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1. INTRODUCAO

As ectoenzimas NTPDase (nucleosideo trifosfato difosfohidrolase) e 5-NT
(5’-nucleotidase) exercem papel central na regulagdo da degradacdo de
nucleotideos extracelulares, como ATP (adenosina trifosfato), ADP (adenosina
difosfato) e AMP (adenosina monofosfato), culminando na formagéo de adenosina
(Ado) (Zimmermann, 2021). Essas enzimas podem ser expressas em diferentes
tipos celulares, como células endoteliais, linfécitos e plaquetas (Castilhos et al.,
2016), sendo uma via de modulacdo de importantes processos fisiolégicos e
patolégicos, incluindo agregacdo plaquetaria, controle do ténus vascular e
resposta inflamatoria (Stabile; Furstenau, 2024).

No contexto do hipotireoidismo, evidéncias apontam para a ocorréncia de
modificacdes no metabolismo energético e funcao plaquetaria, comprometendo a
dinAmica dessas enzimas (Baldissarelli et al., 2018). Essas mudancas favorecem
0 estabelecimento de disfuncdo endotelial, bem como a maior predisposi¢cdo ao
desenvolvimento de aterosclerose e eventos tromboticos (Chaurasia et al., 2020).
Nesse sentido, a atividade da NTPDase e da 5-NT pode representar um elo
importante entre a disfuncao tireoidiana e o risco cardiovascular elevado.

Compostos naturais, tém despertado crescente interesse da comunidade
cientifica, devido as suas propriedades biolégicas. O mirtilo, € um fruto
pertencente a familia Ericaceae, rico em polifendis, como o resveratrol e
antocianinas (Kalt et al.,, 2020). Esses compostos apresentam efeitos
antioxidantes e cardioprotetores ja descritos em diferentes modelos, embora
pouco se saiba sobre seu impacto em distdrbios tireoidianos, como o
hipotireoidismo (KSonzekova et al.,, 2016; Shahwan et al., 2022; Song et al.,
2020). Diante disso, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do extrato de
mirtilo sobre a atividade da NTPDase e 5-NT em um modelo experimental de
hipotireoidismo induzido em ratos.

2. METODOLOGIA

O experimento obteve aprovacdo da Comisséo de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) sob o n° de protocolo 12594-
2020. Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central
da UFPel, divididos em trés grupos: Controle (CT), Hipotireoidismo e
Hipotireoidismo + Extrato de mirtilo (MIRTILO). Para a indug¢ao do hipotireoidismo,
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o farmaco antitireoidiano MTZ (metimazol) foi administrado ad libitum na agua de
beber dos animais a uma concentragdo de 20 mg/ml, durante 30 dias
(Baldissarelli et al., 2016). O extrato de mirtilo foi administrado via gavagem oral,
na concentracdo de 200 mg/kg pelo mesmo periodo (Spohr et al., 2018). Os
animais do grupo CT e HIPO receberam apenas solucao salina.

ApGs as 4 semanas de execucédo do protocolo, os animais foram submetidos
a eutanasia sob atmosfera de isoflurano e o sangue total colhido por puncédo
cardiaca. As plaquetas foram preparadas pelo método de (Pilla et al., 1996)
modificado por (Lunkes et al., 2004) e as atividades das enzimas NTPDase e 5'-
NT foram determinadas segundo (Lunkes et al., 2004), com modificacbes
segundo (Baldissarelli et al., 2017). Atividades enzimaticas especificas estdo
expressas como nmol de Pi liberado/min/mg de proteina.

Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste post hoc de Tukey, sendo p<0,05 considerado estatisticamente
significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da atividade das enzimas
NTPDase e 5’-NT sdo mostrados na Figura 1. A hidrélise de ATP e ADP (Fig. 1 A
e B) pela NTPDase foi significativamente aumentada no grupo Hipotireoidismo em
comparacdo com o grupo CT. O extrato de mirtilo preveniu este aumento no
grupo Mirtilo em comparacdo ao grupo Hipotireoidismo. Ja a hidrolise de AMP
pela 5’-NT (Fig. 1 C) nao resultou em diferenca estatistica, sugerindo a hipotese
de que efeito do extrato de mirtilo possa ser mais pronunciado nas etapas iniciais
da cascata, ou especifico sobre a enzima NTPDase.

Figura 1. Efeitos do extrato de mirtilo na sobre a atividade da NTPDase e 5’-NT
em plaquetas de ratos com hipotireoidismo.
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Hidrélise de ATP (A), ADP (B) e AMP (C). Os dados estdo expressos como média + erro padréo.
Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo CT séo indicadas por * (p<0,05) e
diferencas em relacdo ao grupo Hipotireoidismo s&o expressas por # (p<0,05).

Alteracbes tireoidianas costumam provocar desequilibrios metabdlicos,
sendo o hipotireoidismo associado a um maior risco de eventos cardiovasculares
(Balasubramanian; Mehmood; Al-baldawi, 2024). Essas alteracbes metabdlicas
podem comprometer a funcdo das plaquetas, importantes fontes de moléculas de
sinalizacdo purinérgica no organismo (Stabile; FlUrstenau, 2024).

As plaquetas sdo fragmentos de células com funcbes relacionadas a
hemostasia, coagulagéo e inflamacéo (Chaudhary; Kim; Kim, 2022), cuja ativacao
depende de inimeros fatores, com destaque para componentes da sinalizacdo
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purinérgica, ATP, ADP e Ado (Stabile; Firstenau, 2024). A ativacdo plaquetaria
excessiva pode levar a complicagbes trombdticas e consequentemente, a
problemas em o0rgdos vitais (Chaurasia et al., 2020). Adicionalmente, em
concentracbes micromolares, ADP pode induzir agregacéo plaquetéaria (Diamond
et al., 2013). Nesse sentido, as ectonucleotidases, capazes de hidrolisar ATP,
ADP e AMP sdéo de fundamental relevancia na ativacdo plaquetaria.

Nossos resultados corroboram com estudos prévios, que associam o0
hipotireoidismo a alteracdo na cascata purinérgica e a disfuncdo endotelial
(Baldissarelli et al., 2018, 2020; Razvi et al., 2018). O estudo de Baldissarelli et al.
(2016), demonstrou que a quercetina, um flavonoide presente em varias plantas,
também exerce um efeito modulador da atividade de NTPDase e 5-NT em
modelo de hipotireoidismo. Embora, o presente estudo n&do tenha investigado a
guercetina, especificamente, a presenca de compostos fendélicos no extrato, pode
contribuir para os efeitos observados.

4. CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram que o
hipotireoidismo induzido por MTZ ocasiona alteragdes significativas na hidrolise
dos nucleotideos ATP e APD em plaquetas de ratos. Esses dados reforcam a
hemostasia anormal imposta por este disturbio, entretanto, a administracdo do
extrato de mirtilo foi capaz de reduzir a hidrolise destes nucleotideos, indicando
um efeito modulador, provavelmente pelos compostos presentes no extrato.
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