fluxo

sanguineo e diminui¢do da resisténcia vascular, o que dificultaria a formagéo de trombos.

Outras enzimas que ndo foram abordadas e que poderiam explicar alguns dos

resultados obtidos neste trabalho frente ao tratamento ou ndo com hormonio tiroideano sdo as



enzimas NPPs (fosfodiesterase) e a fosfatase alcalina, capazes de hidrolisar ATP até

adenosina.

Um outro resultado apresentado neste estudo, mas que merece inimeras ressalvas, diz
respeito a andlise da razdo de hidrdlise ATP:ADP. Até um tempo atrds a andlise desta razdo
correspondia a um parametro importante para inferir o tipo de NTPDase que estaria envolvida
com determinada resposta (ZIMMERMANN, 2001; BIGONNESSE er al., 2004). Sendo
assim, com base em nossos resultados, para a FS ¢é possivel sugerir a participagdo das
NTPDase 3 e/ou 8 e para a FM a NTPDase do tipo 2. Estes achados, onde se infere o tipo
especifico de enzima, estdo de acordo com os citados por SEVIGNY et al. (2002). Estes
autores demonstraram, em coragdes de ratos, um notdvel aumento na razdo ATP-ADP (da
ordem de 10), o qual foi confirmado por imunohistoquimica, através da identificagdo da
NTPDase 2 — uma ecto-ATPase preferencial, que promove ativacio plaquetaria por converter
ATP em ADP. Além disso, OLIVEIRA et al. (1997) identificou em sarcolema cardiaco de
ratos a presenca da NTPDase 1, enzima “chave” por modular ativacdo plaquetaria e formacao
de trombos, encontrada principalmente em leitos vasculares (células endoteliais) (MARCUS
et al., 2003), demonstrando entdo, juntamente com o ji citado (BARRETO-CHAVES et al.,
2006), a presenca e a coexisténcia das NTPDases 1, 2 e 3 no tecido cardiaco. Ainda, com
relacdo a expressdo dessas enzimas no tecido cardiaco, assim como SEVIGNY et al. (2002),
ZINCHUK et al. (1999 e 2002) caracterizaram a presenga da NTPDase 2 em cardiomidcitos e
YEUNG et al. (2000) identificaram a presenca da NTPDase 6, tanto solivel quanto associada
a membrana plasmadtica, além da sua localizacdo classica (em reticulo endoplasmaético e
aparelho de golgi) (BRAUN et al., 2000).

Portanto, embora a andlise dessas razdes de atividades enzimdticas sugerirem um ou

outro tipo de NTPDase envolvida, estudos complementares que permitam a avaliagdo da



expressao protéica em cada uma das fragdes subcelulares, frente a0 mesmo estimulo, deverao
ser realizados para a confirmag@o de qual enzima ou enzimas estariam de fato envolvidas na
hidrélise desses nucleotideos. Além disso, recentemente, ROBSON et al (2006) sugeriram um
outro tipo completamente diferente de abordagem para a avaliacdo do tipo especifico de
NTPDase, a qual ndo leva em consideracdo qualquer razdo de hidrélise de nucleotideos, mas
sim a cinética de hidrélise dos mesmos, que parece ser diferente conforme a enzima
envolvida. Desta forma, estas abordagens mais novas, descritas recentemente na literatura,
mostram que a utilizacdo da razdo de hidrélise dos nucleotideos pode levar a produgdo de

resultados erréneos e de dificil interpretacao.

Além dos objetivos principais deste estudo foi avaliada, paralelamente, a diferenca da
hidrélise promovida pelo T3, em comparacdo a observada pelo T4, utilizando doses
equimolares a dose fisioldgica de cada um dos hormonios tiroideanos (TROST et al., 2000;
PANTOS et al., 2002). Considerando que, na sua maior parte, o efeito bioldgico do T4 se d4 a
partir da sua conversdo em T3, cuja atividade é expressivamente maior, seria de esperar que,
ao usar o tratamento direto com T3 (10 vezes a dose fisioldgica), uma resposta mais intensa
quanto a hidrélise dos nucleotideos fosse observada, em comparacio aquela do grupo T4-10.
Esta hipétese néo foi confirmada uma vez que o T3 ndo foi capaz de modular a atividade das
ectonucleotidases, exceto na hidrélise de ATP na FS. As dosagens séricas de T3 e T4
realizadas no grupo T3-10 e os dados referentes a hipertrofia, permitem que se descarte
qualquer possibilidade de ndo eficiéncia do protocolo experimental. Neste sentido, os niveis
séricos de T4 se apresentaram extremamente inferiores a todos os grupos tratados com o T4,
inclusive em relagdo ao controle. Este fato pode ser elucidado com base na retroalimentacio
negativa regulada pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide devido ao aumento exacerbado de

T3. Resultados similares ja foram demonstrados em camundongos por FREITAS et al.



(2005). Uma possivel hipdtese para explicar a auséncia do efeito do T3 sobre a hidrélise dos
nucleotideos pode ser o fato da dose utilizada, que, apesar de corresponder a 10 vezes a
fisiol6gica, pode ser que ndo seja suficiente, em virtude da rdpida metabolizacdo do

hormdnio, para provocar qualquer tipo de acéo sobre a atividade dessas enzimas no coragéo.

Por fim, um ponto que merece ser levado em consideragdo € que nenhuma associagio
entre a hidrdlise dos nucleotideos e o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida pelos
hormdnios tiroideanos pode ser estabelecida. Portanto, os efeitos sobre as atividades
ectonucleotiddsicas observados nos diferentes grupos experimentais, seja na FS como na FM,
representam uma acdo direta do excesso ou da diminuicdo (ou auséncia) dos hormdnios
tiroideanos e ndo um efeito mediado pelas altera¢des (hemodinidmicas ou morfoldgicas) que
os estados de hiper e de hipotiroidismo deflagram, fazendo com que possamos considera-los

processos absolutamente independentes.



6 — CONCLUSOES



Com base no exposto anteriormente podemos concluir que:

1 — A metodologia para andlise da hidrélise do ATP, ADP e AMP em fracdes subcelulares

cardiacas foi eficientemente estabelecida.

2 — O Hipertiroidismo (grupo T4-50) modula positivamente a atividade ATPésica da FS e
negativamente a atividade da 5’-nucleotidase da mesma fracdo, contribuindo para uma menor
producdo de adenosina neste modelo, reduzindo entdo o efeito cardioprotetor mediado por

este nucleosideo;

3 — O Hipotiroidismo modula positivamente toda a cascata enzimdtica da FM (NTPDase e 5’-
nucleotidase) e a atividade ATPésica e AMP4sica da FS, favorecendo uma maior produgao de
adenosina, o que poderia contribuir com a manuteng¢do da funcdo cardiaca prejudicada pela

falta de hormonio tiroideano;

4 — A Reposi¢cdo Hormonal apds o estabelecimento do hipotiroidismo foi capaz de reverter o
aumento da atividade AMPasica na FS e ADPasica na FM, além de aumentar a atividade

ATPasica e ADPasica na FS;

5 — As alteragdes no trofismo cardiaco ou em parametros hemodindmicos, como conseqii€ncia
dos estados de hipo ou hipertiroidismo sdo eventos absolutamente independentes da
modulagdo da atividade ectonucleotiddsica, ndo se estabelecendo qualquer relacdo causal

entre estes eventos.
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