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1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo € uma deficiéncia hormonal que ocorre a partir de um dis-
turbio na glandula tireoide, caracterizado por baixos niveis de hormdnio tireoidiano
(HT). E um dos distarbios hormonais mais comuns no mundo, afetando cerca de
10% da populagdo em geral. Os tratamentos utilizados visam manter niveis ade-
guados de HT através da reposicao de tiroxina (T4). Dada a complexidade e aos
varios tipos de hipotireoidismo, determinar a dose correta do tratamento atual dis-
ponivel para cada paciente torna-se um desafio (Mateo e Hennessey, 2019).

Nesse contexto, alteracdes no sistema purinérico ja foram relatadas em do-
encas que afetam o metabolismo, dentre elas o proprio hipotireoidismo (VARGAS,;
BURDI, 2010 e BALDISSARELLI, et al. 2017). Para este estudo foram elencadas
duas enzimas pertencentes ao Sistema purinérgico: Diphosphohidrolase triphos-
fato nucleoside (NTPDase) e a Adenosina desaminase (ADA). A familia da enzima
NTPDase catalisa a hidrolise de ATP a ADP, podendo também formar AMP, en-
guanto que a ADA é uma enzima que catalisa a desaminacao irreversivel da ade-
nosina a inosina. Essas enzimas sdo comumente encontradas na membrana celu-
lar das células do sistema imunoldgico, especialmente em linfocitos. E evidente que
o nucleotideo ATP € liberado por diferentes tipos celulares e ele é reconhecido por
receptores purinérgicos especificos como um sinal de alerta e perigo, o que leva a
uma variedade de respostas inflamatérias (BALDISSARELLI, et al. 2017).

Levando em consideracgéao as dificuldades encontradas pelos pacientes para
controlar o hipotireoidismo, vem crescendo a busca por tratamentos coadjuvantes
gue possam auxiliar no controle dos sintomas. Muito vem se discutindo sobre como
0Ss compostos de origem natural podem auxiliar neste processo. Nesse contexto o
resveratrol tem se destacado gracas as suas propriedades, que incluem atividade
contra estresse oxidativo, inflamagé&o, neurodegeneracéo, varios tipos de cancer e
envelhecimento (GALINIAK, S. et al. 2018). E nesse estudo foi verificada a sua
efichcia em controlar alteragGes originadas a partir do hipotireoidismo através da
avaliacao das atividades das enzimas: NTPDase, ADA e Butirilcolinesterase.

2. METODOLOGIA

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética, devidamente regis-
trado sob o n° CEUA 12594-2020. Foram utilizados 30 ratos machos, com 60 dias
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de vida, divididos em 3 grupos: Grupo controle (CTL); Grupo hipotireoidismo (Hipo)
e Grupo hipotireoidismo tratado com resveratrol (Hipo+Resv.). O hipotireoidismo foi
induzido pela administracdo de metimazol, ad libitum, em 4gua. Ap6s 30 dias de
experimento, os ratos foram eutanasiados e coletados os materiais para as anali-
ses.

Leucadcitos mononucleares foram isolados do sangue coletado com EDTA e
separados em gradientes de densidade Ficoll-Histopaque, conforme descrito por
Boyum (1968). O soro foi obtido através de centrifugacéo do sangue por 15 minutos
a 3.500 rpm.

O ensaio enzimatico da NTPDase foi realizado em meio de reacdo contendo
CaCl2, NaCl, KCI, glicose e tampé&o Tris-HCI, pH 7,4, em um volume final de 200
uL, conforme descrito por Leal et al (2005). Vinte microlitros da preparacéo enzi-
mética (8-12 pg de proteina) foram adicionados a mistura reacional e pré-incubados
durante 10 min a 37°C. A reacdao foi iniciada pela adicdo de ATP em uma concen-
tracao final de 1,0 mM.

A quantidade de ADA no soro foi determinada de acordo com Guisti e Galanti
(1984), com base no método de Bertholet reacdo. Resumidamente, 25 pL de soro
foram feitos reagir com 21 mmol/L de adenosina, pH 6,5, e incubados a 37°C du-
rante 60 min. A concentracdo de proteina foi ajustada entre 0,6 e 0,8 mg/mL. Os
resultados sdo expressos em U/L. Uma unidade (1 U) de ADA é definida como a
guantidade de enzima necessaria para liberar 1 mmol de aménia por minuto da
adenosina, em condicdes de ensaio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do resveratrol na atividade da enzima NTPDase em soro e linfocitos
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Figura 2 e 3: Os dados estdo expressos como média + S.E.M. (n = 8). ** e ***
denotam P < 0,01 e P < 0,001, respectivamente, em comparagdo com 0 grupo
Controle. ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Tukey foi usada.

A atividade da enzima NTPDase utilizando ATP como substrato mostrou-se
aumentada nos linfécitos de animais com hipotireoidismo e ndo apresentou dife-
rencas significativas em soro dos mesmos animais. Por outro lado, o resveratrol foi
capaz de modular a atividade enzimatica em ambos, linfocitos e soro, prevenindo
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0 aumento da atividade enzimatica e demonstrando, assim, o potencial protetor
deste composto, ao impedir uma desregulacdo da cascata purinérgica e conse-
guentemente nos niveis de nucleotideos.

3.2 Efeito do resveratrol na atividade da enzima Adenosina Desaminase em
soro de ratos com hipotireoidismo.
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Figura 4: Os dados estdo expressos como média + S.E.M. (n = 8). *** denota P <
0,001 em comparacdo com o grupo Controle. ANOVA de uma via seguida do teste
post hoc de Tukey foi usada.

A atividade da enzima Adenosina desaminase (ADA) apresentou-se significa-
tivamente elevada nos animais com hipotireoidismo e, interessantemente, o resve-
ratrol foi capaz de prevenir esse aumento e, assim, 0s animais do grupo que rece-
beu o tratamento apresentaram atividade da ADA semelhantes ao grupo controle.
Esta pode ser uma importante via de acao deste composto fendlico, ao preservar
0s niveis do nucleosideo adenosina, uma molécula com propriedades anti-inflama-
toria, cardioprotetora e neuroprotetora e impulsiona a realizacdo de mais estudos
para entender mais profundamente este mecanismo.

4. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados é possivel observarmos os efeitos benéficos
do resveratrol no hipotireoidismo ao diminuir as atividades das enzimas NTPDase
e adenosina desaminase, 0 que poderia alterar os niveis de ATP e adenosina, de-
mostrando a sua capacidade de modular a sinalizacao purinérgica. Mas, acredita-
se gue sejam necessarios estudos posteriores para que se possa compreender
melhor a acdo do resveratrol no sistema purinérgico e como isso auxiliaria no tra-
tamento dos sintomas provenientes do hipotireoidismo.
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