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RESUMO

O hipertireoidismo estd relacionado a diversas faestacOes
neurologicas. Todavia, 0s mecanismos precisos pgleés os HT
induzem seus efeitos no cérebro durante o deséemeito ainda séo
controversos. Os objetivos deste trabalho forantisanao efeito desta
patologia sobre a inducdo de estresse oxidativm, dmmo as defesas
antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas e engelyimento de
alteracdes neuroquimicas relacionadas com a captiecglutamato, de
célcio e de glicose, além do transporte de amido&ce atividades
enzimaticas. Além disso, foram avaliadas possivalteracdes
histoldgicas no hipocampo. Para tal, o hipertinsoig foi induzido em
ratos Wistar machos, através de injecao intrapesitbde % 80 pug/Kg
de peso corporal durante 7 dias, a partir do 8#eisida pos-natal. Os
experimentos foram realizados com fatias de hippoawguando o0s
animais completavam os 15 dias de idade. Em canjunbssos
resultados apontam que o hipertireoidismo devidoexaesso de 3]
induz aumento na captacdo de glutamato, bem comosuie
metabolizacdo a glutamina, por acdo da glutamimdetase em
astrocitos de ratos imaturos. Este evento dimingioacentracdo de
glutamato na fenda sinéptica, levando ao menouoflde C&,
corroborando o § como um agente neuroprotetor. Uma vez nos
astrécitos, o glutamato pode ser ainda converpido transaminagéo, a
alfa-cetoglutarato ot KG), e este ser oxidado no ciclo de Krebs, ou
ainda, ser utilizado para a sintese de GSH ou ipestedentre outras
funcdes. Os dados obtidos neste estudo demonstrairsda, que o
hipertireoidismo diminuiu a atividade da CatalaseAT) e da
Glutationa Peroxidase (GPx) e elevacdo nos niveisglditationa
reduzida (GSH), bem como na atividade da glutatredatase (GR) e
da gama-glutamil transferase (GGT), envolvidas eesyamente na
reducdo da glutationa oxidada (GSSG) em GSH e wmmdver” de
GSH, reforcando o papel protetor de flo cérebro. Por outro lado, o
aumento na peroxidacdo lipidica e na carbonilacéo ptbteinas
induzidos pelo hipertireoidismo, sugerem a preselecdano oxidativo,
reforcando a hip6tese proposta de que; @dssui um efeito “duplo”
protegendo o cérebro da excitotoxicidade glutargaigre aumentando
0s niveis de GSH, enquanto aumenta o dano oxidativo
Palavras-Chavel.Hipertireoidismo. 2. Hipocampo. 3. Estresse
oxidativo. 4. Excitotoxicidade glutamatérgica.






ABSTRACT

Hyperthyroidism leads to severe neurological matéfions. Altered
levels of thyroid hormones (TH) have been assotiati¢h decrease in
the synaptic plasticity, changes in neurotransmmssdepression and
anxiety. However, the precise mechanisms by whidh iktluces its
effects in the brain during development are stdhtcoversial. The
objectives of this study were to analyze the eftédhis disease on the
induction of oxidative stress, as well as on enzjgnand non-
enzymatic antioxidant defenses and the developwieneurochemical
changes associated with the uptake of glutamateiunaand glucose,
in addition to the transport of amino acids andyemic activities.
Morphological analyzes were also performed in tperiment. Thus,
hyperthyroidism was induced in male Wistar rats ibyaperitoneal
injection of T; 80ug/kg body weight for 7 days, from thd" &lay of
postnatal life. The experiments were performed wilices of
hippocampus when animals completed 15 days of @fe. results
achived in this experiment show that hyperthyraijislue to the excess
of T3 induces to an increase in the intake of glutamatel
metabolization of glutamine by the action of glutaensynthetase in
astrocytes of immature rats. This event decredsesdncentration of
glutamate in the synaptic cleft leading to lower *Canflux,
“supporting” the E as a neuroprotective agent. In astrocytes, the
glutamate can also be converted by transaminadipha- ketoglutarate
(o -KG), which is oxidized in the Krebs cycle, or avieis used for the
synthesis of GSH or proteins, among other functidata from this
study also demonstrated that hyperthyroidism cawmedncrease in
GSH, as well as in the GR and GGT activity, resgebt involved in
the reduction of GSSG to GSH and in the "turnovef' GSH,
reinforcing the protective role of 3Tin brain. On the other hand,
increased lipid peroxidation and protein carbongtatsuggest the
presence of oxidative damage, reinforcing the Hygsis proposed that
T3 has a "double" effect protectsthe brain glutangitexcitotoxicity
and increasing GSH levels, while increasing oxigatlamage.
Keywords:1. Hyperthyroidism.2. Hippocampus.3. Oxidative stre

4. Glutamatergic excitotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As disfuncdes da tireoide figuram entre as doeagdsécrinas mais
comuns na populacdo mundial (BERNAL, 2002; AHMEDal, 2008),
ressaltando a importancia de conhecer melhor esaafies provocadas
pelas mesmas. Os estudos documentados na litedsmanstram uma
diversidade de alvos para acdo dos hormdnios daide& (HT) no
cérebro durante o desenvolvimento, sendo muitosesdalinda
controversos. Dentre os principais efeitos dos KTSINC durante o
desenvolvimento pode-se destacar a regulagdo dmrgilitetura
neuronal, sinaptogénese, mielinizagdo, proliferacGeuronal e
modulacdo da neurotransmissao (MASE&tNL, 1987, 1990; BERNAL,
2002; ANDERSON, 2001; AHMEDet al, 2008; LOSIet al, 2008;
ZAMONER et al, 2011). Neste contexto, alteracdes nos niveisHios
podem afetar a maturacdo do SNC e causar disfuirgéesrsiveis no
cérebro tanto de roedores quanto de humanos (WQEGNG, 2001).

O hipertireoidismo neonatal foi descrito como urpartta critica,
marcada principalmente por sintomas cardiacospbgaxho de peso e
manifestagdes neuroldgicas severas, sendo quacdéea 0S processos
envolvidos no desenvolvimento neural (SELENKOW, Z.9WING et
al., 1994; POLAK, 1998; CAFFREY, 2000). Os mecanismos
moleculares pelos quais os HT induzem seus efedagrebro durante
0 desenvolvimento sdo pouco conhecidos e acreglitpte a maioria
deles seja mediada pela ativacdo de seus receptarelgares,
modulando a expresséo de proteinas especificadNBER007).

A excitotoxicidade  glutamatérgica, a modulacdo do
citoesqueleto e o estresse oxidativo sdo eventmactesisticos nas
doencas neuropsiquiatricas (PESSOA-PUREUR; WAJINRBQ7),
sendo, portanto alvos promissores para as acdesHdloDiversas
evidéncias demonstram um importante papel da diivegcessiva dos
receptores glutamatérgicos resultando em morte onalr e
neurodegeneracdo. A subclasse de receptores ipinoisd para
glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) é abslasse mais
seletiva e mais efetiva que as demais em mediarosdan
neurodegenerativos. A superativacdo do receptor Nié&o glutamato
acarreta em aumento no influxo de célcio e nivieisaglos deste ion sdo
responsaveis pelo fenbmeno de excitotoxicidadeagiatérgica que
leva a estresse oxidativo, dano mitocondrial e enaslular (FAN;
RAYMOND, 2007; WANG; MICHAELIS, 2010). Além da mothgao
via sistema glutamatérgico, a sinalizacdo celulediata por C& pode
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ser regulada por diversos mecanismos, incluindddatie de proteinas
cinases, neurotransmissores, hormonios, nucleatideofatores de
crescimento (BIRD; PUTNEY, 2006; ZAMONE® al, 2007, 2008a).
Os astrécitos sdo os principais responsaveis mtacio e
metabolismo do glutamato. Uma vez dentro dos agigbo glutamato
pode ser convertido em glutamina pela glutamintetsie. Além disso,
0 grupo o-amino do glutamato pode ser transferido ao oxalaéc
gerando aspartatocecetoglutarato-KG) através da reacao catalisada
pela aspartato aminotransferase (AST). Outra rede&oansaminacgao,
catalisada pela alanina aminotransferase (ALT)stexe o grupas-
amino do glutamato para o piruvato, resultandoonadcdo de alanina
e a-KG para o ciclo de Krebs (ZIGMONBt al, 1999). Considerando-
se o0 que foi exposto, avaliar o efeito das disfeag¢@eoidianas sobre o
influxo de calcio, o sistema glutamatérgico, o esste oxidativo e a
atividade das aminotransferases, pode demonstraoriamtes alvos
destes hormdnios sobre o SNC, que potencialmetagags induzindo

dano neuronal.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Obijetivo geral

Avaliar o efeito do hipertireoidismo induzido pog $obre o
estresse oxidativo e o desenvolvimento de altesag@eroquimicas e
morfolégicas sobre o hipocampo de ratos imaturos.

1.1.2 Obijetivos especificos

1. Avaliar o efeito do hipertireoidismo nos niveide
peroxidacgéo lipidica e carbonilagéo de proteinas;

2. Avaliar os efeitos do hipertireoidismo sobre tavidade
enzimas envolvidas nas defesas antioxidantes (G&, & CAT) no
hipocampo de ratos imaturos; Além da GGT e G6PD;

3. Determinar os niveis de GSH, no hipocampo denaisi
submetidos ao hipertireoidismo.

4. Investigar as altera¢des na fosforilacdo daefimat GSK3-
beta;

5. Avaliar as consequéncias do hipertireoidismaziab sobre
a captacdo dé“C]-glutamato e a atividade da glutamina sintetaksm
da captacéo dBC& " no hipocampo de ratos imaturos;

6. Estudar o efeito do hipertireoidismo sobre aagin de’f'C]
2-desoxiglicose e na captagcdo de aminoacidos eenchipocampo de
ratos imaturos.

7. Investigar as consequéncias do hipertireoidisobre a
atividade das aminotransferases (AST e ALT).

8. Estudar o efeito do hipertireoidismo induzidbreoo niimero
de células NeuN positivas (neurbnios) nas subregidehipocampo em
ratos de 15 dias de idade.

9. Verificar as consequéncias do hipertireoidisnobrs a
densidade da proteina glial fibrilar 4cida (GFABhipocampo de ratos
imaturos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HIPERTIREOIDISMO

O hipertireoidismo €é caracterizado pela secrecéioeatada dos
HT que ndo se encontram mais sobre o controleadguldos centros
hipotalamicos e hipofisarios levando as manifegtagélinicas de um
estado hipermetabdlico, tais como perda de peaqudéza muscular,
exoftalmia, intolerancia ao calor, irritabilidadensiedade, taquicardia,
tremores, distlrbios do sono, paranoia, mania,edsppo e labilidade
emocional (STEDMAN, 1996; KLEIN; OJAMAA, 2001; SMH et al,
2002, FARWELL; BRAVERMAN, 2006).

Certos sintomas também podem ocorrer com a adraigst
excessiva de HT para o tratamento do hipotireoidisthuso duradouro
de HT na auséncia de monitoracdo rigorosa podeursar causa de
sintomas de hipertireoidismo (BARE; SMELTHEZER, 20

As manifestagdes clinicas do hipertireoidismo easu¢stados de
tireotoxicose sdo similares, mesmo que 0s mecasipuaids quais se
produzam sejam diferentes, os sinais e sintomasa@ateristicos. O
excesso de HT acarreta uma hiperestimulagédo doboistao, o que
por sua vez afeta direta ou indiretamente todasstasmas.

Em decorréncia do aumento do metabolismo basalaméém
um aumento do apetite e intolerancia ao calor. Quaxiste uma maior
gravidade na doenca, o aumento de ingesta aliménteadequado para
0 aumento das necessidades caloricas, resultangeela de peso de
grau variavel. Ainda existe um aumento na veloadad transito
intestinal (VILLAREJOet al, 2012).

A prevaléncia de hipertireoidismo é de aproximadame,3%
da populagéo (0,5% clinico e 0,7% subclinico). Am@ de Graves, 0
bdcio multinodular téxico e 0 adenoma téxico sdcassas subjacentes
mais frequentes de hipertireoidismo (HOLLOWELdt al, 2002;
IGLESIAS et al., 2010). De maneira geral, as doencas da tireoide
afetam as mulheres com uma frequéncia oito vezesr ngaie 0s
homens e tém o méaximo de sua incidéncia na segugdarta décadas.
A prevaléncia de alteraces na funcéo tireoidiaamanalher é elevada
sendo aproximadamente 5/1.000 casos de hipotisaaidie 3/1.000
casos de hipertireoidismo (FERNANDEZ, 2013).

Quanto ao tratamento, atualmente existem trés metqdra
tratar o hipertireoidismo, sendo eles os medicaoserntitireoide,
cirurgia e radioisétopos. No entanto, nenhum déliekeal, cada um tem
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suas vantagens e desvantagens e frequentementeonmbinacdo de
terapias é feita.

2.2 HORMONIOS DA TIREOIDE

Os HT sao moléculas hidrofébicas e lipossollveise qu
desempenham funcgfes fundamentais na regulacdo tabohiemo,
crescimento e desenvolvimento em mamiferos. Sadecoios por
apresentarem efeitos pleiotropicos em diversosodrgdpor modularem
essencialmente as rotas metabdlicas através dacélks no consumo
de oxigénio e mudancas no metabolismo das proteiliEigeos,
carboidratos e vitaminas (NORMAN; LITWACK, 1997; KRLE,
1999; BERNAL, 2002; ZAMONERet al, 2007, 2008). Estdo ainda,
envolvidos na calorigénese e na diferenciacdo ddog (HARVEY;
WILLIAMS, 2002; SMITH et al,2002).

2.1.1 Sintese dos Hormonios Tireoidianos

A tireoide sintetiza, armazena e secreta 0os howsdnitiroxina
(3,3,5,8-tetraiodotironina; L-J), triiodotironina (3,35-triiodo-L-
tironina; T3) e T; reverso (3,35-triiodo-L-tironina; Tar), sendo T o
produto secretado em maior quantidade (KOHRLE, 189RENO et
al., 2008; SCAPINet al, 2010).

A glandula tireoide consiste em dois lobos laterargectados por
um istmo. E dividida em I6bulos, compostos por 20&oliculos que
séo preenchidos pela substancia coloide (ROBBINFTRAN, 2010).
As células foliculares sintetizam a proteina titebglina (TG), a qual
contém o aminoacido tirosina na sua composicaosdDfsma a TG
serve como matriz para a sintese dos hormoniodrelside e para
estocar a forma inativa do iodo (CHAMPIG# al, 1987; HAIYAN;
CARAYANNIOTIS, 20086).

A sintese dos HT requer a integridade de um corapiéstema
protéico e de uma sequéncia de etapas, além dedizplretamente do
iodo (VAN HERLEet al, 1979; DUNNet al, 2000; KOPP, 2005).

As etapas de sintese iniciam-se com a absorcdoodo i
proveniente da dieta. Esta molécula recentemergendatia pelo trato
gastrointestinal entra na célula folicular tireaith através do simporte
sédio/iodo (NIS) e posteriormente a pendrina (PBD&)sporta o iodo
até o limen folicular (DOHANet al, 2000; LI; CARAYANNIOTIS,
2007). Ao ocorrer a captacdo do iodeto, este npgra a superficie
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apical onde sera convertido e oxidado para a sumafativa (I) pela
enzima tireoperoxidase (COOPER, 1984).

A tireoperoxidase, também denominada peroxidasidiea
(TPO), € a principal enzima relacionada a biosséinteormonal. E uma
proteina de membrana apical que age como catalissammatico
sendo responsavel pela catélise da incorporacdd alws residuos de
tirosina (Tyr) e pela ligacdo das moléculas de tiookina, ja
incorporadas na tireoglobulina. Esta etapa é chandadorganificagédo
do iodo. A TPO é ativa na presenca do catalisadodxmo de
hidrogénio (HO,), o qual é gerado por um complexo sistema formado
por membros da familia NADPH oxidase (BERNALal, 2003; WUet
al., 2005).

O H,O, é essencial como oxidante na reacdo de oxidacdo do
iodeto catalisada pela TPO e, quando os niveiacelinlares de iodeto
sdo suficientes, a geracdo degOklpassa a ser o passo limitante na
biossintese dos HT (FIGUEIREDEx al., 2001).

Apés a primeira etapa, o iodeto entdo é incormorads
residuos de tirosina para em seguida unir-se adeadirosil da
tireoglobulina formando as iodotirosinas, 3-monoitgtirosina (MIT)

e 3,5-diiodo-L-tirosina (DIT). A sintese dg $e da pela fusdo de duas
moléculas de DIT para que seja produzida a es&udefinitiva com
dois anéis iodados, enquanto a sintese decdrre com a jungdo de
MIT e DIT (Figura 1) (WILSON; FOSTER; KRONENBERG948;
YEN et al, 2001)

Os hormbnios recém-formados permanecem armazemados
coloide e uma parte é liberada quando requisitagla pcéo do
horménio estimulante da tireoide (TSH). Aproximadate 20% da
producdo diaria desE liberada diretamente na circulagédo, a maior parte
da conversao de,;Em T; se d& em tecidos periféricos. Este processo no
qual o precursor jJ € convertido na forma ativa do horménig &
conhecido como desiodacao central e periférica @val, 2005).

Como mencionado, o principal produto secretada fiedoide é
0 T4, que é considerado por alguns autores como urh@raénio. Em
menores concentracdes sdo também secretadgOlF e as tirosinas
monoiodinadas. O 4é convertido por desiodacao do anel externo gm T
por acdo das enzimas desiodases (UTIGER, 1987; RRXW 1992;
DARRAS et al.,1999).

As iodotironinas desiodases | (D1), Il (D2) e DI3) constituem
um grupo de proteinas diméricas de membrana quenpadivar ou
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inativar os HT, dependendo se agem nos anéis ¢esdtiu tirosinico
das iodotironinas (BERR¥t al, 1991; MANDELet al, 1992).

Figura 1. Via bioquimica da formacéo da tiroxirtaiiedotironina.

|
HO CH,— CHNH, — COOH
Monoidotirosina

iodase
l,~HD—©—CH,—CHNH,—COOH _—
Tirosina I
HO Om—m,—com
]

Diiodotirosina

1 |
Monoiodotirosina + Diiodotirosina— HO —O‘O—O— CH,— CHNH, — COOH
1

3,5,3 triiodo-L tironina

I I
Diiodotirosina + Diiodotirosina — W—O—OG—CH,"CHNH,—COOH
1 I

L-Tiroxina

Fonte: Adaptado de GUYTON, 1997.

A D1 apresenta uma capacidade Unica em rel@as outras
desiodases, pois € capaz de catafisgesiodacao tanto do anel fené
(externo) quando do anel tirosinifinterno) das diversas iodotironin:i
D1é capaz de converter, Em Tz ou Tar, assim coma@ode produzi
3,3-T, a partir do § ou Tar (Figura2). Em humanos, apesar did
colaborar para a producdo dg plasmatico, sua contribuicdo m
significativa se da em pacientes com hipertireaidigDARRAS et al,
1999; BIANCOet al, 2002; MEYERet al, 2007; GEREBENMet al,
2008).

Nos mamiferos de forma geral, a Biresenta maior atividade
figado, mas pode ser expressa em tecidos reraiglandulatireoide,
pituitaria, placenta e intestino. Em roedorésexpressa no SNC.
expressao desta desiodase é regulada positivamelotel; (MAIA et
al., 1995; BIANCO; KIM, 2006; MEYERet al, 2007).
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A D2 catalisa exclusivamente a desiodacdo do afietr® das
iodotironinas fazendo a conversdo dgpdra | ou ainda, de Jem T,
(Figura 2) (BAQUIet al, 2000; CURCICet al, 2001). Em geral, a
atividade da D2 apresenta uma correlacao invensaosoniveis séricos
dos HT, estando aumentada no hipotireoidismo e ndifda no
hipertireoidismo. Em humanos, o RNA mensageiro @@iividade da
D2 estdo presentes principalmente no cérebro, ibgoftireoide,
placenta e musculos cardiaco e esquelético. Emomesda D2 é
expressa na glandula pituitaria, cérebro, tecidiposd marrom,
gbnadas, glandula pineal e timo de ratos, e glandohmaria de
camundongos (MAYERt al.2007; GEREBEN:t al, 2008).

Figura 2. Metabolizagdo dos HT pelas desiodases.
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As desiodases catalisam a remogdo do iodo (esteita @ anel fendlico ou
tirosinico das iodotironinas produzindg, Tar e T, por desiodacédo gradual do

Ta.
Fonte: Adaptado de Bianco; Kim (2006).
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A D3 é uma proteina de membrana que catalisa ad#esio do
anel interno das moléculas dg & T;, resultando na formagdo dos
metabolitos Fr e T, (Figura 2) (BIANCO; KIM, 2006). A expressao de
D3 é mais elevada em tecidos fetais humanos eedi®res, na placenta,
Utero gravidico e vasos umbilicais. Essa localiaagdgere que a D3
regule os niveis circulantes e teciduais ged& modo a proteger o feto
em desenvolvimento de uma indevida exposicdo aos(HHTANG,
2003; MAYERet al,2007; GEREBENMNt al,2008).

2.3 MECANISMOS DE REGULAGAO DA SINTESE E SECRECAO
DOS HORMONIOS DA TIREOIDE

O hipotalamo e a hipofise controlam a funcédo dasaglandulas
enddcrinas como a tireoide, adrenais e gbnada®opgu conseguinte,
modula uma série de fungbes organicas. O controke @ sistema
nervoso exerce sobre o sistema enddécrino e a ngdautpue este efetua
sobre o sistema nervoso central, constitui um dasipais mecanismos
reguladores de praticamente todos 0s processol®{gios.

O hormonio estimulante da tireoide (TSH) é o ppatiregulador
da secrecédo des€ T4 A interacdo do TSH com seus receptores ativa a
adenililciclase, aumentando a formacao de AMPaidItAMP), o que
ativa uma sequéncia de ativacao de proteinas sifs#eGNER, 1990;
YEN, 2001).

O TSH, por sua vez é estimulado pelo horménio dider de
tirotrofina (TRH), um pequeno peptideo liberado apelcélulas
neurosecretoras no hipotdlamo e no interior dodacap hipatalamo-
hipofisarios portais, onde sado transportados pasa ticeétrofos
pituitarios. Sua meia-vida plasmética é de aprodansente trés
minutos (YEN, 2001). O estimulo de TRH sobre aesgiw de TSH
ocorre pela ativagcdo mediada por receptor via lipsfee C, o que
mobiliza o célcio intracelular. Dessa maneira, dHHTiBoduzido pelas
células tireotréficas da hipdfise anterior interagem receptores
especificos na tireoide e estimula todas as etdpadntese dosle T;
bem como sua liberagéo pela glandula (Figura 33oicentracdo dos
HT na circulagdo é regulada por um processo deatetrentacéo
homeostatico. O principal efeito dos HT é reduzireasposta dos
tire6trofos mais do que alterar a taxa de secret@olTRH pelo
hipotdlamo. A sensibilidade dos tiredtrofos ao TRldpende da
concentracao intracelular dg. Quando a concentracao decirculante
€ baixa, h4 um aumento na sintese dos receptorERldee na sintese
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de TSH o que resulta no aumento da resposta do daSHRH
(WILSON et al.,1998).

A sintese de TSH pode ser inibida por outros horosécomo a
somatostatina e a dopamina, e também por citocpeticularmente
IL-18, IL-6 e TNFe (NUSSEY; WHITEHEAD, 2001; REIS-
LUNARDELLIet al, 2007). Ainda, o processo de retroalimentagdo que
regula a concentracdo dos HT é afetado por fatwwe® o balanco
energeético, variagdo circadiana, temperatura argyialém de algumas
doengas como anorexia nervosa (LECHAN; FEKETE, 2006

Figura 3. Representacdo esquemética do eixo hmotahipofise-tireoide.
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Fonte: Adaptado de Zamoner (2006).

Portanto, a sintese e a secre¢do do TSH sé&o icihdas pelos
hormdnios da tireoide por retroalimentacdo negativieelo TRH por
retroalimentacdo positiva, representados esqueamaicte pela figura
3. Como resultado desse controle na secre¢do do dSkcrecdo dos
hormdnios tireoidianos € mantida dentro de limitesito estreitos
(YEN, 2001).
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2.3.1 Mecanismos moleculares de acédo hormonal

Os efeitos biologicos do ;Tsdo inicialmente mediados pela
interagcdo do horménio com receptores nuclearegjosestes efeitos
conhecidos como efeitos gendmicos. Entretanto, osarhbém podem
desencadear efeitos conhecidos como de membrana e#o
genbmicos, através da interacdo destes hormdénios rezeptores
putativos presentes na membrana plasméatica (BERR@QY).

No mecanismo classico de acdo dos HT, o T3 atuaxélatas
alvo através de seus receptores nucleares, TRss Esseptores sdo
produtos do protooncogene c-erbA e homoélogos aogame v-erbA.
S80 conhecidas duas isoformas desses receptores, eETRR3
(BERNAL, 2007).

Os receptores TR dividem-se ainda em R, TRe2 e TRi3.
As isoformas TR1 predominam durante desenvolvimento neural, com
niveis mais elevados no cértex cerebral, cortefopine, hipocampo e
no coliculo superior. Sugere-se que o oIRé responsavel por
praticamente toda da capacidade de ligacdo ¢end cérebro
(SCHWARTZet al.,1994).

O segundo grupo de receptores, osp,TRompreendem as
variantes TR1, TRB2, TR33 e TRAB3 (BERNAL, 2007). Os receptores
da familia TR1 apresentam, em ratos, sua expressao principament
pos-natal, no striatum e na regido CAl do hipocangmn uma
expressiva elevacdo nos niveis de concentracdo edo RNAmM
coincidindo com 0 nascimento e atingindo o pico iméx de
concentrac@o aproximadamente em 10 dias pos-Aaishforma TH2
esté distribuida em ndcleos neuronais por toddogre

Contudo, as trés isoformas funcionais foram idieatifas como
TRol, TR31 e TH32 e sdo receptores nucleares verdadeiros que
induzem a transcricdo génica. Sabe-se que enquanidro esta
envolvido com os efeitos metabdlicos dos HT, o3 Té&Ro regulador
chave no controle do eixo hipotalamo-hipéfise-idece o responsavel
pelo estado eutiredideo (ANDERSON, 2001).

Estes receptores ligam-se a regibes especificadDNA4,
conhecidas como elementos de resposta ao hormémidirebide
(TRESs), na forma de monémeros, homodimeros ou o@iwumente,
como heterodimeros formados entre 0 TR e 0 recegd-cis-acido
retindico (RXR), o que resulta na liberacdo dosrepressores e
recrutamento de coativadores da transcricdo géifikigura 4)
(ANDERSON, 2001).
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Figura 4. Mecanismo classico de a¢do dos hormdinésdiano:

Fonte: Adaptado de Zamoner (2006).

A regulacdo de cada um dos receptores varia coafarade
isoforma, o tecido e o estagio de desenvolvimertmo mencionad
anteriormente. Em geral, TiRé expresso em altos niveis no inicio
desenvolvimento, enquanto a expressao ded Bumentada nonal do
desenvolvimento cerebral (ANDERSON, 2001; FORRIet al.,2002).
A presenca de TRs nos astrocitos pode explicarfat® do 7; em
varios aspectos da funcdo astrocitémiavitro, incluindo transporte ¢
glicose, secregcdo proteica, proliferacdo e difelagdo morfolégic
(AIZENMAN; DE VELLIS, 1987; TRENTINet al, 1995; TRENTIN
MOURA NETO, 1995).

2.4 HIPOCAMPO

Os HT estdo criticamente envolvidos no desenvolvimee
funcdo no SNC (BERNAL, 2002). Dessa maneatteracdes nos nive
desseshorménios podem resultar em alteragcbes morfofigiods ©
hipocampo e outras partes do cérebro.

Caracterizagdes mais especificas da funcdo do drigue, cor
base em dados experimentais de animais e seresibs,nuiemonstrai
implicagbes na formacédo dopoicampo na doenca de Alzheirr
hipotireoidismo, epilepsia do lobo temporal, eneelmento cognitivo
amnésia, esquizofrenia e transtws depressivos e de ansied
(SMALL et al, 2011).
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A regido hipocampal esta localizada na porcao rheldiaobo
temporal e € uma das estruturas que compde o aifftairico. A regido
hipocampal consiste da formagcdo hipocampal e daidaeg
parahipocampal. A formacé&o hipocampal, ou o hipgeapropriamente
dito, é uma estrutura em forma de C e inclui o geateado (GD) e o
Corno de Ammon (CA), sendo este ultimo divido emlCBA2, CA3 e
CA4 e o subiculo (Figura 5). A regido parahipocdnepasiste do pré-
subiculo, para-subiculo, cdrtex entorrinal, cégexrhinal e cértex pos-
rinal (VAN STRIENet al, 2009; HOU; YANG; YUAN, 2013).

Os seres humanos e outros mamiferos possuem gosahipos,
um em cada hemisfério cerebral. Considerando unfiaigi® mais
restrita, a formacéo do hipocampo se refere apgmagocampo e GD.
O GD é constituido por células granulares, e é dam principais
regibes do cérebro, pois possui a capacidade, rego lda vida, de
formacgéo de novos neurdnios em mamiferos (YANG; XUJ2013).

Figura 5. Regides do hipocampo
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Corno de Ammon (CA1, CA2, CA3, CA4); Giro dentea@@D) e subiculo.
Hipocampo de rato corado com azul de cresil.

Fonte: Adaptado de CASSIM (2007).

2.5 GLUTAMATO

O glutamato € o aminoacido livre mais abundantesistema
nervoso central. A maior parte do glutamato presanttecido nervoso
(70%) apresenta funcbes metabdlicas (biossintesprateinas, entre
outras) idénticas as exercidas por este aminodmdautros tecidos.
Além dessa fungcdo, o glutamato é o principal neamstmissor
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excitatorio de mamiferos e participa ativamente dvidades
relacionadas com a informacdo sensorial, coordenagdora, emogao
e cogni¢do, aprendizado, memoria e plasticidadeah€GRICINSKA,;
SILVER, 1990; OZAWAet al.,1998;)

Este aminoacido pode ser sintetizado a partin-gdetoglutarato
(a-CG), intermediario do ciclo de Krebs, pela enziolesidrogenase do
acido glutamico (GDH); ou a partir da glutamina,lapenzima
glutaminase ativada por fosfato (PAG). O glutam&m muitos
destinos no cérebro, incluindo a conversdo em miata pela glutamina
sintetase (GS) em astrécitos, a conversdo para BAG#euronal pela
enzima descarboxilase do acido glutdmico (GAD)xidag&o na via de
energia do ciclo de Krebs, a sintese de proteiaas, sintese de
glutationa, dentre outros (MCKENNA, 2007; BRARY al, 2012).

A barreira hematoencefalica (BHE), essencialmeimpede a
entrada de glutamato derivado do sangue no SNGe Pesdo, uma
grande quantidade de glutamato é sintetizada ar pdat glicose
plasmética, que entra no cérebro por meio de mialetransportadoras
de glicose (GLUT) presentes nas células endoteliairécitos,
neurdnios, e, possivelmente, outras células nobi#reA glicose é
captada pelos astrécitos sendo posteriormente gaavem glicogénio,
através da reacdo catalisada pela glicogénio sintasa piruvato via
glicdlise. O piruvato gerado na glicélise pode camvertido em lactato
pela lactato desidrogenase (LDH), ou ainda, podecsevertido em
acetil-coenzima A pela piruvato desidrogenase. Atilapoenzima A
sera entdo metabolizada no ciclo de Krebs. Confodigeutido
anteriormente, a-CG gerado como um intermediario do ciclo de Krebs
podera dar origem ao glutamato através da rea¢atiseda pela GDH
ou por reagdo de transaminacgao.

Na reacdo de transaminagdo, a aspartato amin@rassf
(AST) catalisa a transferéncia de um grupo amirceesspartato e-
cetoglutarato formando oxalacetato e glutamat@agé&o é reversivel e
seu equilibrio favorece a formacédo do aspartatasgartato representa
uma importante reserva de grupamento amina pardntass de
glutamato. Os neur6nios também apresentam uma efabdlica para
sintese de glutamato a partir de alaninai-€G, liberados pelos
astrocitos, os quais sdo convertidos em glutamaisugato, em uma
reacdo de transaminacdo catalisada pela alaninaotmamsferase
(ALT). Essas reacbes estdo esquematicamente dastraa Figura
6(MARTINEZ-HERNANDEZ et al, 1977; LAAKE et al,1995;
MCKENNA et al.,1996).
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Figura 6. Representac@squematica das reacbes catalisadas pelas transar
AST e ALT durante o metabolismo dos aminoéacidos
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O glutamato captado pelo astrdcitos pode ser migaHbo por 2 rota
diferentes: i) transformado em glutamirelgpacéo da glutamina sintetaou ii)
convertido em a-cetoglutarato o-KG), por desaminagdo pela glutam
desigrogenase (GDH) ou transaminacdo por aménotransferase. (a-KG
serd metabolizado através do ciclo de Krebs, pindazm Ultima inéncia o
lactato. Ambos, lactato e glutamirs@o liberados no fluido extracelul

Fonte: Adaptado de Zigmorad al(1999).

Em neurdnios, apds sua sintese, o glutamato é enaada en
vesiculas sinapticas através de transportadorésulaes (VGLUTS)
que fazem antiporte de glutamato €. K\ liberacdo das vesicul
singpticas contendo o neurotransmissor glutamatorecatravés d
potenciais de acdo, que invaderterminal nervoso e iniciam o influ
de C&" pré-sinaptico por canais de Cadependente de voltage
(CCDV). Estes neurotransssiores se difundem através da fe
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singptica e iniciam uma resposta no neurdnio p@psico ao ligarem-
se aos de diversos tipos de receptores glutamaérgiLIGUZ-
LECZNAR; SKANGIEL-KRAMSKA, 2007; COULTER; EID, 2012

Os receptores glutamatérgicos sdo classicamerithddis em
duas categorias: receptores ionotrépicos e re@ptoetabotrépicos. Os
receptores ionotrépicos de glutamato podem sermdidng em dois
grupos: os receptores N-metil-D-aspartato (NMDAseaeceptores nao-
NMDA, entre o0s quais estao incluidos os subtipasnino-3-hidroxi-5-
metil-4 isozazole-4cido propibnico (AMPA) e cainat¢gkA)
(STEPHENSON, 2006).

Quanto aos receptores metabotropicos (MGIuRs), &&o
acoplados a proteina G e conduzem fluxo de ionsnGlkiIRs podem
ser divididos em trés grupos com base nas viasadsducéo de sinal
gue ativam: o grupo |, do qual fazem parte os tecep dos tipos 1 e 5
(mGIuR1 e mGIuRS5); o grupo II, do qual fazem partereceptores dos
tipos 2 e 3 (MGIUR2 e mGIuR3); e o grupo lll, dalgiazem parte os
receptores dos tipos 4, 6, 7 e 8 (MGIuR4, mGIuRBIUR7 e MGIuRS).
(ERICINSKA,; SILVER, 1990; VAROQUet al., 2002; SANACORA,
2008).

O término da acdo do glutamato se da pela sua tegéap
através de transportadores de glutamato na memplasraatica. Sendo
estes de dois tipos: os dependentes de s6dio wmpeém transportam
aspartato, conhecidos como transportadores de aoiitus excitatorios
(EAATSs), sendo subdivididos em cinco tipos (EAAT15% e os
independentes de so6dio, como o trocador cistin@glato (Xc-)
(GETHEREet al.,2006).

Por fim o glutamato pode ser reciclado através ddo c
glutamato/glutamina (amidagcédo de glutamato a glmamela enzima
glutamina sintetase), via metabdlica quantitativateepredominante
nos astrécitos, como descrito na figura 7 (HANSERDOZ2;
SANACORA, 2008; COULTER; EID, 2012).

Embora o glutamato seja o principal neurotransmissoitatorio
do SNC de mamiferos, sua concentracdo deve selidamdrdixa na
fenda sindptica, pois a excessiva ativacao de rema@ptores pode ser
toxica para as células neurais. Este fendmeno é&ecao como
excitotoxicidade glutamatérgica e tem sido implecasm diferentes
situacBes agudas (como acidente vascular cerebralylséo, trauma) e
cronicas (deméncia vascular, doencas neurodegmasratdoencas
psiquiatricas, entre outras) que levam a compraonegtios da funcdo
das células neurais (CHA al, 2010).
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Figura 7. A sinapse tripartite do glutamato.
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O glutamato € sintetizadde novéanto a partir de glicose como de glutamina
(GIn) fornecidas por células gliais. O glutamaterao, embalado em vesiculas
sinapticas por transportadores de glutamato vesisl(VGLUT). Proteinas
complexas SNARE medeiam a interagdo e fusédo désules com a membrana
pré-sinaptica. Apos a liberacé@o para o espagoaeitiar, o glutamato interage
com receptors ionotrépicos (NMDA, AMPA) e metabpiods (mGIuR) tanto
em neurbnios pds-sindpticos quanto pré-sindpticosne células gliais. Apés
esta interagdo, os receptores iniciam varias réspascluindo a despolarizagao
da membrana, a ativagcdo de cascatas de mensagpetraselulares, a
modulagao da sintese local de proteinas e, evergntd, a expressdo de genes
(ndo mostrado). O glutamato é eliminado da sinapseés de transportadores
de aminoéacidos excitatérios (EAATS) que estdo Ipadbs sobre as células
gliais vizinhas (EAAT1 e 2) e, em menor grau, enurdeios (EAAT 3-5).
Dentro da célula glial, o glutamato € convertido glmamina, por acdo da
glutamina sintetase, e esta é subsequentementadiatravés do sistema de
transportadores de N e captada por neurdnios atrdgéum sistema A de
transportadores de aminoacidos para completai@aécglutamato- glutamina.
Fonte: POPOLEt al(2011).
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2.5.1 Transporte de aminoacidos

Os transportadores de aminoacidos neutros s&o rupo gle
proteinas de membrana que transportam diversos dipa@aminoacidos
através da membrana plasmatica, favorecendo o cioteeto de
substratos para a biossintese de proteinas e rigtadale precursores
de neurotransmissores e horménios (ALBERT&l., 2010). Dividem-
se em duas categorias gerais: transporte do tipoma de aminoacidos
e o transporte do tipo simporte acoplado ad. Ndeste simporte, o
gradiente de Nadetermina o transporte de aminoéacidos através
membrana (ESCOTT; ROSA; LOSS, 2011).

Ha quatro principais sistemas de transporte de auidos
neutros: (1) o sistema ASC transporta alaninanaeei cisteina; (2)
osistema L que reconhece e transporta aminoacidoscatleias
ramificadas e aminoacidos aromaticos; (3) o sistbhmgue medeia a
captacdo de glutamina, histidina e aspargina eéanébum trocador de
hidrogénio (H), ion que atua no cotransporte coni;¥#4) o sistema A
que transporta aminoacidos neutros de forma deptndde N3
particularmente alanina, serina e glutamina e éongiimilar ao sistema
N (REIMERet al, 2000).

Os aminoécidos neutros participam do metabolisneoggtico e
do anabolismo influenciando a funcéo e a sobregigéneuronal no
SNC. Por exemplo, a L-glutamina € uma moeda degen@&euronal
importante derivada de astrécitos, L-serina € lemehto crucial para a
sintese de esfingolipidio neuronal, e L-cisteinaméregulador critico
para os niveis de glutationa neuronais (GLIDD&ML, 2009).

2.6 ACETILCOLINA

A acetilcolina (Ach) é um mediador quimico de s&&p ho
sistema nervoso central (SNC), no sistema nervestépco e também
na juncao neuromuscular. A Ach, seus receptoreapa@to enzimatico
responsavel por sua sintese e degradagdo constilusiatema de
neurotransmissao colinérgica (DAlgEal.1914).

A Colina-O-Acetil-Transferase (ChAT) é a enzimap@ssavel
pela sintese da Ach a partir de acetil-coenzima Acobna. A
glicerofosforilcolina, a fosforilcolina e a fosfdiicolina geram a colina
que é utilizada como substrato e transportada pB&AIC através da
circulagcdo sanguinea. Assim, as fontes de colina paintese de Ach

provém da circulacdo, além da sua recaptacdo apliisermcao e

da
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degradacado desse neurotransmissor. Uma vez zutafiparte da Ach

€ transportada e armazenada em vesiculas sinifsss processo €
realizado por um transportador vesicular de Ach QWA), apGs ser
liberada inteiramente por exocitose, a Ach inteegpecificamente com
0s receptores colinérgicos, 0s quais sao clasdficaomo muscarinicos
e nicotinicos e estdo presentes nas membranas p@Es-sinapticas. A
acdo da acetilcolina cessa quando é hidrolisadaceato e colina pela
enzima  acetilcolinesterase (AChE), presente na afend
singpitca (TAYLOR; BROWN, 2006).

O conhecimento desse sistema, principalmente das de
sinalizagdo intracelular que se iniciam pela afieaglos receptores
colinérgicos, tem sido utilizado no desenvolvimentie novos
tratamentos para sindromes neurolégicas e psigastr Nessas
sindromes, observa-se uma disfuncdo do sistemaw®transmisséo
colinérgica, como transtornos do humor e algursstie esquizofrenia.

2.7 CALCIO E SINALIZACAO CELULAR NO SISTEMA
NERVOSO

O C&* é um segundo mensageiro que tem papel fundanrental
regulacdo de varios processos biolégicos. O aumeatooncentracéo
de C&" citoplasmatico representa um passo crucial paiesatdo de
neurotransmissores e para a modulacédo da exditaidlide membranas
celulares. Esses processos dependem basicamepgssmem de €a
através de canais presentes na membrana plasnuiitisau transporte
por bombas ibnicas ou da sua liberacdo a partir dservas
intracelulares (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003;
CARAFOLI, 2005).

O aumento nos niveis do fon célcio ocorre via cadaiC4’, os
quais estdo divididos em cinco subtipos: dependedte voltagem,
operados por receptores, operados pela proteinapérados por
segundos mensageiros e ativados pela liberacdo ai¢OCPELT,
2004). A concentracdo de ¥alivre no citosol das células é
extremamente baixa{0’ M), enquanto que a concentracdo no fluido
extracelular (~18 M) e no reticulo endoplasmatico (RE) é alta. Assim
ha um gradiente tendendo para a entrada dep@e o citosol através,
tanto da membrana plasmética quanto da membrafREd® RE é o
principal estoque de calcio intracelular, enquajuie as mitocéndrias
formam e decodificam sinais celulares do?’Cdiberando este ion
(ALBERTS et al.,2002).
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Um aumento na concentracdo de‘Gatracelular em dendritos
neuronais através de canais NMDA é crucial pamicoi da formacao
da plasticidade sinptica e do potencial de longagdio (PASTEt al,
1997).0s astrécitos, embora ndo possam gerar paiterde acao,
expressam em suas membranas canais del€gendentes de voltagem,
bem como canais operados por ligantes que em dongom oS
receptores metabotrépicos controlam a liberaca€Caéa partir das
reservas intracelulares. Essas células possuengramde sensibilidade
a liberacdo neuronal de glutamato, a qual deseiacatwis de Ca
nessas células permitindo que haja um sistema deurdéocacéo
bidirecional entre neurdnios e astrocitos. Destam&) o glutamato
liberado pelos terminais sinapticos pode modulaitetal ou
indiretamente, a maioria dos canais de calcio (RARR et al, 1994;
CARMIGNOTO, 2000).

Por outro lado, o aumento exacerbado nos nivesceitlares
de C&" e a excitotoxicidade glutamatérgica séo fenémemdgas vezes
associados a inducdo de estresse oxidativo e aloga®
neurodegenerativas e psiquiatricas. Estudos deraomstque o
hipotireoidismo congénito leva ao actimulo de*’Gatracelular e a
excitotoxicidade glutamatérgica; entretanto, otefdd hipertireoidismo
sobre o influxo de Gaainda nao foi demonstrado em células neurais.

2.8 VIA DE SINALIZACAO
2.8.1 Glicogénio-Sintase Cinase 3 (GSK3)

O cérebro contém inameros tipos de proteinas can8seThr
que sdo independentes de segundos mensageiros pooragemplo, a
GSK3. A GSK3 é uma enzima presente em Vvarios sistdrinldgicos.
A enzima tem duas principais isoformas: alfa (G&K&e 51 KDa, e
beta (GSKB), de 46 KDa. As isoformas de GSK3 sédo codificguiars
genes diferentes, porém sdo reguladas de formaltsete (PAP;
COOPER, 1998).

A atividade da GSK3 ¢é regulada pela fosforilacdo e
desfosforilagcdo de residuos de serina e treonima,um processo
dependente do balanco entre diversas cinases aafes$ proteicas. A
GSK3 é uma enzima constitutivamente ativa, atraeéfosforilacdo de
residuos de tirosina 216 (GSK3u tirosina 279 (GSKB. A enzima é
inativada pela fosforilacdo adicional dos residdesserina 9 (GSK3J
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ou do residuo de serina 21 (GSKK3DOBLE; WOODGETT, 2003;
DINIZ, 2011).

A GSK-3 é a isoforma mais abundante no organismo,
altamente expressa no SNC. Inicialmente, se aaxedifjue a GSK{3
estava envolvida apenas no metabolismo energétt@vés da
regulacdo da atividade da enzima glicogénio sint38), passo
fundamental no metabolismo do glicogénio intraggluNo entanto, a
descoberta de que outrasvias de sinalizacéo ihitacealém da via de
sinalizag&o da insulina, convergiam sobre a GBKeB8mo a via da Akt
e a via Wnt/beta-catenina e outras proteinas aglidogénio sintase,
eram seus substratos (proteina Troatenina, CREB), apontando que
esta enzima poderia estar envolvida em diversadémcelulares além
da regulacdo do metabolismo energético (ALBERAtSal, 2010;
DINIZ, 2011).

Em neurbnios, as principais vias de sinalizacgoletorias da
GSK-33 sdo a via Wnt/beta-catenina e a via PI3K/Akt, sesgta Ultima
uma via que estimula a sobrevivéncia e o crescimeelular. Dessa
maneira, a atividade da GSK-3nfluéncia direta ou indiretamente,
diversas vias de sinalizacdo intracelular que otartr aspectos
essenciais do funcionamento neuronal como neutaidiie,
neurotransmissdo, metabolismo celular, crescimerrieuronal,
polarizacao e morte neuronal além da neurogéneseampal (DINIZ;
2011; ALBERTSet al,, 2010).

Estudos também apontam o envolvimento da GSK3 emgds
neurodegenerativas, como Alzheimer e doenca deiriffioh e em
doencas psiquiatricas, como esquizofrenia e desobilgolar. Portanto,
a atividade da GSKS3 parece estar inversamentdartda a viabilidade
neuronal (MOLZet al, 2011).

2.9 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
NITROGENIO

Os radicais livres sao definidos como moléculagimicas e
inorgénicas e atomos que contém um ou mais elétessmparelhados
na Ultima camada eletrbnica, sendo capazes de irexist
independentemente de outras substancias. A presiene#trons néo
emparelhados geralmente confere alta reatividadessse atomo ou
molécula, além de possuir uma configuracdo quingoa a torna
instdvel com tempo de meia-vida curto (HALLIWELL,9%;
BIANCHI; ANTUNES, 1999; HALLWELL; GUITTERIDGE, 200y.
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As principais ERO distribuem-se em dois grupostanicalares
dentre eles, os de maior interesse do ponto da histégico estdo o
radical anion superéxido (9, radical hidroxila (-OH), radical peroxil
(ROO) e radical alcoxil (RQ; e os nado radicalares, sendo eles: o
oxigénio singlete *02), peréxido de hidrogénio ¢B.), e acido
hipoloroso (HOCL). Dentre as ERN incluem-se o éxidico (NO),
Oxido nitroso (NOs), acido nitroso (HN@), nitritos (NQ), nitratos
(NOs) e peroxinitritos (ONOQ (SANCHEZ, 2012).

As ERO podem ser produzidas por fontes exdgendss pe
xenobidticos como os agrotdxicos, medicamentosgiamo, raios X,
radiacdo ultravioleta, entre outros, ou por formdsgenas
(HALLIWEL,1994). No entanto, elas podem ser gerga@ascipalmente
como consequéncia do metabolismo celular oxidativoseja, através
da cadeia transportadora de elétrons mitocondd®VART et al,
1999). Além disso, a degradacao de acidos grax@permxissomas, 0s
mecanismos de detoxificacdo mediados pelo complexamatico
citocromo P-450, o processo de fagocitose e a oialae pequenas
moléculas como hidroquinonas, ferrodoxinas redwszaéeatecolaminas,
séo igualmente fontes de ERO (BLOKHINAaL, 2003; FRIDOVICH,
1998;HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.9.1 Mecanismos de geracao de radicais livres

A mitocdndria € uma fonte importante de produca&BE© na
maioria das células dos mamiferos. Aproximadam&btea 90% do
oxigénio (Q) séao utilizados pela mitocbéndria através da cadeia
transportadora de elétrons, também chamada derzadspiratéria. Os
10 a 15% restantes séo utilizados por diversasmaszioxidases,
oxigenases e por reagfes quimicas de oxidacdaslif8CHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

Diferentes componentes da cadeia respiratéria rpode
transformar @em radical anion superoxido {Q quando reduzidos. Na
cadeira respiratoria quando plenamente em funcientonisso ocorre
com aproximadamente 0,01 a 1% do oxigénio consuhégbendendo
das condicbes fisiolégicas e dos substratos (KOWWAKBEI, 2004).
Na parte terminal da cadeia transportadora, a enzitncromo oxidase
remove um elétron de cada uma das quatro molécathzidas de
citocromo ¢, oxidando-as, e adiciona os quatror@iét ao @ para
formar &gua (Figura 8). Os 2 a 5% restantes saazicmb
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univalentemente em metabdlitos denominados espéeiadvas de
oxigénio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Figura 8. Primeira reacdo para a geracdo de ERAudde tetravalente de
oxigénio

02 + 4é+ 4H+—> 2BD + energia

Fonte: Adaptado de Schneider; Oliveira, 2004.

A conversao univalente do oxigénio a agua ocorreuenma
cascata de eventos bioquimicos, sendo iniciadafgeteacao do radical
anion superoxido (£) através da adicdo de um elétron a uma molécula
de oxigénio (Figura 9). Este radical possui méia ynais longa quea
hidroxila, 1x10° segundos, sendo capaz de reagir com as moléaras p
mais tempo. O seu poder deletério estd em geraraisdsecundarios
como o radical’OH, ou ainda reagir comNO e gerar ONOO
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Figura 9. Segunda reacao da formacgéo de ERO.

O, +e-— 02.-

Fonte: Adaptado de Schneider; Oliveira, 2004.

O O, originado pela cadeia transportadora de elétrone [ser
gerado pela NADH desidrogenase, pela coenzima @assjvelmente,
por desigrogenases matriciais. O citocromo ¢ oxida® lugar onde é
realizada a transferéncia de elétrons para o okig8bontudo, a
liberacéo de @ pelo citocromo coxidado é relativamente baixa, pois
este se liga fortemente aos intermediarios do aiag@arcialmente
reduzidos, impedindo seu desligamento antes dag@iedoompleta a
HO (TURRENS, 1997; STARKOV; FISKUM, 2002;
KOWAHOWSKI, 2004).

Em sequéncia, o superéxido recebe um elétron e idois
hidrogénio e forma D, pelo processo de dismutacdo, cuja reacdo €
catalisada pela enzima superéxido dismutase (S@igura 10). O
H,O, é pouco reativo frente as moléculas organicas usgnzia de
metais de transicdo. No entanto, exerce papel taper no estresse
oxidativo por ser capaz de transpor as membranalsiess faciimente e
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gerar o radical hidroxila (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 280
BARREIROS; DAVID, 2006).

Figura 10. Terceira reacdo da formacédo de ROS.
soD

20, +2H + e HO:

Fonte: Adaptado de Schneider; Oliveira (2004).

Quando o perodxido de hidrogénio recebe mais unnoalét um
fon hidrogénio, forma-se o radical hidroxilZOH). Este radical é
formado principalmente pela reacdo com metaisatesitdo. Os metais
de transicdo mais importantes para a ocorréncisada®acdes sao 0
Fe™ e o Cl que sdo denominadas como reacdes de Haber-Weiss e
Fenton (Figura 11) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; BAERROS;
DAVID, 2006).

O radical hidroxila é o mais deletério ao organispmis possui
meia-vida muito curta e dificimente pode ser sestrago.
Frequentemente atacam moléculas por abstracdoddegénio e por
adicdo de insaturacbes. @H causa danos ao DNA, RNA, as
proteinas, lipidios e membranas celulares do nuelemitocondrial
(BARREIROS; DAVID, 2006).

Figura 11. Representacéo da formacéo de *OH atdagseacles de Haber-
Weiss/ Fenton

Reacao de Haber-Weiss:
02.- + Féa+—> 02 + Fé+

Reacéao de Fenton:
FE" + H,0,— ‘OH + OH + Fé"

Fonte: Adaptado de Halliwell, Gutteridge (2007).
2.9.2 Lipoperoxidacao
A lipoperoxidacéo (LPO) pode ser definida como wascata de

eventos bioquimicos resultantes da acdo de radivaés sobre os
lipideos insaturados das membranas celulares,devardestruicdo de
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sua estrutura, faléncia dos mecanismos de trocaetiEbolitos e morte
celular (HALIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Nos sistemas bioldgicos a LPO pode ocorrer praigipnte por
duas vias: uma via enzimatica envolvendo as cidgmases e
lipoxigenases na oxidacéo de acidos graxos pdiiirsdos e a segunda
via é a peroxidagdo ndo enzimatica, que envoharticipacdo de ERO
e ERN, metais de transicdo e outros radicais liyi¢ALLIWELL,
1987).

O processo de peroxidagdo ndo enzimatica estfidtivem trés
fases: iniciacdo, propagacdo, e terminacdo ou degiia. E iniciado
quando o *OH captura um atomo de hidrogénio doocarlmetileno na
cadeia do &cido graxo, que se torna radical alfju), e este, na
presenca de £ gera radical peroxil (LOOe), que € muito instaeel
captura um atomo de hidrogénio da molécula de &pideoo adjacente
(reacdo de propagacao da peroxidagao lipidica)arideireste processo,
estas moléculas sdo decompostas em aldeidos, iacip@r deles é o
malondialdeido (MDA), altamente toxico e, o 4-hilf@-trans-nonenal
(HNE), esses compostos reativos podem atacar garmgamamino de
proteinas e fosfolipidios, modificando moléculasldmicas. Os aldeidos
formados pela peroxidacdo podem ainda interagir cddNA. (SIES,
1999; HALIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Muitos estudos tém mostrado a associacao entuenerdo do
estresse oxidativo e a LPO com o surgimento degd@er\lém do mais
a oxidacBes aos lipidios pelas ERO constituem a Hasformacéo da
placa de aterosclerose. InUmeras patologias comabetdis,
hiperlipidemia, apoplexia, doencas hepéticas, ougadiculares,
neurodegenerativas, entre outras, mostram niveimertados de
lipoperoxidagdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

2.9.3 Estresse Oxidativo

O desequilibro entre os mecanismos oxidativos eedssas
antioxidantes celulares resultam no estresse oxad@dHALLIWEL;
WHITEMAN, 2004; JUNQUEIRA, 2004). Esse desequilibpgode ser
ocasionado por diversos fatores que levam ao aciumtracelular de
compostos reativos ao oxigénio e ao nitrogénioncipalmente das
espécies reativas de oxigénio (ERO). Como consegéha um
desequilibrio entre o sistema redox, devido ao ssacale ERO, a
deplecdo de antioxidantes (AOX) ou de ambos (ECHTARWYO7;
MATSUZAWA-NAGATA, 2008).
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Os danos oxidativos tém sido relacionados com uéne sle
estados fisiopatoldgicos como no processo de essiellento e, com a
etiologia de doencgas como cancer, diabetes, doaagdmvasculares,
aterosclerose, artrite reumatoéide, inflamacédo cejnihipertenséo,
degeneracdo macular, Parkinson e Alzheimer. Fieemgsas condi¢cbes
0S organismos possuem um sistema de defesa aatbdxjdque tem
como funcéo a inibi¢cdo ou a reducdo dos danos dasises células pela
acdo das ERO e ERN. (YUN-ZHON& al., 2002; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

2.10DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo moléculas que tém a habilidademover
radicais livres de um sistema, seja freando a cede@xidacao, ou pela
reacdo com o0s agentes oxidantes, produzindo coogpostenos
ofensivos (BRITTON, 1995). De maneira geral, oesisi de defesa
antioxidante da célula pode ser enzimatico ou ndovetico.

Os antioxidantes primarios sao o0s que previnemradgao de
novas ERO através da conversédo dessas espécieaseah moléculas
menos prejudiciais antes que elas possam reagstataen-se neste
grupo as enzimas superéxido dismutase (SOD) etigingaperoxidase
(GPx), bem como as proteinas de unido a metaisp eoferritina. Os
antioxidantes secundarios capturam os radicaisteneas reacdes em
cadeia, sdo exemplos as vitaminas E e C, os [eoasto acido Urico, a
glutationa, dentre outros. Os antioxidantes temsasdo encarregados
da reparagdo das biomoléculas que sofreram dafosjnslusas as
enzimas reparadoras do DNA e a metionina sulféredatase.

2.10.1 Antioxidantes Enzimaticos

Dentre as principais enzimas antioxidantes destaeaaenSOD, a
catalase (CAT) e a GPx (Figura 12). Através dedascélulas podem
manter baixas as quantidades do radical anion &idere de peroxido
de hidrogénio, evitando a formacao do radical hitho

- Superoéxido dismutasés superdxidos dismutases sdo um grupo
de metaloenzimas que catalisam a dismutacdo daatadinion
superéxido (@) em oxigénio e peréxido de hidrogénio
(VASCONCELOSet al, 2007; SANCHEZ, 2012).

- Catalase(CAT): E uma metaloproteina tetramérica que contém
0 grupo heme no sitio ativo, sua funcéo é degraddsO, formando
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agua e oxigénio molecular. Esta localizada nos xEIomos e na
matriz mitocondrial; entretanto, nos eritrécitosaesnzima encontra-se
no citoplasma. Seu papel antioxidante consiste iemndir o risco da

formacdo do radical hidroxila a partir do®} via reacdo de Fenton.
(SANCHEZ, 2012).

Figura 12. Esquema das defesas antioxidantes,andstia geracao de espécies
reativas.
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Antioxidantes: superoxido dismutase (SOD), catald€AT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), glotet redutase (GR).
Espécies reativas: radical anion superéxido {Q2eréxido de hidrogénio
(H202), radical hidroxila (-OH), 6xido nitrico (NJ-peroxinitrito (ONOGQ).
Fonte: Adaptado de GRIENDLING; FITZGERALD, 2003.

-Glutationa peroxidasgGPx) e Glutationa Redutas€GR): A
familia das GPxs sdo enzimas dependentes de s€&)ioElas contém
um atomo de selénio unido a um residuo de cis{s&lanocisteina) no
sitio ativo. Sua atividade consiste em reduzir,@4tisando a glutationa
reduzida (GSH) como cofator. Existem 5 isoformass®x sendo elas:
GPx1 encontrada no citosol e na mitocondria, GPx® trato
gastrointestinal, GPx3 nos rins, GPx4 especifica pedroperdxidos
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derivados de fosfolipidios, GPx5 expressa no epididde ratos e é
independente de selénio (SANCHEZ, 2012).

Os mecanismos de atuacdo da GPx levam a glutaiohaida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG) e para evitag@eddo da GSH e
aumento da GSSG, a glutationa redutase (GR) rea@3G as custas
de NADPH, regenerando a GSH e mantendo o estadg dedcélula. A
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) &taros equivalentes
redutores (NADPH) para regeneragdo de GSSG em GSH.

A GPx tem maior afinidade pelo,8, quando este encontra-se
em concentracdes relativamente baixas. Ou segsasecondicdes a
GPx é mais ativa que a catalase (SANCHEZ, 2012).

- Gama-Glutamiltransferas¢GGT): A GGT é uma enzima
ligada @ membrana plasmatica, amplamente distaboés tecidos dos
mamiferos, cuja func@o primaria € metabolizar GSittaeelular. A
enzima cataliza a remoc¢éo do residuo gama-glutdaniGSH, o qual
pode ser transferido para outros aminoacidos opt@es peptidicos.
Assim, os aminodcidos provenientes da GSH podenresgclados
ereutilizados na sintese novade GSH (MACAO, 2006).

2.10.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Antioxidantes ndo enziméticos sdo micromoléculas gavém
ou ndo do proprio organismo, que tém por funcategélo das agbes
deletérias das ERO e ERN. Entre os principais xidéotes n&o
enzimaticos enddgenos estdo a glutationa, acido ériestradiol, como
antioxidantes exdgenos existem as vitaminas E,AC,0s carotenoides,
os polifendis, dentre outros. (HALLIWEL; GUTTERIDGE2007;
SILVA; GUERRA, 2012).

- Glutationa reduzida:A GSH, Ly~ glutamil- L-cisteinil-
glicina, é um tripeptidio formado por glutamatateina e glicina, sendo
o principal tiol intracelular de baixo peso molequlEsta presente na
maioria das células em concentracdes relativanatas, em torno de
0,4 a 12 mM (HUBERet al, 2008).

O ndcleo do residuo cistenilglicina da GSH estéo®ino na sua
funcdo como antioxidante, mais especificamente camp redutor
intracelular, sendo capaz, de reagir com um elétanpareado de um
radical livre, formando um radical Gjue produz, por dimerizacéo, o
GSSG (glutationa oxidada). O GSSG é entdo redyzit glutationa
redutase, regenerando o0 GSH, em um processo as clesNADPH. A
glutationa redutase, que regenera o GSH tem o NAB#?HD substrato
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e, a disponibilidade limitada de NADPH pode levauanento do GSSG
e deixar as células mais sensiveis ao dano oxid&I®RDAOet al,
1998;SANCHEZ, 2012).

Outra funcdo da GSH envolve a regeneracdo da ividgad
oxidada e consequente protecdo frente a peroxidipfdica. Quanto ao
seu papel contra a peroxidacao lipidica, a GSHadausomo substrato
pela glutationa peroxidase, na eliminacdo de pdoéxe também reduz
a forma oxidada da vitamina C, que pode atuar, enaot a vitamina E
na sua forma reduzida e funcional. Além disso, & ®@8de através da
glutationa-S- transferase, detoxificar aldeidostives, como o
malondialdeido (GUERRA; 2012).

Em sintese a GSH pode ser considerada um doseageais
importantes na defesa das células contra o estoeddativo além de
possuir um papel central na biotransformacdo e irdigdo de
xenobidticos. A alteracéo nos niveis da GSH afgttainente a sintese
de proteinas e de DNA (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.11HIPERTIREODISMO E ESTRESSE OXIDATIVO

InUmeros estudos clinicos e experimentais em medahkimais
apontam que o estresse oxidativo é um importaeteerito de muitas
patologias, nas mudancas dos processos patolégias processos
fisioldgicos em tecidos envelhecidos (SLATER, 1985;
ANDRYSKOWSKI; OWCZAREK, 2007).

A aceleragdo do metabolismo basal e energéticesepta uma
das mais importantes ac¢des dos HT (VENDITTI; DI MEZDO6).
Alguns autores sugerem que o hipertireoidismo essociado a
producdo de radicais livres e com o0 aumento dasstla LPO. Nesse
contexto, o hipertireoidismo aumentaria a geragd&RO e produziria
mudancas no sistema antioxidante em varios te¢ElBRNANDEZ, et
al., 1985; ASAYAMAet al.,1987; ASLANet al, 2011).

Segundo Pasquini e Adamo (1994), os animais hipeitieos
parecem ter vida uUtil mais curta e, na idade awmcapresentam
deficiéncia de mielina. Essas mudancas poderiamosasionadas
devido aos danos produzidos pelo estresse oxidgéikerdo por excesso
de HT.

A capacidade total de peroxidacdo da mitocondirdlgéenciada
pelo estado da tireoide. As variagfes dos niveimtioais modulam o
estresse oxidativo celulan vivo, principalmente, devido a sua acado
sobre a mitocondria (GUERRER®t al, 1999). Desta forma, ha
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influéncia sobre a funcdo mitocondrial, estimulanmloconsumo de
oxigénio e a fosforilagdo oxidativa, torna essaanaja um dos
principais locais de produgdo das ERO, por acaddHJo§SAWYER et
al., 2002).

Em sintese, o0 estresse oxidativo pode ser modwadicordo
com as concentracdes séricas dos HT, e o hipedisew poderia
aumentar a LPO e influenciar nas concentracfesividaste das
moléculas antioxidantes (NIWét al.,2003).
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3. HIPOTESE

O hipertireoidismo esta classicamente associio aumento no
metabolismo basal e estresse oxidativo em divaesodos,sugerindo
que esta disfuncdo tireoidiana possausar danos ao SN
Paradoxalmente, a terapia com HT mosseuweficaz no tratamento
pacientes com deméncia ndo AlzheiméiL{ANUEVA; SANCHEZ;
ROSADO, 2013).Neste sentido, ainda h& inumeras contrové
guanto ao papel neurotéxicoos/neuroprotetor dos HT. Sendo as:
neste estudo pretendemos demmmsjue o hipertireoidisminduzido
por T; pode modular o sistema glutamatérgico, o influxocdkio, a
captacdo e o metabolismo de amino&cidos, bem comsistema di
defesas antioxidantes em hipocampo de ratos durao
desenvolvimento. A figura 13 apesga o0s possiveis alvos
hipertiroidismo sobre as células hipocampais.

Figura 13 Possiveis influéncias do hipertireoidismo sobhgpmcampo de ratc
imaturos.

Influéncia dos horménios da tireoide no hipocampo

Neuroprotegéo?

Z ||

T Metabolismo basal

’ Estresse Oxidativo

o 4

Excitotoxicidade
Defesas lutamatérgica
antioxidantes £ .
Homeostasiado ll

glutamato

Controle do
influxo de Ca?*

Morte celular

Considerandse que os HT classicamente aceleram a taxa de otistab
basal, o hipertireoidismo pode induzir estressdatkio e este fendmeno pc
estar associado a excitotoxicidade glutamatérgiaanerte celular. Por outr
lado, os efeitos protetorelesses horménios também tém sido desciNossa
hipétese propde que o hipertireoidismo induzido cbppossa desencadear
tanto efeitos neuroprotetores quanto neurotdxioofipocampo de ratc

Fonte: do Autor
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os horménios L-tiroxina (jj €3,5,3 '-triiodo-L-tironina (3J) e os
reagentes referentes as analises de biomarcadagesesttesse
oxidativoforam adquiridos da Sigma Aldrich Chemi€&dmpany (St.
Louis, MO, EUA). As substancias radiotivas“(]] MeAIB) (sp.act.
1.85 GBg/mmol), ’Ca]CaC} (sp. act. 321 KBg/mg G4 foram obtidos
da Du Pont NEN Products, Boston, USA e o liquidocifgilacao
biodegradavel Optiphase Hisafe Ill foi adquirido Perkin EImer S&o
Paulo-SP, Brasil.Todos os demais reagentes utilizddram de grau
analitico.

4.2 ANIMAIS

Ratos machos (linhagem Wistar) de 7 dias de idade,
acompanhados pela mée, foram obtidos do Biotérimtr@le da
Universidade Federal de Santa Catariana. Os aniimigism mantidos
em gaiolas plasticas e submetidos a um ciclo dacafo (12/12 horas),
em sala climatizada com temperatura contraladaprag@gua a vontade.
Todos os animais fora monitorados e mantidos cordoras
recomendacdes do Conselho de Medicina Veterin&MV() e do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEAJotocolos
PP00318/CEUA/UFSC e PP00820/CEUA/UFSC.

4.3 TRATAMENTO IN VIVO

O hipertireoidismo foi induzido através de injecBes
intraperitoniais de 80 pgaT Kg de peso corporal durante 7 dias
consecutivos a partir do oitavo dia pds-natal (ZANER et al, 2007,
2008). Os animais foram utilizados ao completadidS de idade. Apés
a decapitacdo, o sangue foi coletado e o hipocdmipmapidamente
removido, dissecado e fatiado.

4.4 CAPTACAO DE FC]-GLUTAMATO
As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por Iutos a

37°C, em solugéo salina balanceada de Hanks (HBS&CH 1,29mM,
NaCl 136,9mM, KCI 5,36mM, MgS0O4 0,65mM, NaZHPO4 M,
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KH2PO4 1,1mM, D-glicose 2mM e Hepes 5mM). A captaig/einicio
com a adicdo de 0Ci [*“C]-glutamato. As fatias permaneciam por 10
minutos nesse meio de captacdo. A incubacdo feirgrhpida com a
retirada do meio de captacdo e lavagem por duasswean 1 ml de
HBSS gelado. 300 de uma solucdo de NaOH 0,1 M/SDS 0,01%
foram adicionados para solubilizagdo das fatiasosAp completa
solubilizacéo, foi determinado o contetdo intraleelde glutamato pela
avaliacdo de cintilacdo liquida. A captacdo deaghato foi corrigida
para a unido ndo-especifica em ensaios realizaal@uséncia de ions
sédio, sendo este sal substituido por cloreto di@eacoOs resultados
foram expressos como nmitel- glutamataig proteina/min.

4.5 CAPTACAO DE*c&*

As fatias de hipocampo de ratos de 15 dias de iftaden pré-
incubados em tampdo KRb (NaCl 122 mM; KCI 3 mM; Ng<L,2
mM; CaC} 1,3 mM; KH,PO, 0,4 mM; NaHCQ 25 mM) por 15 min a
34 °C, pH 7,4, em banho metabdlico sob agitacdotmeosiera
carbogénica (02:C0O2, 95:5 v/v). Apods, o meio foaicdo por KRb
fresco com 0,uCi/mL **C&* e o tecido incubado durante 30 minutos.
Posteriormente, §°C&* extracelular foi totalmente lavado com uma
solucéo de cloreto de lantanio (127,5 mM NaCl, M\ KCI, 1,2 mM
MgSQ,, 10 mM HEPES, 11 mM Glicose, 10 mM LaIpH 7,3 a 2°C,
interrompendo o fluxo de célcio na preparacéo. AHmin, a solucéo
de cloreto de lantanio foi removida e 280 de NaOH 0,5 M foram
adicionados a cada amostra. Aliquotas del0@este homogeneizado
foram colocadas em liquido de cintilacdo para erdeéhacdo da
radioatividade, que foi realizada em espectromadreintilacdo liquida
(Modelo LS 6500, Multi-Porpose Scintillation CounBeckman
Coulter, Boston, USA), e uma aliquota deub foi usada para a
dosagem de proteinas pelo método de Lowry e ca@dbogs (1951). Os
resultados foram expressos como pmibCa&/ug de proteina
(ZAMONER et al.,2007).

4.6 CAPTACAO DE [C]-DESOXIGLICOSE

Fatias do hipocampo foram pré-incubadas em tampgzio pH
7.4 por 15 min para estabilizac&o. O tecido foubado por 30 min em
KRb fresco contendo D-glicose 2mM ¥d]-deoxiglicose 0,2 pCi/mL.
Posteriormente, o meio de incubacéo foi retiraddexido lavado por 3
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vezes com tampao KRb fresco, e lisado em solucdOHNA,5 M.
Aliquotas de 10QiL deste homogeneizado foram colocadas em liquido
de cintilagdo para a determinacdo da radioatividgde foi realizada
em espectrdmetro de cintilagéo liquida (Modelo B8 Multi-Porpose
Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA)uma aliquota
de 5uL foi usada para a dosagem de proteinas pelo mémdowry e
colaboradores (1951).0s resultados foram expresso® pmol*“C-
desoxiglicose/mL/mgproteina (ZAMONER al, 2007).

4.7 ACUMULO DE AMINOACIDOS NEUTROS

Fatias de hipocampo foram pré-incubados em soltag@pao
KRB (NaCl 122 mM; KCI 3 mM; MgS® 1,2 mM; Cad 1,3 mM;
KH,PO, 0,4 mM; NaHCQ 25 mM) durante 15 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff a 37 °C, pH 7,4 e tiaa€a com uma
mistura contendo £CO, (95:5, v/v). As fatias de hipocampo foram
incubadas na presenca H€-MeAIB (3,7 kBg/ml) durante 1 hora
(SILVA et al.,2001). Aliquotas de 4{l de tecido e meio externo foram
colocados em liquido de cintilacdo e contadas epect®metro de
cintilacdo Beckman beta liquido (modelo LS 6500; [tMRorpose
Scintillation Counter-Beckman Coulter, Boston, U$&ya medicdes de
radioatividade. Os resultados foram expressos oorterido/meio/mg
proteina/mL (SILVAet al, 2001).

4.8 CONTEUDO DE GSH

Para determinar o conteudo de GSH, os hipocampasnf
pesados e posteriomermente homogeneizados comasotie 4cido
tricloroacético 12%, (TCA 12%) na proporcdo de 1.(Bv). As
determinacbes foram realizadas com o0 sobrenadampies aa
centrifugacdo do homogeneizado. Todas as anatisas frealizadas em
duplicata, e mantidas em gelo durante todo o enga$ niveis de
glutationa foram determinados segundo o métodaittepor Beutleret
al. (1963), que é baseado na reacao da GSH com DT/SBOBhiobis
(acido 2-nitrobenzoico) formando um anion conjugad@tlB (acido
tionitrobenzadico) de cor amarelada, que € mensbemell2 nm. Para
a realizacdo da técnica, uma aliquota de 50 pL mastaa foi
acrescentada na cubeta contendo 950 pL de Tamp&atd¢-0,2 M pH
8,0, seguida da adicdo de 100 pL de DTNB 2,5 mMbsAgerca de 2
min obtem-se a maxima formacdo de TNB, que foi dedi
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espectrofotometricamente. Os resultados foram egpse como
contetido de GSHmol.g ™.

4.9 ATIVIDADE ENZIMATICA
4.9.1 Atividade da gama-glutamil transferase

Os hipocampos foram homogeneizados em 300 pL dpatam
Tris-HCI 0,1 M, pH 85. A atividade enzimética daanga-
glutamiltransferase (GGT) foi realizada atravéssdguinte reacéo: o
grupo glutamil, da gama-glutamil-p-nitroanilida lfstrato) é transferido
pela GGT para a glicilglicina (aceptor), com libg&a de p-Nitroanilina,
a qual é diazotada, gerando um composto final dedsea com uma
absorbéancia que pode ser medida num comprimeraodiede 530 nm.
A concentracdo de proteinas foi determinada pefimdoéde Lowry e
colaboradores (1951). Os resultados da atividadeG@&I foram
expressos como U/lg proteina.

4.9.2 Glutamina Sintetase

Fatias de hipocampo foram homogeneizadas eml5de
tampéo de lise (Imidazol 20 mM; KCI 150 mM; EDTALONM — pH
6,8), em seguida as amostras foram centrifugadd808 rpm por 5
minutos e o sobrenadante foi separadoubOdeste sobrenadante foi
adicionado em 10QL de imidazol-HCI 80 mM, pH 7,0 (imidazol-HCI
80 mM, glutamina 30 mM, Mn@I3 mM, hidroxilamina-HCI 30 mM,
arseniato de sodio 20 mM, ADP 4 mM). Apos 30 misude incubacéo
a 37°C a reacdao foi interrompida por adicdo de20@e uma mistura
contendo FeGI3,7 mM; Acido tricloroacético 1,2 M; HCI 10 M e
O produto da reacdo;,-glutamilhidroxamato, foi medido a 540 nm
utilizando um leitor de ELISA e convertido para aagtidade de
produto formado por comparagdo com uma curva padiaividade
enzimatica foi expressa como mM hidroxamato/mg ginat
(SHAPIRO; STADTMAN, 1970; STADMANEet al, 1970; COSTAet
al., 2012).

4.9.3 Atividade das enzimas ALT e AST

Os hipocampos foram homogeneizados em 300 plrdpata
Tris-HCI 0,5 M, pH 7,4 e a concentracdo de protefioa determinada
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pelo método de Lowrgt al. (1951). As atividadesdas enzimas AST e
ALT foram determinadas através de reac6es colatitast

Na reacdo, a alanina aminotransferase (ALT/TGRjlisa a
transferéncia do grupo amina da alanina para oglcg#mato com
formacdo de glutamato e piruvato. A aspartato atmaneferase
(AST/TGO) catalisa especificamente a transferédoigrupo amina do
aspartato para o cetoglutarato com formagdo deargatb e
oxaloacetato. Tanto o piruvato quanto o oxaloagcetsgem com a 2-4-
dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adfucoloracéo
maxima pela adi¢do de hidréxido de sodio. A inexde de coloracéo é
proporcional & atividade enziméatica da amostra, emédida
espectrofotometricamente em um comprimento de deda05 nm. Os
resultados foram expressos como ¢l proteina.

4.9.4 Atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase

Para este ensaio o hipocampo foi homogeneizadoaemab
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4. Posteriormente a atividadie G6PD foi
determinada através da reagdo com a presenca da- NAR catalisa a
oxidacdo da G6P a 6-fosfogliconato. O NADPH prodoZioi medido
colorimétricamente em modo cinético, corrigindo gpaatividade
enzimatica de acordo com a concentracdo de profeésaltados foram
expressos como g proteina.

4.9.5 Atividade da Colinesterase

Os hipocampos foram homogeneizados em 300 plrdpata
Tris-HCI 0,5 M, pH 7,4 e a concentragcdo de protefiod determinada
pelo método de Lowrgt al.,(1951).

Na reacdo a colinesterase (CHE) catalisa a hidrdlissubstrato
de butiriltiocolina liberando tiocolina e butiratd. atividade catalitica
da colinesterase (CHE) na amostra analisada éufiegite proporcional
ao decréscimo da absorbancia medida em 405 nm quafedricianeto
(amarelo) é reduzido para ferrocianeto (incolota@eéo da tiocolina.
A atividade foi expressa em U/mg de proteina.

4.10DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES
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Para a determinacdo dos niveis dos marcadores des da
oxidativos (TBARS e proteina carbonilada - PC),immssomo da
atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GBR, e GST, o
hipocampo foi pesado ehomogeneizado com uma solagatendo
tampéo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4; 0,1% TrigcoNaCl 150 mM,
(2:20 p/v), e uma aliquota foi usada para a dosatgmroteinas pelo
método de Lownet al., (1951). As determinacdes enzimaticas foram
realizadas usando-se 0 sobrenadante apés centéfugado
homogeneizado (5.000 x g por 5 min).

4.10.1 Catalase

A atividade da CAT foi determinada segundo o metdescrito
por Aebi (1984), que é baseado na velocidade deadagfo do
perdéxido de hidrogénio (10 mM) em tampé&o fosfatonfd pH 7,0.
Adicionou-se 2 mL desta solucao na cubeta, conseion@ de 20L da
amostra, em seguida realizou-se leitura da queddstaxbancia em 240
nm durante 30 segundos. Os valores foram expressos
mmol.g-.min".

4.10.2 Glutationa peroxidase

Para a andlise enzimatica de GPx o método de Eldhénzler
(1984) foi utilizado, no qual a reacdo € baseadaedacao de tert-
butilhidroperéxido (t-BuOOH) pela oxidacdo de GSHoemacao de
GSSG, catalisada pela GPx, e consequente regenata¢aSH através
da enzima GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm.aRtmt a
velocidade de oxidagdo do NADPH é proporcionaliéidatde de GPx
na amostra. Para a realizacdo da técnica, foi mépaum meio de
reacdo contendo 25 ml de tampéao fosfato 0,1 M (@H, B,6 mg de
NADPH, 10 mL de &cido dietilenotriaminopentacéfib®TA) a 5 mM,
15 mL de 4gua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U denGRyomento do
ensaio. Em seguida, foram adicionadoqullGle t-BuOOH e 1QiL de
amostra em 1 mL de um meio de reagcdo na cubetsaldses foram
expressos emmol.g .min.

4.10.3 Glutationa redutase

A GR foi determinada pelo método de Calberg e Mariok
(1985), o qual verificou em 340 nm a taxa de oxadado NADPH
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devido a formacdo de GSH, a partir da GSSG, péa desta enzima
presente na amostra. Um meio de reacdo contengditefosfato 0,1 M
pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa aegi@ e DPTA 5
mM foi adicionado na cubeta (0,95mL), e a adicd®@d de amostra
deu inicio a reacao que foi monitorada duranteritos, gerando uma
curva descendente. Os valores da atividade destananforam
expressos emmol.g—1.min-1.

4.11DETERMINAGAO DOS MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVO

4.11.1 Lipoperoxidagéo tecidual — TBARS

A avaliacdo do dano oxidativo lipidico foi realiza no
homogenato através da detecgéo de substanciasagenr com o acido
tiobarbitarico (TBARS), destacando-se o0 produto amitrio,
malondialdeido (MDA), produzindo uma base de SHé#f coloracao
rosa, os quais sédo derivados de oxidacdo do pmdedgpoperoxidacao
(BIRD; DRAPER, 1984). O método consiste na prea@dib da amostra
(200 uL) com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 12%gsido da
incubacdo em 90QL de tampao tris-HCI 60 mM 7,4 e 1 mL de &cido
tiobarbitarico (TBA) 0,73% durante 60 min. a 100 Rosteriormente, 0
material foi resfriado em banho de gelo, centriflagé.000 x g por 5
min), e a mensuracdo do cromdéforo rosa foi detactdd85 nm.
Osvalores obtidos foram expressos em nmol MDA.g

4.11.2 Proteina carbonilada

Dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo fdedrinado
pelo método descrito por Levine e colaboradore9@L9nicialmente
foram adicionados 10QL da amostra em 60QL de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) 10 Mm preparado em solucéde HCI| 2 N,
seguido de uma incubagdo durante 1 hora a temperambiente
protegido da luz, com agitacao continua. Apdsatticionado 60QuL
de TCA 20 %, com agitacdo e banho de gelo durdhteid, seguido de
centrifugacéo (5 min a 10.000 x g), e o sobrenadfpitdescartado. O
pellet foi lavado por trés vezes consecutivas (ifagac¢édo por 5 min a
10.000 x g), com 80(L de etanol-acetato de etila (1:1 v/v). Finalmente,
0 excesso de etanol-acetato de etila foi retiranlm auxilio de um
cotonete e foram adicionados 900 de guanidina 6,0 M preparada em
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solucdo de KKPQO, 20 Mm, seguido de incubag¢do em banho-maria a 37
°C com agitagdo continua por 60 min, para postegnte proceder a
leitura a 360 nm. A concentracdo de proteina cédmanfoi expressa
em nmol.mg proteina.

4.12NIVEIS DA PROTEINA GSK-B TOTAL E FOSFORILADA

Para investigar o envolvimento das vias de siagdiz no
hipocampo de ratos hipertireoideos foram realizadosaios de
imunodetecc¢do utilizando anticorpos especificoa @arforma total e
fosforilada da GSK{8 Fatias de hipocampo foram lisadas e
homogeneizadas em tampdo contendo 2 mM EDTA, 50TmsAHCI,
pH 6.8, 4% SDS e a concentracdo de proteinas fErndmada
(LOWRY et al, 1951). Quantidades iguais de prateiforam
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilarh@$a e analisadas por
SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de elifose em
tampéo de transferéncia (Trizma 48 mM, glicina 39, metanol 20% e
SDS 0,25%) (60 min). As membranas de nitrocelufosam lavadas,
seguida por uma incubacdo de 2h em solucédo dedin(liBS; NaCl
0,5M, Trizma 20 mM e leite em p6 desnatado 5%).sApdncubacéo,
as membranas foram lavadas e entdo incubadas elarardite (18h) a
4°C com anticorpo primario (anti-GSK®u anti-fosfo-GSKR, diluidos
1:2000). Apds a incubacdo com os anticorpos, ashmsras foram
lavadas e incubadas por 2 horas com o anticorpmdédo (anti-lgG
de coelho conjugado com peroxidase, diluido 1:20@24¥a posterior
revelacdo. O blot foi revelado (ImmobilonTM  Western
chemiluminescence HRP substrate kit), as autoreafieg foram
quantificados com scanner Hewlett-Packard Scanfe®06 e a
densidade Optica foi determinada com o programaQopht versao
02.00 da Packard Instrument Company.

4.13PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Os animais controles e hipertireodeos foram anestEs com
xilazina (0,1 mL/100 g de peso corporal, IM) e o@tea (0,1 mL/100 g
de peso corporal, IM) e perfundidos com tampéo atosf(PBS)
contendo heparina (50 mL/ratos), seguido por perafileido a 4%
diluido em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) a 4°C.a&a de perfuséao foi
de aproximadamente 100 mL/animal. Apos a perfusdcérebro foi
extraido a partir do cranio, pesado e colocado marmma solugéo de
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fixacdo durante 12 h. Apos a fixacdo, os céretyani lavados durante
1 hora em agua, desidratados em concentragfestesade etanol
(70%, 80%, 90%, 95% e etanol absoluto) e afastamo xilol. Os
cérebros foram incluidos em resina paraplasticastdsiec). Cortes
seriados coronais (@M de espessura) foram obtidos com micrétomo e
serialmente coletados em laminas gelatinizadagcidad foi corado em
violeta de cresil, e em seguida, as secc¢les foemidrdtadas através de
uma série de &lcool, clareadas com xileno e Entels camadas de
CAl, CA2, CA3, CA4 e células do giro denteado fordemtificadas de
acordo com um atlas do cérebro de ratos (PAXINOSTBON, 2008).

4.13.1 Imunohistoquimica para GFAP em hipocampo de ratos
imaturos

Os animais dos grupos controles e hiperteroideganfo
anestesiados com xilazina (0,1 mL/100 g de pespocal IM) e
cetamina (0,1 ml/100 g de peso corporal, IM) e yetfdos com 100
mL de PBS com heparina seguido por paraformaldeidi diluido em
0,1 M de fosfato de Buffer (pH 7,4) a 4 °C com ama taxa de fluxo e
volume total. Apos a perfuséo, o cérebro foi edtvad partir do crénio e
colocado na solugéo de fixacdo durante 8 h. Apfisagdo, o cérebro
foi crioprecipitado com a solucdo de sacarose PB% hté que a
amostra estivesse saturada, seguida pela imersaomensolucdo de
PBS 30% de sacarose. As amostras foram entdo erftigs com
isopentano, e cortes coronais seriados (5 pum desss@) do
hipocampo foram obtidos utilizando um criostatopara referéncia
anatdmica, o atlas do cérebro de ratos (PAXINOS;TB@N, 2008).
Os cortes foram coletados em solucdo PBS a cagan5@® tecido foi
processado para imunohistoquimica de GFAP usandant@orpo
peroxidase anti-peroxidase (PAP). Para esse proeeth, os cortes
flutuantes livres foram tratados com 10 % de médtan® % de HO,
durante 30 minutos e lavados cuidadosamente. Emidsegas seccoes
foram pré-incubadas em 3 % de soro de cabra (NGBS contendo
0,3 % de Triton X-100 (PBS-Tx) durante 30 minutaecibadas com
anticorpo policlonal de coelho para GFAP (Sigmarfibal Co) diluido
1:150 em 3 % NGS em PBS-Tx, durante 48 h a 4° @oRBeale lavar
véarias vezes com PBS-Tx, os cortes foram incubadosa solucdo de
anti-lgG de coelho diluido a 1:50 em PBS-Tx, a terafura ambiente
durante 2 h. As amostras foram lavadas em PBS ubadas com o
anticorpo PAP diluido 1:500 em PBS durante 2 ha@raemperatura
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ambiente. A reacdo da imunohistoquimica foi redbzpor incubacéo
das amostras no meio de histoquimica contendo 0,06%3 3—
diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co.) dissddviem PBS
durante 10 minutos e, em seguida, em uma solucaelisante contendo
1 pM de 3 % de pD, por cada mL de DAB durante 10 minutos.
Posteriormente, as amostras foram lavadas em P&Rjratadas em
etanol e clareadas com xileno. Para montagem d@sd8, as mesmas
foram cobertas com Entellan e laminulas. Para adentda reacéo
imunolégica, as amostras foram preparadas omitind@anticorpo
primario e substituindo-o com PBS (RASIA; FILH&tal, 2002;
WINKELMANN -DUARTE et al.,2007).

4.13.1.1 Densidade Optica para a imunorreatividade da GFAP n
subregifes do hipocampo

A intensidade do produto de reacdo imunohistoq@inde GFAP foi
medida por densitometria Optica, como descritoramtaente (RASIA-
FILHOet al, 2002; WINKELMANN-DUARTE et al., 2007). As
imagens foram capturadas com um microscépio d€Qiympus, BX-
41), equipado com uma camera digital (3,3 Mpixel GROR3C,
QimagingTM) e software de aquisicdo de imagem (@ecapPro 5.1,
QimagingTM). Para evitar falsos resultados, as enag foram
adquiridas com o tempo de exposicdo constante aeggamento pos-
imagem idéntica foi utilizada para todas as amsstha intensidade
média da escala de cinza em cada regido de irgei@ssedida. Para
estimar a densidade 6ptica regional gerada peladmeacédo da GFAP,
foram pré-definidas regides deinteresse no hipooasgndo elas: CA1,
CA2, CA3, CA4 e giro denteado (GD), medindo 274.2it# cada
regido. As imagens obtidas a partir das sec¢Oesnfatigitalizadas e
convertidos numa escala de cinza de 12 bits. Pdeasitometria Optica,
foi utilizada uma lente objetiva de 40 x. Para est®ido, ambos o0s
hemisférios esquerdo e direito do cérebro foranlisams e, pelo
menos, 5 leituras foram realizadas em cada regi@hbigbcampo por
lado. Imagens de imunorreatividade da GFAP foraquiaidas a partir
de cinco &reas do hipocampo de oito animais cad@ga8). A correcdo
de fundo e a subtracdo de coloracdo de fundo foratlizadas de acordo
com protocolo anteriormente descrito (XAVIER al, 2005). As D.O.
foram expressas graficamente como unidades aragrar
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4.13.2 Imunohistoquimica para NeuN em hipocampo de ratos
imaturos

Os animais controles e tratados (n=5 animais pgrar foram
anestesiados com xilazina (de 0,1 mL/100 g do pesporal, IP) e
cetamina (0,1mL/100g do peso corporal, IP) e pditios
primeiramente com 50 ml de PBS com heparina e depoi uma
solucéo fixadora composta por paraformaldeido atédfipao de fosfato
0,1 M, pH 7,4. O cérebro foi removido e colocadonmesma solucao
fixadora durante 12 horas e em seguida incluidpamafina.

Cortes coronais do hipocampo (5 mm de espessuranfo
obtidos com um micrétomo e processados para imstuzhiimica de
acordo com protocolos Chemicon. Para tal, os cofitemlos na
laminasforam incubados com o anticorpo primario ti{seuN,
Chemicon Internacional®), a uma diluigdo de 1:1080anticorpo
secundario anti-rato /coelho (Imagem Max, HRP agajio polimero
marca Invitrogen) e o anticorpo terciario (ImageraxMHRP Polymer
marca conjugado Invitrogen). Posteriormente, osesdioram lavados
em PBS, desidratados em etanol, clareados conoxderobertos com
Entellan e laminulas. Para controle da reacdo ildgita alguns cortes
foram processados omitindo a incubagdo com o apticprimario e
substituindo-o com PBS.

4.13.2.1 Estimativa da densidade numérica das células Neshiyas
nas sub-regides do hipocampo de ratos imaturos

As imagens foram capturadas com um microscopioudg@lympus,
BX-41), equipado com uma camera digital (3,3 Mpi@&OLOR3C,
Qimagin TM) e software de aquisicdo de imagem (QuapPro 5.1,
Qimaging TM). Os cortes foram observados com olgetie 40 X. Foi
usada uma area teste (AOI) de 2958% A contagem foi realizada
usando o método Disector Optico, concentrando-seamdise dos
nucleos das células das superficies superior @dnfde cada dissector
(MANDARIM-LACERDA et al, 2010). Os neurbnios com
imunorreatividade positiva para NeuN, com um nudlem focado na
superficie superior, mas nao na inferior, foramtados. O nlcleo da
célula deveria estar dentro da area teste, mapoderia tocar duas
fronteiras das éareas teste previamente escolhid@sag proibidas)
(GUNDERSEN, 1977; HOWARD; REED, 2005). Por quesi®
eficiéncia, foram analisados os nucleos dos neosdl espessura do
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dissector (t) foi de 5 um, o que representa 1/43-da altura dos
ndcleos, o qual na pratica, é a restricdo mais litapte da espessura da
seccdo (GUNDERSEN; OSTERBY, 1981). Foram analisd@asecdes
em todo o hipocampo, entre 27 (bregma: 2,30) ebdgyna: 6,04) do
atlas (PAXINOS; WATSON, 2008). Os resultados forampressos
como unidades arbitrarias.

4.14ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média Hpaddo da
média (E.P.M.) de determinacdes realizadas em g em 3 a 4
experimentos independentes. As comparagfes dsttistforam
realizadas através do teste “t” de Student ou ANQl¢AUmMa ou duas
vias seguida do poés-teste de Bonferroni, quandessacio, utilizando-
se o programa INSTAT verséo 2.02. As diferencasmnadas foram
consideradas estatisticamente significativas pardpi igual ou menor
que 0,05.



69
5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DO HIPERTIREOIDISMO SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS ENVOLVIDOS NO ESTRESSE OXIDATIVO

Os processos de LPO conduzem a formacdo de nuseros
derivados tdxicos, como o malondialdeido (MDA).estum aldeido de
cadeia curta, sendo um dos mais conhecidos prodemsdarios de
lipoperoxidacdo e pode ser usado como um indicaldorinjdria a
membrana celular, proveniente de situacdes dessstidativo. Para
tal, avaliamos substancias que reagem com o addd@rhitarico
(TBARS), destacando o produto majoritario, MDA nipdtampo de
ratos expostos ao excesso dg Ds resultados mostraram niveis
aumentados de TBARS no hipocampo de ratos hipgid#es imaturos
(Figural4).

Figura 14. Efeitos do hipertireoidismo nos nivegperoxidacgao lipidica.
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Fatias de hipocampo de animais controles e tratBasn homogeneizadas e
incubadas com &cido tiobarbitarico (TBA) duranten@ién. Os resultados foram
reportados como a média + E.P.M. de 10 animaierBifcas estatisticamente
significativa a partir do controle, foram deterndna através do teste “t” de
Student: *p< 0,05.

Outro importante dano oxidativo ocorreu nas pragima
oxidagdo dos grupos amino dos aminodacidos e gropd®onilas. A
figura 15 mostra que o hipertireoidismo foi capazadmentar os niveis
da carbonilacdo de proteinas.
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Figura 15. Efeitos do hipertireoidismo nos niveiscdrbonilagdo de proteinas.
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Fatias de hipocampo de animais controles e tratBidamm homogeneizadas e
incubadas com 2,4 dinitrofenilhidrazina 10mM dueant 60
mim.Posteriormentehouve a adi¢cdo de TCA 20% e ktamtato de etila. Os
resultados foram reportados como a média + E.PadVl(danimais e expressos
como nmol. mg de proteina. Diferencas estatisticamente sigtifiaaa partir
do controle, foram determinadas através do teste"“Student: ***p< 0, 001

Uma vez estabelecida a participacdo de eventositdxig no
hipocampo de ratos imaturos, investigou-se o etithipertireoidismo
no sistema de defesa antioxidante. O equilibriceemtitividade das trés
principais enzimas antioxidantes, SOD, CAT e GPxleé extrema
importancia para a remocdo dos intermediarios 0&xde oxigénio dos
sistemas bioldgicos. Quando analisada a atividate ehzimas que
podem detoxificar o peroxido de hidrogénio, com@AT e a GPx,
observamos que o hipertireoidismo € capaz de indumaa diminuicédo
na atividade de ambas as enzimas (Figura 16 e 17).

A GSH pode ser considerada um dos agentes maistampes na
defesa das células contra o estresse oxidativa. fBek2cula apresenta
um papel redutor em muitas rea¢des, tendo uma duimggortante a
detoxificacdo de D, outros perdxidos e radicais livres. Apés ser
utilizada para a reducdo de determinados subst@ateSH é convertida
a sua forma oxidada (GSSG), mas é recuperada niarsoa reduzida
através da atividade da glutationa redutase (GRpsdE resultados
indicaram um aumento dos niveis de GSH e na atleidia GR em
hipocampo de animais hipertireoideos (Figura 18)e 1
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Figura 16. Efeitos do hipertireoidismo sobre aidéide da Catalase.

1.00 C—3Controle
EE Hipertireoideo

0.75 1 e w—

0.50

Atividade da Catalase
(mmol.min ! g l)

0.25

0.00
As amostras de hipocampos homogeinizados foransfeiddias para uma
cubeta (20 pL) seguida da adicdo de uma soluciterodm perdxido de
hidrogénio (10 mM) em tamp&o fosfato. Os resultadoam expressos como
média + E.P.M de 10 animais. Analise estatistiesstd “t” de Student. *p<0,05
comparado com o grupo controle.

Figura 17. Efeitos do hipertireoidismo sobre a iddde da Glutationa
Peroxidase (GPx).
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Fatias de hipocampos foram homogeinizadas e alatigida GPx foi avaliada
através da reagdo de velocidade de decomposicadNADBPH, que é
proporcional a velocidade da produgdo da GSSG. &@slltados foram
expressos como média + E.P.M de 10 animais. Anafitatistica: Teste “t” de
Student. *p<0,05 comparado com o grupo controle.
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Figura 18. Efeitos do hipertireoidismo sobre o eddb da GSH
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As amostras de hipocampos homogeinizados foransfaiddias para uma
cubeta (50 pL) seguida da adigdo de 100pL uma &olagntendo DTNB (2,5
M), apés 2 mim ocorreu a formacao do TNB. Os ragiolb foram expressos
como média £ E.P.M de 10 animais. Analise estatisfleste “t” de Student.
***pn<0,001comparado com o grupo controle.

A reacdo de regeneracdo da GSSG em GSH pela GBr nema
molécula de NADPH, a qual é disponibilizada pel#B60 que garante
gue a GSH esteja na maior parte em sua forma dalugie é essencial
para sua acdo redutora sobre outras moléculasglmakd Contudo
quando avaliada a atividade da G6PD, ndo houveedifa significativa
quando comparado ao grupo controle (Figura 20).

Figura 19. Efeitos do hipertireoidismo sobre aidéide da glutationa redutase
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Fatias de hipocampos foram homogeinizadas e alatigida GR foi avaliada
através da reacdoque verifica a taxa de oxida¢ablADPH. Os resultados
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foram expressos como média + E.P.M de 10 animaidlige estatistica: Teste
“t” de Student. *p<0,01 comparado com o grupo caetr

Figura 20. Efeitos do hipertireodismo sobre a dtide da Glicose 6-Fosfato
desidrogenase (G6PD)
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Fatias de hipocampos foram homogeinizadas e adatigi da G6PD foi
avaliada através da reacao com a presenca de NAP<taialisou a oxidacao
da G6P a 6-fosfogliconato, produzindo NADPH. Oslltaslos foram expressos
como média + E.P.M de 10 animais.

Por fim, avaliamos a atividade da GGT, que padicia
reciclagem de aminoacidos da GHS e conjugados d¢ $&8retados
para 0 meio extracelular, e permite que esses awithms sejam
reintroduzidos para o meio intracelular participamad sintesele novo
de GSH e regeneragdo da cisteina. Sua atividadeseayou-se
aumentada no hipocampo dos animais hipertireoiffégara 21).

Figura 21. Efeitos do hipertireodismo sobre a d#de da Gama-
glutamiltransferase (GGT)
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Fatias de hipocampos foram homogeneizadas e dadvida GGT foi avaliada
através da reacdo onde o substrato gama-glutaniitganilida é transferido
pela GGT para a molécula aceptora glicilglicinamcdiberagcdo de p-
nitroanilina. Os resultados foram expressos comiang E.P.M de 10 animais.
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Analise estatistica: Teste “t” de Student. *p<O0@&mparado com o grupo
controle.

5.2 ALTERACAO NO INFLUXO DE CA™ EM HIPOCAMPO DE
RATOS IMATUROS SUBMETIDOS AO HIPERTIREOIDISMO

O Cd&" regula muitos processos celulares, incluindo séorele
hormdnios, de neurotransmissores e de proteinasntdmto, processos
patolégicos também podem ser instalados quandituadénde calcio via
receptores de glutamato, desencadeia toxicidad@aln®ara investigar
possiveis alteracdes no influxo de calcio em hipgpea de ratos
imaturos hipertireoideos, fatias de tecido forasubrdas corf*Ca* e
a captacéo foi determinada. Os resultados demaosstrgue 0 aumento
do T; diminuiu o influxo de**Ca&* em hipocampo de ratos quando
comparado ao controle.

Figura 22. Efeitos do hipertireodismo na captagd8°@s* em hipocampo de
ratos imaturos.
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Fatias de hipocampo foram incubadas por 30 mim@dnCi/mL de*C& Os
resultados foram reportados como a média + E.PeML.Gdanimais e expressos
em pmol “*C&*/mg de proteina. Diferencas estatisticamente sigrifa a
partir do controle, foram determinadas atravésdtet‘t” de Student: *p< 0,05.
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5.3 EFEITO DO HIPERTIREOIDISMO INDUZIDO SOBRE A
CAPTACAO DE GLICOSE E NA ATIVIDADE DAS
AMINOTRANSFERASES

E sabido que a barreira hematoencefalica impeetatrada do
glutamato proveniente da circulagdo sanguinearmfggiande parte do
glutamato sintetizado no cérebro é dependente idasgl plasmatica.
Dentro desse contexto, foram investigadas possilteisacdes causadas
pelo hipertireoidismo na captacdo da desoxiglicosefigura 23
demonstra que o0 aumento denfio alterou a captacao da desoxiglicose,
sendo a glicose mantida nos niveis basais.

Figura 23. Efeitos do hipertireoidismo na captad&o‘“C-desoxiglicose em

hipocampo de ratos de 15 dias de idade
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As fatias de hipocampo foram pré-incubadas com «Krébrante 15 mim.
Posteriormente a captacao foi iniciada com a adigi#rebs fresco contendo
D-glicose 2mM e “C-desoxiglicose 0,2 uCi/mL. Os resultados foram
reportados como a média + E.P.M. de 10 animais presgos em u§‘C-
desoxiglicose/mL/mgproteina.

Uma vez dentro dos astrocitos a glicose pode sgdtias rotas
metabdlicas, inclusive entrar no ciclo de Krebs coacetil-Coa via
piruvato desidrogenase. Quando disponibilizado terimediario do
ciclo de kbres, @-KG, este pode dar origem ao glutamato por acédo da
glutamato desidrogenase, ou atraves de reagGesadsarninacao
catalizadas pela aspartato aminotransferase (AST) alanina
aminotransferase (ALT). Assim, nos investigamodeit@ do aumento
de T; na atividade das aminotransferases. A figura 2icéanque a
atividade da AST estava diminuida em relacdo atr@ere que a ALT
néo foi altera pelo hipertireodismo no hipocamps aoimais.
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Figura 24. Efeitos do hipertireoidismo sobre aidfide das aminotrasferases
(AST e ALT) em hipocampo de ratos imaturos.
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A atividade das aminotransferases foi mensurada hamogenizado de
hipocampo dos animais controle e tratado com 1% diaidade. Os resultados
foram reportados como média + E.P.M. de 10 animaidlise estatistica: Teste

“t” de Student. *p<0,05.

5.4 PARTICIPACAO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NO
EFEITO DO HIPERTIREOIDISMO INDUZIDO

Quando disponivel o glutamato, apresenta suassdivdtncdes
metabolicas além de ser o principal neurotransmissitatorio. Apos a
interacdo com seus receptores na fenda sinapticglulmmato é
removidodas sinapses através de transportadoresandeodcidos
excitatérios (EAATS) que estdo localizados sobrecékilas gliais
vizinhas (EAAT1 e 2) e, em menor grau, em neurO(E@sAT 3-5).

Nesse contexto, sdo descritos na literatura queesag@o
gendmicas dos HT estimulam a captacdo de %lutamﬂm astrécitos.
Em conjunto com a diminuicdo do influxo de“CéFigura 22), esses
mecanismos podem protegemas células gliais, beno c@meurdnios
da exitotocidade glutamatérgica. Assim, nos ingastios o efeito do
aumento do 7 sobre a captacdo de glutamato. Os resultados
demonstraram que o hipertireoidismo foi capaz deestar a captacéo
de glutamato (Figura 25).

Uma vez dentro dos astrécitos, o glutamato podesevertido
em glutamina, por agdo da enzima glutamina sirge@grroborando os
resultados anteriores, nds demonstramos que o titepeismo
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aumentou a atividade da glutamina sintetase nachippo dos animais
(Figura 26).

Figura 25. Efeitos do hipertireoidismo na captadaolL-[/C] Glutamato em
hipocampo de ratos de 15 dias de idade.
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A captacdo foi iniciada com a adicdo de 0,2 [i'Ciglutamato ao meio de
incubacdo (10 min) e foi corrigidapara a unido efipecifica em ensaios
realizados na auséncia de ions sédio, sendo dstaelsdituido por cloreto de
colina. Os resultados foram expressos como a med#®.M. de 10 animais.
Diferengcas estatisticamente significativa a parto controle, foram

determinadas através do teste “t” de Student: *p5.0

Figura 26. Efeitos do hipertireoidismo sobre aidéide da Glutamina Sintetase
em hipocampo de ratos imaturos
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Fatias de hipocampo de animais controles e trafa@ms homogeneizadas e a
ativade da glutamina sintetase foi mensurada. ©dtaelos foram reportados
como a média + E.P.M. de 10 animais e expresso® coli hidroxamato/mg
de proteina. Diferengas estatisticamente signifigat partir do controle, foram
determinadas através do teste “t” de Student: OfX.
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Apés sua sintese a glutamina é liberada atravésisiema de
transportadores de N e captada por neurfnios atdeém sistema A
de transportadores de aminodacidos para completiatade glutamato-
glutamina.

5.5 EFEITO DO HIPERTIREOIDISMO NO TRANSPORTE DE
AMINOACIDOS NEUTROS

Para estudar a interecdo d9cbm o sistema A de transporte de
aminoécidos, um analogo denominagdfmetil-amino)-acido isobutirico
(**C-MeAIB) foi adicionado as amostras de hipocampmdgenizados.

O anéalogoo-(metil-amino)-acido isobutirico'{C-MeAIB) é um
substrato especifico para este sistema, ja questn@ao entra no
ndcleo e permanece no citosol sendo quantificadesterdo basal e na
presenca de horménios e blogueadores. Portante, aggd0go serve
como marcador especifico para eventos de membi@hdDOTTI;
BORGHETTI; GAZZOLA, 1978). A Figura 27 mostra que o
hipertireodismo causou um efeito estimulador sabrcumulacdo de
aminoacidos neutros, quando comparado como grupicote

Figura 27. Efeitos do hipertireoidismono actimule YC-MeAIB em

hipocampo de ratos imaturos.
[ Controle

I Hipertireoideo
1.00+ *%

0.75+

0.50

Actmulo de **C-MeAIB
(Tecido/meio)

0.25+

0.00

Fatias de hipocampo foram incubadas na presengaisgncia dé‘C-MeAIB
(3,7 kBg/ml) durante 60 mim. Os resultados foramortados como a média
+E.P.M. de 10 animais. Diferencas estatisticamaigeificativa a partir do
controle, foram determinadas através do tested't3tident: **p< 0,01.
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A atividade da acetilcolinesterase também foi iadal sendo
que o hipertireodismo causou 0 aumento da atividdesa enzima
(Figura 28)

Figura 28. Efeitos do hipertireoidismosobre a dtde da colinesterase em

hipocampo de ratos com 15 dias de idade.
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Fatias de hipocampo de animais controles e tratfalasm homogeneizadas e a
ativade da colinesterase foi mensurada. Os resslt®mram reportados como a
média = E.P.M. de 10 animais e expressos como Wdkngroteina. Diferencas
estatisticamente significativa a partir do contrd@am determinadas através
do teste “t” de Student: *p< 0,05.

5.6 PARTICIPACAO~DA GSKB NO MECANISMO DE
NEUROPROTECAO DO HIPERTIREOIDISMO SOBRE O
HIPOCAMPO DE RATOS IMATUROS

A atividade da GSKB modula diversos processos nheurais,
incluindo sobrevivéncia, a apoptose e a dindmiczitbesqueleto. O
litio atua como um inibidor classico desta via,eapntando beneficios
para a doenga de Alzheimer e para a isquemia ed(€DLE; 2013). A
participacdo desta enzima nos potenciais eventagopmtetores
induzidos pelo hipertireoidismo sobre células nisufei demonstrada
uma vez que os hiveis de G3K3osforilada, e consequentemente
inativada, apresentaram-se aumentados em hipocaenaios imaturos
(Figura29).
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Figura 29. Efeitos do hipertireoidismo sobre o imeontetdo da GSKR3total e
fosforilada em hipocampo de ratos imaturos
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O hipocampo de animais controle e tratrado foidlis® os niveis total e
fosforilado de GSKRforam determinados por Western blot. Os resultados
foram expressos em % do controle como a média E .(A=10). Diferencas
estatisticamente significativas foram determinagas ANOVA de uma via
seguida pelo teste de comparagcdes multiplas Baomierr***p<0,001
comparado ao grupo controle. “Immunoblots” repres@ros estédo
representados na figura.

5.7 IMUNOHISTOQUIMICA PARA NeuNe GFAP

A andlise do numero de neurdnios e astrocitos nbsegides do
hipocampo de animais controles e hipertireocideosefaizada através
de imunohistoquimica utilizando-se marcacdo comogeima NeuN e o
anticorpo anti-GFAP, respectivamente.

5.7.1 Efeito do hipertireoidismo sobre o nimero de neurdios em
hipocampo de ratos imaturos

Cortes histolégicos de ratos controles e hipeitlems foram
processados para imunohistoquimica, fotografadmstados conforme
descrito em materiais e métodos. Os nulcleos dakmsébositivas para
NeuN foram considerados como neurbnios. Os regdtaostraram
diminuicdo no nimero de neurénios no CA2 do hipqgeaesquerdo de
ratos hipertireoideos em relacdo aos controlesu(&i§0). Além disso,
observou-se que o numero de células NeuN positizasibregido CA2
do hipocampo esquerdo € menor que o do hipocampdod{Figura
31).



81

Figura 30. Consequéncia do hipertireoidismo sobreimero de células
neuronais em hipocampos de ratos imaturos
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Imunohistoquimica para marcacao das células Neuditiyas nas subregides
do hipocampo de ratos imaturos controles e hieeitlieos. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias como médicdP.M de 8 animais.
Analise estatistica: Anova de uma via seguida dos péste de
Bonferroni.Diferencas significativas entre os gragstao representadas como:
***pn<0,001 comparado com o grupo controle. As sgides do hipocampo
analisadas foram: Corno de Amnon (CA1,CA2,CA3,CA4%Giro Denteado
(GD).
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Figura 31. Efeito de lateralidade induzido peloehijpeoidismo sobre o nimero
de neurbnios na subregido CA2 do hipocampo de iratatsiros.
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Imunohistoquimica para marcacdo das células Neuditiyas na subregido
CA2 de hipocampos localizados nos hemisfériostdireiesquerdo do cérebro
de ratos imaturos controles e hipertireoideos.g3altados foram expressos em
unidades arbitrarias como média + E.P.M. Analigatisica: Anova de duas
vias seguida do pos teste de Bonferroni. Diferergjgnificativas entre os
grupos estdo representadas como: ***p<0,001 cordpareom 0 grupo
controle; #p<0,05 comparando os hemisférios dirgit@squerdo de ratos
hipertireoideos. Corno de Ammon 2 (CA2).

5.7.2 Consequéncias do hipertireoidismo sobre o nuamero de
células astrocitarias em hipocampo de ratos imatuo

A imunohistoquimicapara a GFAP, proteina propria de
astrocitos, revelou diminuicdo na densidade degstateipa nas
subregides CA1 e CA4 do hipocampo de ratos higeitieos imaturos.
Ao contrario dos resultados obtidos para neurt(ateralidade), os
dados indicam diminuicdo na positividade para GRFreRB subregides
supracitadas em ambos os hemisférios (Figura 32).
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Figura 4. Efeito hipertireoidismo sobre o a dend@&da GFAP nas subregifes
do hipocampo de ratos imaturos
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Ap6s os procedimentos de imunohistoquimica para F5F#s subregides do
hipocampo de ratos imaturos controles e hipertiems foram fotografadas e a
densidade 6ptica (D.O.) da imunorreatividade pdfdsfoi determinada. Os

resultados foram expressos em unidades arbitr@éoaso média + E.P.M.

Analise estatistica: Anova de uma via seguida de-tpste de Bonferroni.

Diferencas significativas entre os grupos estaesgmtadas como: ***p<0,001
comparado com o grupo controle. As subregifes @gochimpo analisadas
foram: Corno de Amnon (CA1, CA2, CA3, CA4) e Giredeado (GD).
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6. DISCUSSAO

E bem estabelecido que o cérebro dos mamiferbs &meto
dos HT, tanto durante o desenvolvimento quantorgtividuos adultos
(OPPENHEIMER; SCHWARTZ, 1997; LIMA, 1997; AHMED, 28).
Neste contexto, nés investigamos os efeitos do rtimpaidismo
induzido sobre o hipocampo de ratos imaturos sgbnal parametros
relacionados ao sistema glutamatérgico, ao megaholenergético e ao
estresse oxidativo.

Diversos estudos tém demonstrado que os efeittebiieos
dos HT, por si s0, estdo diretamente ligados aygéu de ERO e ao
estresse oxidativo (VILLANUEVAet al, 2013). Esses hormdnios
propiciam uma aceleragéo relativa do metabolisnsalbgue inclui um
aumento da taxa de ambas as reacOes catabdlicasat®lieas
(SCHWARTZ; OPPENHEIMER, 1978). Isso resulta em amtmedo
gasto energético, na mobilizagdo de combustivel,oxidacdo do
combustivel para a extracdo de energia, consunoxigénio, aumento
da frequéncia respiratéria e da producdo e liberaga -calor
(DAUNCEY, 1990).

As ERO desempenham um papel essencial na regutigdo
proliferacdo celular, no &mbito do SNC e periféride maneira que
podem iniciar e promover o estabelecimento de gadrieuronais e
consequentemente, a neurogénese (VERITY, 1994)ofmis ERO
estejam envolvidas em muitos processos fisiologiapsgando em
excesso, podem causar danos oxidativos (KARBOWNERWINSKI,
2003).

No presente estudo, o hipertireoidismo induzidiockpaz de
gerar danos oxidativos como a peroxidacao lipifkéguras 14). Isso
poderia estar relacionado com o fato de que o atonrers niveis dos
HT pode modificar a composicdo de fosfolipidios dembrana
acarretando aumento do grau de instauracdo, partimente nas
membranas mitocondriais. Esta insaturagdo em agdp®os torna-o0s
mais suscetiveis ao ataque de radicais livres, e psulta em
peroxidacéo lipidica aumentada na mitocondria (KAt al, 1987;
FERNANDEZ; VIDELA, 1993; BANGUR, 1995;TAPIAet al, 1999;
GREDILLA et al, 2001). Além disso, os HT também podem promover
a producéo de ERO extra-mitocondrial por modificaga expresséo de
genes que codificam para enzimas envolvidas naupéade eliminacao
dessas espécies reativas (FERNANDRIEZL, 1985).
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Embora a peroxidacdo lipidica tenha sido frequeeaite
utilizada como um indicador do estresse oxidatios ®@cidos expostos
ao hipertireoidismo, dado que os acidos graxosingalurados séo
especialmente suscetiveis ao ataque das ERO, eodubgs de
peroxidacdo lipidica sao facilmente mensuraveigjependéncia de
processos peroxidativos € influenciada por vasrés, tais como tipo
de tecido, espécie, a iodotironina utilizada e eaghip do tratamento
(VENDITTI; DI MEO, 2006).

Adamo e colaboradores (1989) ja4 haviam apontaddtosfe
peroxidativos induzidos pelos HT em fatias de aérele ratos Wistar
recém-nascidos tratados comg Bemelhante aos resultados que
obtivemos para o hipocampo de ratos, lulal (1998) demonstraram
em homogeneizado de figado de ratos, que o hpadismo induzido
por Tzestava associado com niveis elevados de TBARS.

Quando observados os efeitos do hipertireoidisnmo @atros
tecidos, Pereira e colaboradores (1994) encontranammaumento da
peroxidacdo de lipideos em orgdos linfoides, taima linfonodos
mesentéricos e timo, mas sem grandes efeitos mm Bagnento nos
niveis de TBARS nos testiculos de ratos com higeitlismo, induzido
por T; também foram descritos previamente (CHOUDHURY al.,
2003; ZAMONEREet al,2007).

Outro importante dano observado em nosso modedstdeo, foi
0 aumento da PC (Figura 15). E sabido que a oxidde®roteinas tem
efeitos importantes sobre as fungdes celulares ctano metabolismo,
regulacdo redox, sinalizacdo e citoesqueleto (PN, 2004).

A carbonilacdo de proteinas € amplamente usada como
biomarcador para o dano oxidativo e reflete o daetolar induzido por
varias formas de ERO (STADTMAN; LEVINE, 2003; DALLE
DONNE et al, 2005; LEVINE; STADTMAN, 2006). Existem,
portanto, varios mecanismos para oxidacdo de peste, bem como
muitas substancias passiveis de tal modificacAR® podem oxidar
diretamente lisina, arginina, prolina e treoninanéezendo derivados
carbonilicos. Além disso, grupos carbonilas podemrgroduzidos em
proteinas via reacdo com aldeidos derivados daxidagé@io lipidica
(por exemplo, malondialdeidoe 4-hidroxinonenalgerados a partir da
reacdo de reducdo de acucares ou produtos de sdaca@x com
residuos de lisina (BERNETTI; STADTMAN, 1997; AKAK 2000;
DALLE DONNE et al, 2006).

Semelhante aos resultados encontrados em NOSSEISTEXLOS,
Tapia e colaboradores (1999) injetararg dm ratos por 3 dias
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consecutivos (doses de 0,1 mg d&d de peso corporal) e observaram
aumento dos niveis de TBARS no figado dos animazis @ primeiro
dia de tratamento. A oxidacdo de proteinas tandi@reu no terceiro
dia de tratamento. Komosinska Vassesetal(2000) observaram em
humanos hipertireoideos um aumento significativas rindices de
peroxidacgéo lipidica e modificagdes em proteinas.

Como mencionado anteriormente, as ERO séo capazesdhr
muitas biomoléculas incluindo DNA, RNA, lipidios deembrana e
proteinas, levando a danos celulares. Entretantmpauma forma de
defesa priméria contra ERO, tanto procariontes ceomariontes tém
desenvolvido sistemas de defesa antioxidante patager as células
contra esses danos.

A atividade enzimatica da SOD, CAT, GPx e GR, bema o
conteudo de GSH, exercem um papel fundamental taxifieacdo de
ERO, protegendo a célula de efeitos deletérios atbcais livres
(JUNQUEIRAZ et al., 1986; CHHABRAet al,1993; BANERJEEet al.,
1999; MENEZESet al, 2011). Entretanto, a eficacia das enzimas
antioxidantes pode variar de acordo com o estagidedenvolvimento,
0 tipo celular, além de outros aspectos fisioldgidn organismo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIVINGSTONE, 2001;
AHMED et al.,2004; 2005).

Vérios estudos tém demonstrado que alteracfes imes mos
HT podem modular o sistema de defesas antioxidamtesliferentes
tecidos (VENDITTIet al., 1997; PAMPLONAet al., 1999; TAPIA et
al., 1999; ZAMONERet al, 2008a; CATTANIet al, 2013). Neste
contexto, no presente estudo observamos aumentonivess do
antioxidante ndo enziméatico GSH (Figura 18), acothpdo de um
aumento na atividade da GGT e GR (Figura 21 e AZJAT e GPx
tiveram suas atividades diminuidas e a G6PD naalferada pelo
hipertireoidismo (Figuras 16, 17e 20, respectivaejen

Nesse contexto, quando comparado a outros Orgéoéretro
tem algumas desvantagens em relacdo a geracacmxfidacdo de
ERO. Primeiramente, as células do cérebro humaiiivaot 20% do
oxigénio consumido pelo corpo, mas constitui ape?#s do peso
corporal (CLARKE; SOKOLOFF, 1999), indicando o put®l de
geracdo de uma grande quantidade de ERRO na cadgimatoria.
Além do mais, um elevado conteddo de ferro tem sidatado para
algumas areas do cérebro (GERLAEHI., 1994), o que pode catalisar
a producdo de espécies reativas. O cérebro é nicdipgdios como
acidos graxos insaturados, o0s quais sédo alvosagageoxidacéo lipidica
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(PORTER, 1984; HALLIWELL, 1992). O cérebro tambérant&ém
baixa atividade de superéxido dismutase (SOD),lasga(CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) em relagcdo ao figadame (HOet al,
1997), o que o torna mais vulneravel ao estressatno.

E sabido que a GR, cuja atividade estava aumemrtadnossos
experimentos, ndo age diretamente na remocédo deiespadicalares,
mas é responsavel pela regeneracéo da glutatisna forma reduzida
(GSH) na presenca de fosfato de nicotinamida adedinucleotideo
reduzido (NADPH), tendo como objetivo impedir agi@acdo do ciclo
metabdlico da GSH (HUBERt al, 2008). A GGT, também com
atividade aumentada em nosso modelo de estudainéa enzima da
membrana plasmatica capaz de iniciar a metabobzad® GSH
extracelular através da remocéo do seu grupo gartea¥gl. Assim,
ocorre a formacdo de um sulfidrildipeptideo, aediskglicina (cys-
gly). Esta pode ser clivada por dipeptidases de brema e o0s
aminoacidos sao reabsorvidos para o interior dalegébu a prdépria
cisteinil-glicina é levada para o interior celulande juntamente com os
aminoacidos séo usados para a simdeseovode GSH ou de proteinas
(DROZDZ et al, 1988; KUMAR et al., 2000). Assim, o0 aumento da
atividade da GGT e GR encontrados em nosso trakaiheonsistentes
com a elevacdo na concentracdo de GSH, em consgguéa
manutencao da homeostase redox das células.

Azizi et al. (1982) avaliaram a associacdo entre a atividade da
GGT sérica e da funcéo da tirebide em pacientestipertireoidismo,
hipotireoidismo e em individuos eutireoideos. Deg 16 pacientes com
hipertireoidismo tiveram elevacdes da atividade G8adr outro lado,
Drozdz e colaboladores (1998) estudaram a poskit#i da geracdo de
ERO pela combinacdo da reacdo GGT/GSH, utilizand@rssferrina
como fonte de ferro. O trabalho mostrou que a &@T/GSH pode
gerar ERO na presenca de uma fonte de ferro, kiaafgiio de cisteinil-
glicina (cys-gly), metabdlito da GSH. Varios agentedutores, como
por exemplo, os tidis, podem facilitar a reducéo Fd&" ligado a
transferrina levando a formacdo ddFeue entéo livre, pode via reacédo
de Fenton, levar a producdo de ERO. Contudo, dovaklientar que, a
GGT desempenha um importante papel na ressintes8ida

O sistema de GSH é fundamental para a defesa cefulaSH
reage diretamente com radicais em reacdes ndo &iwAs
(WINTERBOURN; METODIEWA, 1994), além de ser um doadle
elétrons para a reducdo de peroxidos, que € catalipela GPx
(CHANCE et al, 1979). Entrentando deve-se considerar que or@ome
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no estresse oxidativo pode ser uma razdo para @nuipdo e
esgotamento do sistema de defesa antioxidante, comesultado do
aumento da producéo enddgena de radicais livremédbt al.2004).

Tsai e colaboradores (2011) observaram uma din@iouiga
relacdo GSH/GSSG e da atividade da GPx em fibrimslaitais na
oftalmopatia de Graves (GO), evidenciando assim, desequilibrio
redox grave nestas células, que por sua vez ocasim acumulo de
H,O, enddgeno nos fibroblastos orbitais. Por outro ladstudos
apontam que um aumento dos niveis de GSH podeeo@mnT resposta
ao estresse oxidativo (DESAGHERt al,1996; DRINGEN,1997;
KUSSMAUL et al, 1999; DRINGEN, 1999).

Desagheret al., (1996) em experimentos com cultura de
astrocitos, utilizando um inibidorda CAT[3-aming4z2riazol (3-at)],
apontaram que esta enzima foi responsavel apenfasnda diminuida
pelo desaparecimento de®3 no tampao de incubacéo, e o sistema da
GSH astroglial ndo foi comprometido. Em contragteggndo utilizado o
inibidor da CAT junto com mercapto succinato, ididyi da GPx, a
capacidade das células astrogliais eliminagOH foi fortemente
reduzida. Em cultura de neurdnios, a aplicacdo g®, krovocou a
oxidacdo rapida de GSH. A remocéao do peroxido égiugda de uma
regeneracdo quase completa da GSH (DESAGHER al.,
1996;DRINGEN, 1999). No entanto, para a rapidaietigéo do HO,
pelos neurdnios tanto GPx quanto CAT demonstrammessenciais,
em contraste com a situacdo emculturas astrogadNGEN, 1997).
Ou seja, o sistema de GSH nos neur6nios nédo faizcde compensar a
perda funcional da reacdo da CAT.

Dasgupteet al. (2007) propuseram através de experimentos com
homogenizado de cérebro bem como com culturastdiiéss, que os
HT podem influenciar os niveis de GSH através dalulagdo da
glutamato cisteina ligase (GCL), enzima passo dinté para a sintese
da GSH. Os autores avaliaram que ratos neonateBZ@bdeficientes
dos HT tiveram quedas na atividade da GCL o queetoa diminuicdo
dos niveis da GSH, sendo esta resposta dependeidad® do animal.
Por outro lado a administracdo dgnbs animais reverteu esse efeito.
Além disso, em cultura de astrécitos os niveis 8¢l @ram regulados
em resposta a adicdo dedendo que este efeito foi totalmente reduzido
quando utilizado um inibidor especifico da GCL. d&ssondicdo
(aumento da GSH) foi associada a citoprotecao tRiranestresse
oxidativo induzido por kD, na dose maxima toleravel para esse tipo de
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células. Estes achados corroboram nossos resul@eim®nstrando
aumento no contetdo de GSH em hipocampo de ratasitis com 3

As atividades da GPx no citosol e mitocdndria eCAd nos
peroxissomos poderiam desempenhar um papel impertama
detoxificacdo do kD, na cultura celular. Embora experimentos
avaliando a atividade das enzimas que degrad#gartdo tenham sido
demonstrados neste estudo, o conteudo de GSHrf@rdado em 30%
durante o tratamento de 24 horas com HT, sugermudo pelo menos
em parte, a capacidade de eliminacédo g@,d docorrentedo aumento
nos niveis de GSH nos astrocitos (DASGUP&®al., 2007). Em
conjunto, esses resultados propdem possiveis nsawasienvolvidos na
regulacdo da GSH, e respaldam nossos experimeuntosng resposta ao
aumento do J ocasionaram o aumento do conteado de GSH e
diminuicdo da GPx e CAT no homogeneizado de hippoatie animais
neonatos.

N6s também demonstramos que 0S animais com
hipertireoidismo tiveram niveis elevados de fosK=3 em relacéo
aos controles (Figura 29). A desregulacdo da G8&KBdido observada
em varias doencas do SNC, tais como doenca deikleghgranstornos
de humor e esquizofrenia (BEAULIEBt al., 2008; HUR; ZHOU,
2010). A GSK-B é uma serina/treonina cinase (Ser/Thr-cinase)
citoplasmatica que esta envolvida em varios prosedsolégicos,
incluindo sinalizacdo, coordenacao do citoesqueleds de sinalizacéo
da insulina, Wnfi-cateina, dentre outros. Sua atividade é diminpéala
fosforilagéo da Ser9 (TAKAHASKI; SASAGURI, 2009; & RIO,
2013).

Uruga e colaboradores (2013) mostraram que assinie GSH
em condi¢des de estresse oxidativo é reguladaagigldade da Akt. A
ativacdo da via PI3K/Akt durante a neurotoxicidadhizida pelo ferro
regula alvos mudltiplos, tais como GSIg-8 o metabolismo da GSH.
Assim, o aumento significativo nos niveis de GSHgyf 18),
observado em nosso estudo em resposta ao estr@$sivo (Figura 14
e 15) pode ser regulado pela Akt ativada, que cpresgemente pode
estar fosforilando a Ser9 da GKS3-B e, assim modigdaa resposta
neuronal ao estresse oxidativo.

Estudos anteriores ja& haviam relatado que, as moe#
induzidas diretamente por radicais livres podenatiesr as enzimas
glutamina sintetase, creatina cinase e tirosineokiidse (POONet al.,
2004). Assim, noés investimos possiveis alteracGagsadas pelo
hipertireodismo e estresse oxidativo no sistemdaglatérgico. Os
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resultados apontaramque o aumento defol capaz de induzir o
aumento da captagdo de glutamato (Figura 25), loemo @ atividade da
GS (Figura 26), além da diminuicdo da captacaoattgoc(Figura 22),
sem alterar a captacdo da desoxiglicose (Figura 23)

O sistema  glutamatergico, principal sistema de
neurotransmissao exitatoria do SNC, é essencialpdesenvolvimento
cerebral, interacdes entre estruturas e comunicac&ular.
(DANBOLT, 2001). A regulacdo da neurotransmissaataghatergica
envolve a remocédo do glutamato na fenda sinapticaransportadores
especificos, modulando o equilibrio fisiolégico wibxico na sinapse
glutamatérgica. Os sistemas de captacdo rapidaiendd de glutamato
para dentro das células sdo transportadores de mmemnlde alta
afinidade e dependentes de*Naue contribuem para manter os niveis
de glutamato extracelulares abaixo dos niveis t&xi®UAN et al,
1999; HUANGet al, 2004; SWANSONet al, 2004; TSUKADAet al,
2005). Além disso, os astrécitos possuem a enzamecéfica glutamina
sintetase (GS) que catalisa a reacdo de amidac&guthomato para
formar glutamina. A captacdo de glutamato astrbglia atividade de
GS séo respectivamente, responsaveis pela remag@guthmato na
fenda sindptica e fornecimento de glutamina para nesrbnios
(DANBOLT, 2000; HERTZ, 2006).

Corroborando, Aguiaet al. (2008) monstraram que em cultura
de astrocitos cerebelares tratadas com Hbuve um aumento
significativona captacdo de glutamato pelos ast$ciO tratamento
com o hormbénio também aumentou ambos os niveis N& R
mensageiro e expressdo de proteinas de GLAST e-GLAIEéEM do
mais, o efeito gliotdxico de glutamato em astré&eit®rebelares foi
abolido pelo tratamento ;Te proporciona a melhora da viabilidade
neuronal. Isso representa que os HT estdo envehedo importantes
mecanismos capazes de melhorar o microambienteciasério,
podendo promover o desenvolvimento neuronal e penie;ao.

Quanto ao influxo de G§ este pode estar envolvido em
diversas funcbes celulares e ser regulado por s/amecanismos,
incluindo a atividade de proteinas cinases, nemsinissores,
hormdnios, nucleotideos e fatores de crescimerdatudo, o aumento
de célcio intracelular leva a ativacdo de enzimasiac proteases,
fosfolipases, o6xido nitrico sintases e endonuckegse contribuem para
a morte celular através de diversos mecanismos [MRELM, 2000).
Além disso, o excesso de calcio intracelular podezir o fenbmeno de
excitotoxicidade glutamatérgica. A diminuicdo naptegdo de Ca
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observada neste estudo corrobora o aumento na;@apta glutamato e
na atividade da GS observadas no hipocampo dos a@snim
hipertireoideos, uma vez que estes eventos indutiemmnuicdo na
disponibilidade de glutamato na fenda sinapticaresequentemente em
menor ativagao de receptores glutamatérgicos.

Em conjunto nossos resultados sugerem que o aurdestbiT,
embora tenham ocasionado danos oxidativo, nao ebearr
excitotoxicidade glutamatérgica no modelo estudado.

Paradoxalmente, o hipertireoidismo foi capaz deirdim a
atividade da AST (Figura 24). As enzimas AST e AdStao presentes
no citosol e na mitocéndria, sendo que a ALT, estflvida na sintese
do neurotransmissor glutamato em neurdnios gluengiabs (DESAI;
DESAI, 2008). Zigmond e colaboradores (1999) destre que
mudancgas na atividade de enzimas que convert@® em glutamato
ou succinil-CoA podem afetar a eficacia do ciclokglebs ou os niveis
de glutamato intracelulares.

A funcéo dos HT depende somente do sistema “A'talesporte
de amino&cidos e o analogo &cidgmetil-amino)-isobutirico {{'C]-
MeAIB) € um substrato especifico para este sist¢ingue o mesmo
nao entra no nucleo e permanece no citosol daag&alvindo dessa
forma como marcador especifico para eventos de namap
principalmente por ndo possuir um RNA transportagfie@ o reconheca
(GUIDOTTI; BORGHETTI; GAZZOLA, 1978).

A atividade dos transportadores de aminoéacidosistensa A
pode ser modulada a partir de diferentes estimatuso adaptacdo a
disponibilidade de aminoacidos, fatores de cregdime choque
osmotico, estimulos hormonais e estresse celul&UGSINGER;
SCHLIESS, 2002; HYDEet al., 2002). Cabe salientar que o transporte
de amino&cidos neutros utilizando o MeAlB como nhode essencial
para investigar sistemas de entrada de aminoacimos a alanina e a
glutamina.

Em células neurais, a principal dire¢édo do fluxgytlgamina é a
partir dos astrécitos, onde ocorre a sua sintesa,qs neurbnios, onde é
convertido ao neurotransmissor aminoacido L-glutamau GABA
(DOLINSKA et al, 2004. Neste contexto, 0 aumento na captacdo de
“C-MeAIB, em conjunto com outros resultados (aumetgacaptacéo
de glutamato e na atividade da GS - figuras 25,a¢Xpectivamente)
demonstram que possivelmente, o hipertireoidisnmoegilia 0 transporte
de glutamina para o interior dos neurbnios, e auesgemente sua
disponibilidade para gerar glutamina.
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Nossos resultados também demonstraram que levdu ao
aumento da atividade da colinesterase (Figura @Q8j)ros estudos ja
descreviam que disfungfes da tireoide sdo aponfaaasfluenciarem
a atividade da AChE em ratos; entretanto, os msgwms nao estao
esclarecidos (SALVATEt al, 1994; CARAGEORGIOLt al, 2007).

O sistema colinérgico desempenha um papel estemosa
processos de aprendizado e memoéria (WINKLERal, 1995). A
sintese de acetilcolina ocorre nos terminais nes/os partir dos
precursores, colina e a acetil-coenzima A, forreigela clivagem de
fosfolipideos e a partir do metabolismo oxidative mitocéndria. A
colina acetiltransferase catalisa a sintese décatieia que, por sua vez,
pode interagir com receptores colinérgicos pré e-gidapticos. A
acetilcolinesterase, localizada na fenda sinaptiicioliza a acetilcolina
e colina e acetato (TAYLOR; BROWN, 2006). O newanfmissor
acetilcolina (ACo) liga-se a duas classes de recept os receptores
colinérgicos nicotinicos, de acdo ionotropica, e mETeptores
colinérgicos muscarinicos, de acdo metabotrdpicas.

Assim, estudos anteriores mostraram que 0 uso tSined de
antagonistas nicotinicos e de receptores glutagietér do tipo N-
metil-D-aspartato (NMDA) foram capazes de atenudaques
epilépticos induzidos em ratos e camundongos, sggere uma intima
relacéo entre os sistemas de neurotransmissacigitio e de NMDA
na atividade excitatoria do SNC.

Quanto as células astrocitarias, € descrito naafita que a
maturacdo dessas células é modulada de forma greems HT
(ADACHI et al, 2002). Os astrécitos desempenham um papel
fundamental em diversas etapas do desenvolvimemtoédebro, tais
como a proliferagdo de precursores neuronais, gégra diferenciacao
neuronal, crescimento axonal e a sinaptogeneserékente trabalho
observamos através da imunohistoquimica para GEA®,0s animais
com hipertireodismo tiveram diminuicdo na densidddsta proteina
nas subregides CAl e CA4 do hipocampo em amboswsstérios
(Figura 32). Semelhante a esses resultados Andegi@in e
colaboradores, (1994) demonstraram em cultura pranadtroglial, que
a adicdo de J foi capaz de reduzir a expressdao de GFAP sem, no
entanto alterar a atividade da GS. Interessantemessta reducdo na
expressao de GFAP foi significativa na fase defgralcdo, mas ndo em
astrocitos maduros e, o efeito dgemn astrocitos foi maior no cerebelo
do que em comparacdo com outras regides como amexclsso
sugere que as subpopulacdes astrogliais diferermt@ua sua
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sensibilidade ao 3T Outros autores propdem ainda que a resposta
astroglial especifica aos HT corresponde a uma tagap precisa,
direcionada e regulada pela célula e que fatoresoarthbiembientais
podem modular essa resposta astroglial espetifidso.

Nesse contexto, Kunz e colaboradores (2011) estdar
efeito do Bisfenol A (BPA) sobre GFAP e a concegéttade glutamato
e demonstraram aumento na densidade da GFAP reatmtdda com
BPA bem como variacdes na relacdo Glu/Asp no hippoadesses
animais. Estudos recentes mostram que o BPA sadigaeceptores de
hormonios tireoidianos (TRs), e tem efeitos sebatisobre a funcédo da
tireoide (BINDHUMOL et al, 2003; ZOELLER,2007). Assim, o autor
propde que o aumento na expressdo de GFAP obsexwadau estudo,
pode refletir na capacidade do BPA de influencisinalizacdo dos HT,
gue por sua vez influenciam no desenvolvimentohrate Salienta-se
que esses efeitos foram observados em animais tespnsendo
necessaria uma avaliacdo mais precisa desta edipasitlongo prazo.

No presente trabalho observamos que tanto paréaséiliais
como neurdnios, as subregides do hipocampo (CAR, CA3, CA4 e
GD) respondem de forma distinta ao aumento gloAinda outro efeito
observado para os neurdnios, mas nao para gliaguéoo nimero de
células NeuN positivas da regido CA2 do hipocangguerdo menor
que o do hipocampo direito (Figuras 30 e 31), da, aam efeito de
“lateralidade”. MCCARTHRYet al(2002) avaliaram a expressao de
véarias proteinas no hipocampo de ratos adultosigmwve demonstraram
que 68 % das proteinas expressas analisadas, cdrid®,Gse
apresentaram em maior quantidade no hemisféridalitesses autores
propuseram que essas alteracBes podem estar dasogiam aumento
na proliferacdo de células no hemisfério direitd,algumas mudancas
na plasticidade sinaptica (WINKELMANN-DUARTE al.,2011).

Cattanet al(2013) também observaram que a diminuicdo nos
niveis dos HT é capaz de alterar 0 nimero de ctlokuronais,
semelhante aos nossos resultados com o modelopédirgiodismo
induzido em ratos imaturos.

Embora os mecanismos precisos pelos quais o hgmdismo
altera a captagdo e metabolismo de glutamato, Mo anodula o
sistema de defesas antioxidantes em hipocampaakeinsaturos ainda
nao sejam conhecidos, este estudo sugere que aémltatacdes
neuroquimicas, esta disfuncdo tireoidiana tambétarfare com a
citoarquitetura hipocampal. Os resultados apontgraa diminuicdo na
densidade de GFAP (em CAl e CA4) bem como no nurdero
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neurbnios em C2 o que pode ser consequéncia tanto de morte celular
guanto de inibicdo da proliferacdo de neurdniosteeitos em regides
especificas do hipocampo, apontando inlmeras mrsede estudo.

Por fim, com base nesses efeitos, observamos ggtnaulacao
metabolica provocada pelo hipertireoidismo impl&a aumento na
producdo de EROs, levando ao aumento da peroxidigi@iica e
carbonilacdo de proteinas, diminuicdo da densidileGFAP e do
numero de neurbnios. Entretanto, novos experimesiosnecessarios
para esclarecer os mecanismos envolvidos nestesssas.

Os resultados também evidenciam que o hipertireoidileva ao
aumento dos niveis de GSH em hipocampo de ratosuriosa
provavelmente via mecanismos envolvendo a ativad@o vias
envolvidas na regeneracédo de sua forma reduzidaGi) ou maior
“turnover” da GSH (via GGT), estimulando a sintele novodeste
antioxidante. Neste sentido, propde-se que os HEgm desempenhar
um papel “duplo”, atuando como protetores frentes aosultos
oxidativos e prevenindo a excitotoxicidade glutargita em
hipocampo de ratos imaturos, bem como podem estatgdma forma,
induzindo danos oxidativos e morte celular. Estésitos podem
desempenhar um importante papel na modulacio de&ds cerebrais
desses horménios tanto em situacdes patologicastagfisioldgicas.
Sendo assim, apoiados nos resultados obtidos essi#o, propomos 0s
possiveis mecanismos de protecdo e/ou de toxicigatleidos pelo
hipertireoidismo sobre o hipocampo de ratos imat{Figura 33).
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Figura 33. Mecanismos de neurotoxicidade e/ou mpeatecdo induzidos pelo
hipertireoidismo sobre células hipocampais de ratoglesenvolvimento.
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O hipertireoidismo devido ao excesso dgifduz aumento na captacéo de
glutamato, bem como de sua metabolizacdo a glugarmpor acdo da glutamina
sintetase, em astrécitos de ratos imaturos. Eget@wdiminui a concentracao
de glutamato na fenda sinaptica, levando ao menéluxo de C&,
corroborando o ¥ como um possivel agente neuroprotetor. Uma vez nos
astrécitos, o glutamato pode ser ainda converfido,transaminagao, a alfa-
cetoglutarato -KG), e este ser oxidado no ciclo de Krebs, ou airskr
utilizado para a sintese de GSH ou proteinas, el@nttras fungdes. Os dados
obtidos neste estudo demonstraram ainda que o titgpétismo causou
elevacdo nos niveis de GSH, bem como na atividadé&GR e da GGT,
envolvidas respectivamente na reducdo da GSSG dme@® “turnover” de
GSH, reforcando o papel protetor donb cérebro. Por outro lado, aumento na
peroxidacao lipidica e na carbonilacdo de protesngere a presenca de dano
oxidativo, refor¢cando a hipétese proposta de qlig mossui um efeito “duplo”
protegendo o cérebro da excitotoxicidade glutargatgére aumentando os
niveis de GSH, enquanto aumenta o dano oxidatipode estar envolvido na
inducdo de morte celular.

Fonte: Autor
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CONCLUSAO

A captagdo de glutamato e a sua metabolizacaotangha, pela
atividade da glutamina sintetase, foram aumentagao
hipertireoidismo em hipocampo de ratos imaturos.

A captacdo de aminoacidos neutros, principal setéentransporte
de glutamina para o interior dos neurdnios, foi entada pelo
hipertireoidismo, sugerindo  maior disponibilidade esi
aminodcido para a sintese de glutamato nos nesrdtgoratos
hipertireoideos.

O hipertireoidismo induzido comsHiminuiu o influxo de C& no
hipocampo de ratos imaturos.

Os niveis de GSH foram aumentados pelo hipertiisoial,
sugerindo aumento das defesas frente ao estregdativax em
hipocampo de ratos imaturos.

O hipertireoidismo induziu a peroxidacéo lipidica exidacéo de
proteinas em hipocampo de ratos imaturos, como nknaalo pelo
aumento nos niveis de TBARS e proteina carbonilada.

As atividades das enzimas envolvidas no sistemadefesas
antioxidantes foram alteradas pelo hipertireoidistevando a
aumento na atividade da GR e da GGT; bem como digdio na
atividade da CAT e GPx.

A atividade da G6PD e da ALT ndo foi alterada pelo
hipertireoidismo, enquanto a atividade da AST foiiduida.

O hipertireoidismo nao altera a captacéo 'd€][-2-desoxiglicose
em hipocampo de ratos imaturos.

O mecanismo de protecdo e/ou toxicidade induziddo pe
hipertireoidismo envolve a modulagéo da via da GB&3;

O hipertireoidismo diminui o nimero de células Neadsitivas no
CA2 do hipocampo esquerdo de ratos imaturos, indcafeito de
lateralildade.

As subregifes CA1 e CA4 do hipocampo de ratos fitipeideos
apresentaram diminuicdo na imunorreatividade pameAFRG
sugerindo reducéo na populagdo astrocitaria ocaséomor esta
disfuncéo da tireoide.
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8. PERSPECTIVAS

Este trabalho representa a continuidade dos estdologrupo
investigando o mecanismo de acdo dos HT em dilesetdcidos.
Inmeras perspectivas séo apontadas com o inwiésclarecer o papel
desses horménios no SNC durante o desenvolvimento.

Considerando-se que os HT tém sido propostos ceamapia
adjuvante para tumores cerebrais, pretende-seanealimecanismos de
sobrevivénciae/ou morte neuronal induzidos pelertifgoidismo, bem
como possiveis alteracdes na morfologia das céhelasis.

As alteragdes no transporte e metabolismo de acioR
(glutamato e aminoacidos neutros) sugerem queestimgnidismo pode
proteger o cérebro frente a excitotoxicidade glatg#ngica. Por outro
lado, baixos niveis de glutamato poderiam compremgtocessos de
memdria e aprendizagem. Sendo assim, pretendessstigar o papel
do hipertireoidismo na sintese de glutamato e GAB&nN como na
liberagédo de glutamato.
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