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RESUMO

Os periodos gestacional e neonatal s3o periodos criticos de multiplicagdo e
diferenciagdo celular, importantes para uma adequada formagao de 6rgdos e tecidos. Sabe-se
que estimulos adversos apresentados as maes podem alterar permanentemente o ambiente
intrauterino, repercutindo na satde do filho. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
investigar as repercussdes do hipotireoidismo materno para o desenvolvimento e
funcionamento do trato gastrointestinal da prole jovem de ratas Wistar. Para isso, as ratas
gravidas foram separadas, receberam racdo ad [libitum e seus filhotes machos de 30 dias
divididos nos grupos: Controle (C): maes que receberam agua durante a gestacdo e lactagdo;
Experimental 1 (E1): maes que receberam metimazol diluido na agua de beber (0,02%), do 8°
dia de gestacdo até o 21° dia de amamentagdo; Experimental 2 (E2): mdes que receberam
metimazol diluido na agua de beber (0,02%), do 8° dia de gestacdo até o ultimo dia de
gestacdo. Os hormonios tireoidianos (T3 e T4 livres) foram dosados nas ratas lactantes (5°
dia), os consumos hidrico e alimentar determinados, bem como o ganho de peso na gestagao.
Os filhotes foram avaliados quanto ao peso corporal, nimero de filhotes, hormonios
tireoidianos (T3 e T4 livres) e desenvolvimento do estdmago e intestino delgado. Quanto ao
funcionamento gastrointestinal, avaliou-se parametros como: susceptibilidade a tlceras,
motilidade gastrintestinal, acumulo de liquido intestinal (enteropooling) e motilidade
colonica. As maes do grupo E2 ganharam menos peso durante a gestacdao, porém a variagao
de peso corporal nao foi alterada entre os grupos. O grupo E1 ingeriu menos liquido, mas nao
houve diferenca entre os grupos no consumo de ragdo. As maes do grupo El apresentaram
diminuicdo de T3 e T4 livres, quando comparadas as maes dos grupos C e E2. Nao houve
diferenca entre os grupos no numero de filhotes. Os niveis de T3 ndo foram diferentes e os de
T4 foram menores em E1. O peso corporal e a area do estdmago foram menores nos filhotes
dos grupos experimentais, o peso do estdmago e a susceptibilidade a tlcera foram menores
em E1. O comprimento do intestino delgado ndo foi alterado, porém o seu peso foi menor em
El e E2, assim como a motilidade deste 6rgdo em E2. O enteropooling foi maior nos animais
dos grupos C e E1 que receberam odleo de ricino, em relacdo aos que receberam salina,
enquanto os filhotes do grupo E2, que receberam o6leo de ricino, apresentaram menor
enteropooling em comparacdo aos grupos C e El, nas mesmas condi¢des. Por fim, a
motilidade do colon distal ndo foi alterada. Conclui-se que o hipotireoidismo materno afeta o

crescimento corporal, bem como o desenvolvimento do estdmago e intestino delgado da



prole, mas interfere de forma diversa no funcionamento do trato gastrointestinal dos filhotes,
dependendo do periodo de indugio.

Palavras-chave: Hipotireoidismo materno, trato gastrointestinal, ratos Wistar.



ABSTRACT

The gestational and neonatal periods are critical periods of cell multiplication and
differentiation, important for an adequate formation of organs and tissues. It is known that
adverse stimuli presented to mothers can permanently alter the intrauterine environment,
affecting the child health. Thus, the objective of this study was to investigate the
repercussions of maternal hypothyroidism for the development and functioning of the
gastrointestinal tract of the Wistar rats young offspring. For this, the pregnant rats were
separated, received food ad libitum and their 30-days-old male pups divided into the groups:
Control (C): mothers who received water during gestation and lactation; Experimental 1 (E1):
mothers who received methimazole diluted in drinking water (0.02%) from the 8th day of
gestation to the 21st day of breastfeeding; Experimental 2 (E2): mothers who received
methimazole diluted in drinking water (0.02%) from the 8th day of gestation to the last day of
gestation. Thyroid hormones (free T3 and T4) were measured in the lactating rats (5th day),
the water and food intake determined, as well as the weight gain during pregnancy. Pups were
evaluated for body weight, number of puppies, thyroid hormones (free T3 and Ts) and
development of the stomach and small intestine. Regarding gastrointestinal functioning,
parameters such as: susceptibility to ulcers, gastrointestinal motility, intestinal fluid
accumulation (enteropooling) and colonic motility were evaluated. The mothers of the E2
group gained less weight during pregnancy, but the body weight variation was not altered
between the groups. The E1 group consumed less liquid, but there was no difference between
the groups in the feed consumption. The mothers of the E1 group had a decrease in free T3
and T4 when compared to the mothers of groups C and E2. There was no difference between
groups in the number of pups. T3 levels were not different and T4 levels were lower in E1.
Body weight and stomach area were lower in pups of experimental groups, stomach weight
and ulcer susceptibility were lower in E1. The length of the small intestine was not altered,
but its weight was lower in E1 and E2, as well as the motility of this organ in E2.
Enteropooling was higher in the animals of groups C and E1 that received castor oil than
those that received saline, whereas the E2 group, which received castor oil, presented lower
enteropooling compared to groups C and E1, in the same groups conditions. Finally, the distal
colon motility was not altered. It is concluded that maternal hypothyroidism affects the body
growth as well as the development of the stomach and small intestine of the offspring, but it
interferes in a different way in the operation of the gastrointestinal tract of the pups,

depending on the period of induction.



Keywords: Maternal hypothyroidism, gastrointestinal tract, Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

Durante a vida intrauterina, uma série de eventos como multiplicacdo e diferenciacao
celular s3o necessarios para o desenvolvimento e crescimento fetal. Sendo assim, os periodos
gestacional e neonatal constituem fases cruciais para a completa formacdo de orgaos e
tecidos, de forma que alteragdes nesse ambiente podem repercutir na saude do filho na vida
adulta. Estudos sobre o tema se intensificaram a partir da década de 90 e ficaram conhecidos
como fetal programming (programacao fetal) ou early origins of health and disease (origens
precoces da satde e da doenga) (DRAKE et al, 2004; FOWDEN e FORHEAD, 2004).

Estas pesquisas sdo de extrema importancia, pois fornecem dados de que a gestagdo e
a lactagdo sdo periodos criticos de desenvolvimento € que o comportamento materno podera
refletir na saude de sua prole durante a vida adulta, mostrando que esses processos carecem de
maiores cuidados e atengdo pela populacdo. Além disso, modelos animais sdo grandes aliados
para compreensao dos mecanismos envolvidos na programagdo, por permitirem ao
pesquisador um maior controle das varidveis do estudo, respostas claras e em um periodo
relativamente rdapido, bem como garantir um grande volume de resultados sobre as maes e
seus descendentes em comparagdo aos humanos (RABADAN-DIEHL et al, 2013).

Nesse contexto, os hormonios tireoidianos participam ativamente dos processos
iniciais do desenvolvimento, controlando o crescimento celular, matura¢ao ¢ o metabolismo
de todos os tecidos (FORHEAD e FOWDEN, 2014). A deficiéncia desses hormonios provoca
efeitos deletérios as atividades metabolicas de todos ou quase todos os tecidos corporais.
Sabe-se que pacientes portadores do hipotireoidismo possuem alteragcdes associadas a fungao
gastrointestinal, com sintomas como constipagdo e retencio de gases (ISMAN, YEGEN,
ALICAN, 2003; DAHER et al, 2009). Porém, a relagdo entre o hipotireoidismo materno
durante a gestacdo e lactacdo e as possiveis alteragdes gastrointestinais que a prole pode
apresentar, necessita de mais estudos. Desta forma, este trabalho busca avaliar as repercussoes
do hipotireoidismo em ratas Wistar gravidas e lactantes para o desenvolvimento e

funcionalidade gastrointestinal da prole.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Programacio fetal

Na gestagdo, estimulos adversos apresentados as maies podem alterar
permanentemente a estrutura e fungdo tecidual do feto, processo este que é conhecido como
programacao fetal (fetal programming). A programagado baseia-se no fato de que alteragdes no
ambiente intrauterino podem redirecionar vias de desenvolvimento durante periodos criticos,
quando os tecidos ainda estdo em fase de proliferagdo e diferenciagdio (CHAVATTE-
PALMER et al, 2016; DRAKE ¢ WALKER, 2004; GUILLOTEAU et al, 2010). Tais
alteracdes sao exemplificadas pela desnutricdo materna, tabagismo, consumo de 4lcool, abuso
de drogas, estresse emocional (CHEONG et al, 2016) e distarbios endocrinos, uma vez que
hormonios lipofilicos atravessam facilmente as barreiras biologicas, incluindo a barreira
placentaria (SECKL, 2004). Isto sugere que muitas doencas da vida adulta possam ser
induzidas pela exposi¢do ambiental adversa do feto durante a gestagdo e lactacio (TARRADE
et al, 2015; ZANDI-NEJAD et al, 2006).

Investigagdes sobre o programa fetal se intensificaram na década de 1990. Assim, em
1993, Barker e colaboradores sugeriram que elevadas concentragdes séricas de colesterol total
na vida adulta refletia um vinculo com taxas reduzidas de crescimento fetal durante a gestagao
tardia, quando a desnutricao fetal resultou em um crescimento desproporcional do figado.
Este crescimento hepatico comprometido pode ter alterado permanentemente o metabolismo
do colesterol da LDL (BARKER et al, 1993).

Recentemente, um estudo com ratas Wistar gravidas e diabéticas mostrou mudangas
relevantes na estrutura renal no inicio dos estdgios de desenvolvimento renal pds-natais, que
provavelmente foram as responsaveis pela reducao importante de funcao renal dos filhotes na
vida adulta e, consequentemente, pelo quadro de hipertensdo arterial (FRANCA-SILVA,
OLIVEIRA, BALBI, 2016). Outro trabalho utilizando ratas Wistar que ingeriram alta dose de
cloreto de sodio durante a gravidez apontou que, nos rins da prole de um dia de idade, houve
uma reducdo da a-actina de musculatura lisa (a-SMA), fibronectina, e expressdo do antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) no coértex renal, bem como uma reducdo no nimero
de células angiotensina II positivas nos compartimentos tubulointersticial e glomerular,
consequentemente resultando em uma interferéncia no desenvolvimento e fun¢do renal na

vida adulta (BALBI et al, 2004).



13

Os mecanismos moleculares envolvidos na programacdo fetal ainda ndo estdo
completamente elucidados, porém, estudos experimentais apontam que modificagdes
epigenéticas ocorrem durante o processo de desenvolvimento intrauterino. Na epigenética, a
expressdo de genes pode ser afetada, acarretando mudancas biologicas como densidade e
sensibilidade de receptores, alteragdes hormonais, no metabolismo e na resposta a estressores
fisiologicos. O controle epigenético ¢ mediado por alteragdes na metilacio do DNA e/ou
modificagdes no empacotamento da cromatina, além de possivel acetilagdo de histonas. Desta
forma, sendo a epigenética capaz de criar marcas no fenotipo sem alteragdo da sequéncia do
DNA, ela surge como uma das principais explicagdes de como a exposicdo a um ambiente
inicial de vida inapropriado culmina em doencas na vida adulta (GABORY, ATTIG,
JUNIEN, 2011; DRAKE ¢ WALKER, 2004; TARRADE et al, 2015; KWON e KIM, 2017).

2.2. Tireoide

A tireoide ¢ uma glandula endocrina que se localiza no plano mediano do pescogo,
envolvendo parte da traqueia e da laringe, possui dois lobos, direito e esquerdo, conectados
por uma ponte de tecido glandular chamado de istmo, podendo variar de tamanho e forma,
sendo normalmente um pouco maior nas mulheres do que nos homens da mesma idade.

(Figura 1) (DANGELO e FATTINI, 2007).

Figura 1. Anatomia da glandula tireoide.
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A glandula tireoide possui dos lobos, direito e esquerdo, que sdo conectados pelo istmo. Fonte: BERNE e LEVY,
2009.
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O foliculo tireoidiano constitui a estrutura operante desta glandula, apresenta um
formato esférico de aproximadamente 200 a 300 pm de didmetro, sendo circundado por uma
camada epitelial unicelular cuboidal, os tiredcitos. Em sua face basolateral, os tireocitos
encontram-se apoiados sobre uma lamina basal ricamente vascularizada. Por outro lado, na
face apical encontra-se o limen do epitélio folicular, repleto de coloide formado pela
tireoglobulina, uma glicoproteina secretada e iodada pelos tiredcitos. Sdo estas células
epiteliais que conferem a tireoide a capacidade de expandir seu volume, ja que a quantidade
de coloide varia de acordo com a atividade glandular. Outro tipo celular presente na tireoide
sdo as c€lulas parafoliculares, também chamadas de células C, que ndo possuem localizagao
especifica, mas se encontram difundidas na glandula e sdo fontes do hormonio calcitonina,

envolvido no metabolismo de calcio (Figura 2) (BERNE e LEVY, 2009).

Figura 2. Aparéncia microscopica da tireoide.
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A tireoide é constituida de capilares, células C e foliculos tireoidianos, formados pelos tiredcitos e coloide.
Fonte: pt-br.aial317.wikia.com, com modificagdes.

Os dois principais hormonios secretados pela tireoide sdo a tiroxina (T4) e a tri-
iodotironina (T3), produzidos numa taxa de 93% e 7%, respectivamente. Esses hormdnios sdao
capazes de aumentar a taxa metabdlica corporal, de maneira que a privagdo de secrecao
tireoidiana promove quedas de 40 a 50% na taxa metabolica basal. Apesar da T4 ser

produzida em maior quantidade, ela ¢ um horménio que, posteriormente nos tecidos, sera
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convertida em outro hormdénio ativo, o T3. Ainda, menos de 1% da producdo da tireoide € o
T reverso, ou T3, o qual € destituido de atividade biologica. A conversdo periférica de T4 em
T; ¢ tarefa das desiodinases especificas para tironina, quais sejam: desiodinase tipo 1, que
promove a maior parte da conversdo e ¢ expressa na tireoide, figado, rins e musculatura
esquelética; desiodinase do tipo 2, que ocorre nas células da glia do sistema nervoso central;
desiodinase do tipo 3, também conhecida como “inativante”, possui a capacidade de converter
o T4em rT3 (BERNE e LEVY, 2009; GUYTON et al, 2006; VALERIE et al, 2007).

Para que a secrecdo destes hormoOnios ocorra em niveis normais € necessario um
controle, realizado pela al¢a de feedback negativa do eixo hipotalamico/hipofisario-tireoide.
Este controle ¢ dado primordialmente pelo hormonio estimulante da tire6ide (TSH) secretado
pela hipdfise anterior, capaz de estimular os tiredcitos e outras agdes relacionadas ao seu
metabolismo, inclusive a sintese ¢ secrecdo dos hormonios. Por sua vez, a secrecdo de TSH ¢
regulada pelo hormonio liberador de TSH (TRH) produzido no hipotalamo. Outro mecanismo
para um estado de equilibrio hormonal ¢ a disponibilidade do iodo, denominado como
mecanismo autorregulatorio. Assim, em casos de deficiéncia de iodo o seu transporte ¢
aumentado, € o oposto se da quando ha o excesso, tudo isso independentemente de alteracdes

nos niveis de TSH (AIRES, 2008; GUYTON et al, 2006; POSTIGLIONE et al, 2002).

2.3. Sintese e acdo dos hormonios tireoideanos

Além do aminoéacido tirosina, a formagao de T4 e T3 em quantidades normais depende
de uma ingestdo de cerca de 50 mg de iodo a cada ano, o que corresponde a aproximadamente
1 mg por semana (GUYTON et al, 2006). Na dieta ocidental, onde o iodo ¢ suplementado no
sal de cozinha, este se apresenta sob as formas orgénica e inorganica. Porém, a forma
organica ¢ convertida em iodeto (I") pela flora intestinal, que entdo ¢ absorvido e uma vez na
corrente sanguinea, pode ser captado pelos tiredcitos (AIRES, 2008). Este iodeto ¢
comumente concentrado na glandula tireoide, glandulas salivares, glandulas mamarias e plexo
coroide. Dessa forma, um individuo estara protegido das repercussoes de uma deficiéncia de
iodeto por um periodo de 2 meses, visto que ocorre uma alta relagdo entre iodeto armazenado
na forma de hormonio e a quantidade liberada diariamente (100:1) (BERNE e LEVY, 2009).

Devido a falta de gradiente eletroquimico favoravel a entrada passiva do iodeto para
dentro da célula, decorrente da maior concentracao deste no interior da célula folicular, ¢
necessario que o iodeto penetre a célula por um mecanismo de transporte ativo. A sua entrada

constitui o primeiro passo para a formag¢ao dos hormonios tireoidianos, processo chamado de
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captagdo do iodeto. Esta captacdo ¢ realizada pela proteina NIS (cotransportadora de sddio e
iodeto) na face basolateral celular, transportando dois ions sddio a favor do gradiente de
concentragdo juntamente com um iodeto, contra o gradiente eletroquimico. A presenga desse
cotransportador ndo se restringe somente as células foliculares tireoidianas, mas ele também ¢
expresso em outros tecidos, porém em niveis mais baixos, como as glandulas salivares e
mamadrias lactantes, mucosa gastrica e placenta (AIRES, 2008; DOUGLAS, 2006;
GONCALVES, 2017).

Uma vez dentro da cé€lula, o iodeto rapidamente se difunde para a membrana apical,
onde ¢ transportado para o limen do foliculo por um transportador iodeto-cloreto, chamado
pendrina. No limen, o iodeto ¢ prontamente oxidado a iodo e incorporado as moléculas de
tirosina, que estdo agrupadas por ligacdes peptidicas na proteina tireoglobulina. A
tireoglobulina ¢ sintetizada e secretada pelo reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi,
sendo ela continuamente exocitada para o limen folicular para posterior iodagdo, formando a
monoiodotirosina (MIT) e a di-iodotirosina (DIT). Posteriormente, ocorre o acoplamento das
moléculas de tirosina iodadas que ainda estdo acopladas a tireoglobulina, que pode ser tanto
de duas moléculas de DIT, formando o Ts, quanto de uma molécula de MIT com DIT,
resultando a formagdo do Tz, reacdes estas catalisadas pelo complexo enzimatico

tireoperoxidase (TPO) (Figura 3) (BERNE e LEVY, 2009; GUYTON et al, 2006).

Figura 3. Reacdes envolvidas na geragdo de iodeto, MIT, DIT, T4 e Ts.
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Fonte: BERNE e LEVY, 2009.
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Para que ocorra a liberagdo dos hormonios produzidos pelo foliculo tireoidiano na
corrente sanguinea, o primeiro passo ¢ a ligacdo da tireoglobulina ao receptor megalina,
seguido do englobamento de parte do coloide e endocitose. Uma vez dentro da célula, as
vesiculas contendo a tireoglobulina serdo fundidas e degradadas pelos lisossomos, liberando
seu conteudo. O T3 e o T4 saem da célula pela face basal atingindo a corrente sanguinea,
enquanto as moléculas de MIT e DIT sdo desiodadas pela acdo da enzima desiodase
intratireoidea, e dessa forma o iodeto pode ser reutilizado para propria sintese hormonal da
tireoide (AIRES, 2008; BERNE e LEVY, 2009). Na figura 4 estdo ilustrados os passos da

formacao dos hormoénios T4 e T3 e que foram descritos anteriormente.

Figura 4. Representac@o esquematica da produc@o dos hormonios tireoideanos.
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Sintese (setas azuis) e secrecdo (setas vermelhas) dos hormonios tireoidianos pelas células epiteliais da tireoide.
As setas brancas indicam as vias envolvidas na conserva¢do do iodo e aminoacidos. Fonte: BERNE e LEVY,
2009.

Os hormonios T3 e o T4 apds serem secretados na corrente sanguinea circulam em sua
maior parte, ligados a proteinas plasmadticas. Dentre elas, a principal proteina ligante ¢ a
globulina ligadora da tiroxina (TBG), com a qual cerca de 70% dos hormoénios tireoidianos
circulantes se ligam. Ela é importante na manutencdo do reservatorio de T4 circulante,
tamponando alguma alteracdo aguda da fungdo tireoidiana. Além disso, sua ligacdo evita a
perda destes hormonios pela urina, favorecendo a conservagdo de iodeto. Outra proteina

responsavel pela ligacdo desses hormonios ¢ a transtiretina (TTR), com ligagdo de
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aproximadamente 10 a 15%. J4 a albumina liga de 15-20% dos hormonios, enquanto 3% estao
ligados a lipoproteinas (BERNE e LEVY, 2009).

A captagdo dos hormonios pela célula alvo, através de sua membrana celular, ocorre
por meio de transportadores que podem ser separados em duas categorias, os transportadores
de anions organicos e os transportadores de aminoacidos. A primeira inclui o polipeptideo de
transporte de anions organicos (OATP) e o polipeptideo cotransportador de taurocolato
dependente de so6dio (NTCP), enquanto na segunda se encontram o transportador de
monocarboxilato (MCT), e o transportador de aminoacidos tipo-L (LAT). Uma vez dentro da
c€lula, a maior parte dos efeitos dos hormdnios tireoidianos s6 irdo se concretizar com a
ligacao destes aos receptores nucleares (TR), os TRa e TR, regulando a transcricdo de genes
alvos. Porém, apesar de menos comum, esses hormonios também podem exercer efeitos por
mecanismos ndo-genodmicos dentro de segundos ou minutos, se ligando a receptores
localizados na membrana plasmatica e na mitocondria, ndo dependente de sintese proteica e
dos TR (AIRES, 2008; KINNE, SCHULEIN, KRAUSE, 2011).

Dentre as agdes do hormoénio tireoidiano, atuante em todas as células do corpo,
algumas podem ser exemplificadas e destacadas, como: efeitos cardiovascular, com o
aumento frequéncia cardiaca, que garante o suprimento de O2 tecidual, assim como do
volume de ejecdo; aumento na taxa basal de consumo de oxigénio e a producdo de calor;
efeitos na musculatura esquelética quando ha um excesso de T3 e T4, com o aumento da
glicolise e glicogendlise; promogdo do crescimento e maturagdao, pois apesar de pouca
quantidade de hormonio atravessar a placenta, esse transporte ¢ crucial para o
desenvolvimento fetal até a completa ativagao do eixo tireoidiano fetal, que ocorre somente
no meio da gestacdo, sendo importante também, no desenvolvimento neurologico normal e
formagdo adequada dos ossos; estimulo da sensacdo de fome e motilidade gastrointestinal,
com aceleragdo de absor¢do de glicose e galactose, enquanto a de lipideos diminui (BERNE e
LEVY, 2009; DOUGLAS, 2006; PALKOWSKA-GOZDZIK, LACHOWICZ,
ROSOLOWSKA-HUSZCZ, 2018).

2.4. Hipotireoidismo

A deficiéncia dos hormonios tireoidianos provoca o hipotireoidismo, um estado muito
comum e mais prevalente em mulheres, idosos, e em alguns grupos étnicos. Dentre os seus
sintomas estdo a fadiga, bradicardia, ganho de peso, fraqueza muscular, hipertensdo. E tratado

por meio da reposicdo do hormoénio sintético levotiroxina sédica, medicamento de atuacao



19

efetiva que requer administracdo apenas uma vez ao dia e possui incidéncia de baixos efeitos
colaterais. Essa desordem pode ser classificada de acordo com: 1) o momento de seu inicio
(congénito/adquirido); 2) o nivel enddcrino de disfuncdo (primario/secundario ou central); 3)
a gravidade (evidente ou clinico/brando ou subclinico) (PATEL et al, 2013; SILVA et al,
2011).

O hipotireoidismo primario pode emergir devido a uma disfung@o na glandula tireoide,
ao apresentar defeitos funcionais na sintese ou liberagdo dos horménios. E também conhecido
como tireoidite cronica autoimune ou doenca de Hashimoto, verificado em regides onde o
iodo se encontra suficiente. Caracteriza-se por uma infiltragdo linfocitica na glandula pela
acdo de anticorpos contra constituintes proprios, como a TPO, tiroglobulina e receptor de
TSH, capazes de bloquear a sintese hormonal, o crescimento da glandula e serem citotoxicos.
Ja& o hipotireoidismo secundario emerge por uma alteracdo central, a partir do eixo
hipotalamo-hipdfise-tireoide, quando ha um defeito na sinalizacdo de TRH ou TSH. Pode ser
causado por tumores, trauma, cirurgias ¢ medicamentos (ALMANDOZ e GHARIB, 2012;
SILVA et al, 2011).

Quando evidente ou clinico, caracteriza-se por elevados niveis de TSH e baixos niveis
de T4 livre, enquanto o subclinico apresenta niveis normais de T4 livre e niveis séricos
elevados de TSH. Portanto, se ha suspeita clinica de algum desequilibrio funcional da
tireoide, exames laboratoriais sdo realizados para dosagem de hormdnios tireoidianos e de
TSH. Para esse diagndstico € preciso que se avalie algumas questdes como: integridade do
eixo hipotalamo-hipofise-tireoide; auséncia de doenca concomitante e permanéncia dos
referidos niveis hormonais ao longo de pelo menos 4 semanas. (ALMANDOZ ¢ GHARIB,
2012; CHEN et al, 2014).

2.5. Hipotireoidismo na gestaciao

O hipotireoidismo ¢ uma desordem frequente nas mulheres em idade reprodutiva, seja
ele na sua forma clinica ou subclinica, podendo provocar complicagdes maternas e fetais
(ANDERSEN et al, 2013; MANNISTO et al, 2013). Afeta as mulheres durante a gravidez em
torno de 2-3%, dentre elas 0,3-0,5% possuem a forma evidente, enquanto 2-2,5% apresentam
a forma subclinica (CIGNINI et al, 2012), consistindo como a segunda desordem enddcrina
mais comum neste grupo de pessoas (HAN et al, 2015). A tireoidite cronica autoimune ¢ a
causa mais comum de hipotireoidismo, com taxas acima de 90% dentre as mulheres gravidas

(ALEMU et al, 2016).
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As consequéncias destes niveis insuficientes de hormonios tireoidianos quando ndo
tratados na gestacdo podem ser aborto espontidneo, nascimento prematuro, pré-eclampsia,
complicagdes no nascimento, hipotireoidismo neonatal, alteragdes no desenvolvimento do
cérebro fetal com diminui¢do no QI (quociente de inteligéncia) e cretinismo (hipotireoidismo
congénito) (AJMANI et al, 2014; STOIAN et al, 2016). Ainda, os hormodnios tireoidianos sao
de extrema importancia para o desenvolvimento placentario, regulando a proliferacdo e
invasdo dos trofoblastos, eventos necessarios para uma correta placentacdo (JOHNS et al,
2017). Essas complicagdes se devem ao fato de que a gravidez ¢ um estado de varias
mudancas hormonais e aumentada demanda metabdlica, pois a tireoide fetal somente produz
os hormoénios tireoidianos apds 16 semanas de gestagdo, ficando na dependéncia do
funcionamento da tireoide materna durante a primeira metade da gravidez (YIM, 2016).

Durante a gestacdo, a tireoide materna sofre mudancgas reversiveis em sua estrutura e
funcdo, a fim de suprir as necessidades energéticas da mae e do filho. Dentre elas, ha um
aumento no tamanho da glandula em até 10% nas regides onde o iodo se encontra repleto,
porém, em regides onde ha deficiéncia de iodo, o aumento ¢ de aproximadamente 20% a 40%
(NAZARPOUR et al, 2015; ALEXANDER et al, 2017). No primeiro trimestre, a
gonadotrofina corionica humana (hCG) passa a estimular a tireoide, devido a sua analogia
estrutural com o TSH, acarretando em uma diminuicao da concentracdo plasmatica de TSH. A
circulagao de TBG aumenta, enquanto as concentragdes de albumina diminuem. Além disso,
as concentragdes de T4 e T3 totais aumentam até atingir um platd no segundo trimestre,
alcangando niveis que variam de 30-100% maiores do que antes da gravidez. Ja os niveis de
T4 e T3 livres variam entre populagdes, podendo estar diminuidos ou normais (CIGNINI et al,
2012; MOOG et al, 2017).

A necessidade de iodo nas mulheres gravidas ¢ maior, devido ao aumento na sintese
dos hormonios tireoidianos, aumento do clearance de iodo, e transferéncia deste para o feto
pela placenta (MOOG et al, 2017). Mulheres com uma adequada ingestdo de iodo antes e
durante a gravidez possuem reservas deste em estoque € ndo apresentam problemas para se
adaptarem a essas alteracdes. No entanto, nas regides onde a ingestdo de iodo ¢ insuficiente,
essas reservas diminuem gradualmente do primeiro ao terceiro trimestre de gravidez. Alids, o
iodo também ¢ secretado no leite materno, e por isso as lactantes também possuem aumentada
demanda (ALEXANDER et al, 2017).

Enquanto isso, a tireoide fetal que ¢ totalmente dependente dos hormonios tireoidianos
provindos do suprimento materno até meados da gestacdo, ainda continua recebendo uma

significativa fracdo desses hormdnios durante a segunda metade da gestagdo. A tireoide fetal
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passa a captar iodo em 12 semanas de gestacdo, podendo sintetizar T4 quando atinge 14
semanas. Apesar disso, ela somente passa a sintetizar quantidades significativas de seus
hormoénios em 18-20 semanas de gestacdo. Apenas no final da gestagdo, a tircoide fetal
apresentara completa maturacdo (MOOG et al, 2017; SAHAY ¢ NAGESH, 2012).

Em ratos, a tiredide aparece por volta do nono dia embrionario (E9), quando a
glandula ja ¢ capaz de concentrar tireoglobulina e realizar a captagdo de iodeto. A detecgao
hormonal tireoidiana no embrido de rato acontece ja em E9, com niveis diferentes de Tz e T4,
sendo T3 o mais abundante, até esse momento a fonte hormonal do embrido é materna. Ha
evidéncias de que mesmo pequenas defici€éncias de iodo materno sdao capazes de diminuir os
niveis de T4 do feto (KLEIN et al., 2001), demonstrando que os niveis soroldogicos normais
maternos de T4 sdo fundamentais para a manutengdo dos niveis adequados deste hormonio no
embrido e uma adequada conversdo local em T3. Os niveis totais de Tz e T4 aumentam
significativamente de E18 até o nascimento, pela maturagao da glandula tireoide. Apds o
nascimento, os niveis plasmaticos de T4 sobem de forma acentuada até atingirem um pico no
décimo sétimo dia pds-natal (DPN17), seguidos por uma elevacao, em paralelo, dos niveis de
T3, que irdo atingir seu pico em DPN28. Os niveis totais de T3, que serdo padrao em ratos
adultos, sdo alcancados em DPN40 (FISHER et al., 1976; FISHER; KLEIN, 1981;
WALKER, DUBOIS, DUSSAULT, 1980).

2.6. Sistema digestorio

Anatomicamente, o sistema digestério abrange o trato gastrointestinal (TGI) e 6rgaos
anexos. O primeiro ¢ composto pela cavidade oral, esdfago, estomago, intestinos delgado e
grosso. Ja os orgdos anexos sdo as glandulas salivares, figado, pancreas e as vias biliares,
capazes de langar suas secrecdes na luz do TGI (Figura 5) (DANGELO e FATTINI, 2007).
Esse sistema possui como funcdo, obter a partir dos alimentos ingeridos, moléculas
necessarias para manutencdo, crescimento e demais necessidades energéticas do organismo
(JUNQUEIRA et al, 2013), fornecendo ao corpo um suprimento continuo de agua, eletrolitos
e substancias nutrientes. Para isso, faz-se necessaria a movimentagdo do alimento pelo trato
digestivo, secre¢do de fluidos digestivos, digestdo dos alimentos, absor¢cao dos produtos da
digestdo, de agua e dos vérios eletrolitos e circulacdo de sangue através dos oOrgdos
gastrointestinais para transporte das substincias absorvidas. Todas essas fungdes sdo
controladas pelos sistemas nervoso (Sistema Nervoso Entérico - SNE) e hormonal locais, e

também, pela inervagdo autondmica, resultando na excre¢do de substancias residuais da
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digestao dos alimentos ingeridos e produtos do figado, como colesterol, bilirrubina, esteroides

e metabdlitos de farmacos (GUYTON et al, 2006).

Figura 5. Anatomia geral do sistema GI e sua divisdo em segmentos funcionais.

Esfincteres
superior e
inferior do
esofago

Esofago
Figado

Estomago

Vesicula — Piloro

biliar

Esfincter
de Oddi

Intestino
delgado

Esfincteres

interno
ileocecal e externo
do anus

9

-

Fonte: BERNE e LEVY, 2009.

Através de um corte transversal da parede intestinal, ¢ possivel visualizar as suas
camadas, que sdo: mucosa, submucosa, camada muscular externa e serosa (GUYTON et al,
2006). E importante salientar que essas camadas também estdo presentes no esdfago e
estbmago, mas em cada um dos 6rgdos com as suas peculiaridades. De maneira geral, a
mucosa, que ¢ a camada mais interna, se subdivide em: epitélio, lamina propria, € muscular da
mucosa. O epitélio forma uma camada tnica e continua de células especializadas ao longo do
limen do TGI, e dentre elas, as mais abundantes sao os enterocitos absortivos, que expressam
proteinas responsaveis pela digestdo e absorcdo dos macronutrientes, no intestino delgado, e
células responsaveis pela absor¢do de agua e eletrolitos no intestino grosso. Ha células que
liberam aminas e peptideos reguladores, importantes na regulacdo do funcionamento do TGI,
chamadas de células neuroendocrinas. Além destas, existem outros tipos celulares, que sdo
responsaveis pela producdo de protons (especificamente no estdbmago) e de mucina (dispersas
por todo o aparelho digestivo), proteina esta que ajuda a proteger o TGI e lubrificar o
contetdo luminal. Logo abaixo do epitélio, esta situada a ldmina propria, uma camada de
tecido conjuntivo frouxo, constituida por fibrilas elasticas e de coldgeno, rica em varios tipos

de glandulas, vasos linfaticos, linfonodos, capilares e fibras nervosas. Ja a ldmina muscular ¢
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a camada de musculo mais interna da mucosa, que exibe pregas e criptas resultantes das
contracdes dessa lamina muscular (BERNE e LEVY, 2009).

Ainda sobre a organizacdao estrutural do TGI, a camada seguinte ¢ a submucosa,
constituida em grande parte também por tecido conjuntivo frouxo com fibrilas de colageno e
elastina, onde se encontram troncos nervosos, vasos sanguineos, vasos linfaticos de maior
calibre, juntamente com o plexo submucoso do SNE. A camada muscular externa ¢ formada
por duas camadas de células musculares lisas, que sdo a camada circular interna e a camada
longitudinal externa, entre elas, se encontra outro plexo do SNE, o plexo mioentérico
(BERNE e LEVY, 2009). Enquanto o plexo mioentérico controla basicamente os movimentos
gastrointestinais, o submucoso controla a secrecao gastrointestinal e o fluxo sanguineo local
(GUYTON et al, 2006). E por meio das contragdes da camada muscular que ocorrem os
processos de mistura, fazendo o contetido luminal circular, além de induzir a propulsdao deste
ao longo do TGI. Por fim, a camada mais externa que ¢ denominada serosa ou adventicia, ¢
composta por células mesoteliais escamosas, sendo parte do mesentério que reveste a
superficie da parede do abdome e suspende os 6rgaos na cavidade abdominal (Figura 6)

(BERNE e LEVY, 2009).

Figura 6. Organizagio geral das camadas que compdem a parede do TGI.
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Em resumo, os processos de digestdo e absorcdo sdo descritos a seguir. A mastigacao
inicia o processo de reducdo das particulas ingeridas na boca, que sdo misturadas nas

secrecdes salivares, onde uma pequena quantidade de amido ¢ degradada pela amilase salivar.
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Apds a degluticdo, o esdfago transporta os alimentos e liquidos da cavidade oral e faringe
para o estomago. Neste 6rgdo hd mistura do alimento com liquido e enzimas proteoliticas e
lipoliticas, acarretando na digestdo de pequenas quantidades de lipidios e algumas proteinas
sdo alteradas em sua estrutura ou parcialmente digeridas em peptideos grandes. Em momentos
apropriados, o estdbmago permite o deslocamento do seu conteudo, chamado de quimo, para o
intestino delgado, local onde ocorre a maior parte da digestio e absor¢cdo (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 2011).

O quimo presente no intestino delgado estimula a liberacdo de hormonios e
consequente liberacdo de enzimas pelo pancreas e intestino delgado e bile pelo figado e
vesicula biliar. Em conjunto, esses fendmenos levam a reducao dos amidos em carboidratos
menores € proteinas em peptideos de tamanho médio e grande. As gorduras sdo reduzidas a
gotas microscopicas de triglicerideos, acidos graxos livres € monoglicerideos. Os carboidratos
remanescentes sdo reduzidos em monossacarideos e os peptideos a aminoacidos simples,
dipeptideos, tripeptideos e tetrapeptideos, por meio das enzimas da borda em escova do
intestino delgado. A maior parte dos nutrientes, vitaminas, minerais, € liquidos sdo absorvidos
antes de chegar ao colon, ou intestino grosso, onde a maior parte dos liquidos ¢ absorvida,
bem como eletrélitos (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2011).

O intestino grosso mantém os produtos que serdo liberados em armazenamento
temporario até que sejam eliminados pela defecagdo, processo regulado pelo célon distal, reto
e anus (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2011). Um volume total de aproximadamente 9 L de
fluido € produzido diariamente no trato gastrointestinal, porém apenas em torno de 100-200
mL sdo perdidos nas fezes, dado que a maior parte ¢ absorvida nos intestinos delgado e grosso

(HORVATH et al, 2015).

2.7. Estomago e ulcera gastrica

O estdmago possui trés regides distintas em relagdo a sua musculatura, que sdo a
cardia, o corpo (ou fundo) e a regido antro pilorica. Uma das suas principais fungdes € servir
como reservatorio temporario para os alimentos provindos do esdfago, esse armazenamento
ocorre na regido do fundo e por¢do proximal do corpo gastrico, também chamada de regido
oral. Além disso, do ponto de vista motor, o estomago ¢ responsavel pela mistura e trituragao
do alimento, propulsdo peristaltica e regulacdo da velocidade de esvaziamento gastrico. A
mistura se da na regido média e distal do corpo, ao passo que a trituragao ¢ realizada na regido

antral, parte mais distal. A regido proximal do corpo funciona como marcapasso para o inicio
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da propulsdo peristaltica, enquanto mecanismos neuro-hormonais que envolvem a parte antro-
pilérica e o duodeno controlam a velocidade do esvaziamento géstrico (AIRES, 2008;
BERNE e LEVY, 2009).

Internamente, o estdmago ¢é constituido por um epitélio colunar dobrado que formam
as criptas, sendo nelas langadas as secregoes das glandulas gastricas. A regido da cardia
possui principalmente células glandulares de secrecdo de muco, enquanto o restante da
mucosa gastrica pode ser dividido em regido glandular oxintica ou parietal na parte proximal
do estdmago e regido glandular pilorica na parte distal do estobmago. Na profundidade da
regido glandular oxintica sdo encontradas as células parietais ou oxinticas que secretam o
acido cloridrico (HCI) e o fator intrinseco (glicoproteina responsavel por facilitar a absor¢ado
de vitamina Bi; no ileo), células principais ou pépticas que secretam pepsinogénio, células
semelhantes a células enterocromafins que secretam histamina e células D que secretam
somatostatina. Enquanto as cé€lulas parietais sdo mais numerosas nas glandulas findicas, na
regido antro pilorica as células secretoras de muco e as células G, que secretam o hormdnio
gastrina, sao as mais frequentes (BERNE e LEVY, 2009).

A secrecao gastrica exocrina, que ¢ misturada com alimentos e bebidas, ¢ composta
pelo HCI, eletrélitos, pepsina, lipase gastrica, muco e fator intrinseco. A pepsina ¢ uma
protease, secretada por glandulas do fundo e do corpo de forma inativa em um primeiro
momento, chamado pepsinogénio, convertida posteriormente em sua forma ativa pelo HCL
Uma vez ativa, ela ¢ capaz de modificar a forma e o tamanho de algumas proteinas provindas
da refeicdo. Ja lipase, secretada pelas células principais, apesar de ser menos ativa do que a
lipase pancreatica, atua no processamento geral dos triglicerideos. Assim, o estdmago mistura
as secregdes gastricas com alimentos e bebidas, de maneira a liberar essa mistura aos poucos
para o intestino delgado. Essa liberagdo dependerd do volume e do tipo de alimento
consumido, quando ingeridos de maneira isolada, os carboidratos deixam o estdbmago mais
rapidamente, seguidos pelas proteinas, lipidios e alimentos fibrosos, além disso, alimentos
liquidos sdo liberados mais rapidamente do que alimentos sélidos (MAHAN e ESCOTT-
STUMP, 2011).

O 4cido géstrico ¢ importante para a digestdo e quebra quimica dos alimentos, porém,
¢ necessario que esse contetido estomacal, que pode alcangar um pH em torno de 2, ndo entre
em contato com as células epiteliais gastricas. Dessa forma, a prote¢do da parede do estomago
contra o acido e a¢do de enzimas digestivas se da pela barreira mucosa gastrica, formada por
um gel de muco insoluvel com cerca de 0,2 mm de espessura e bicarbonato. (Figura 7)

(BERNE e LEVY, 2009; LOPEZ e MEGHA, 2018).
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Figura 7. Organizagdo da barreira mucosa gastrica.
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A superficie do estomago € protegida pela barreira mucosa gastrica. O tamponamento, por secregdes ricas em
HCOy', e a restricdo da mistura convectiva, causada pela grande viscosidade da camada mucosa, permitem que o

pH, na superficie celular seja mantido proximo a 7, enquanto o pH no suco gastrico no lumen fique entre 1 e 2.
Fonte: BERNE e LEVY, 20009.

Uma desordem que frequentemente atinge a mucosa gastrica ¢ a gastrite, caracterizada
por uma inflamagdo da mucosa podendo ser aguda ou crdnica. Sua prevaléncia na forma
cronica ¢ de 50% da populacdo mundial e os fatores etiologicos incluem dieta inapropriada,
tabagismo, alcoolismo, medicamentos e ingestdo de substancias corrosivas e estresse por
traumas (DDINE et al, 2012).

O rompimento da barreira mucosa gastrica, chegando a atingir a muscular da mucosa e
estruturas mais profundas, ¢ chamado de ulcera (BERNE e LEVY, 2009), doenga que
geralmente coexiste com a gastrite cronica (SIPPONEN e MAAROOQOS, 2015). A ulcera
gastrica ¢ uma desordem comum do TGI, que acomete aproximadamente 10% da populagdo e
¢ menos frequente do que a duodenal, ocorrendo tanto no sexo masculino como no feminino
(CARVALHO, 2013). E caracterizada por uma lesdio na mucosa que pode levar a
complicagdes como sangramento, perfuracdo e obstrucdo, resultante da hipersecrecdo de
acido (GUZEL et al, 2014). Ocorre devido a um desequilibrio dos fatores que agridem a
mucosa (pepsina, o acido e a Helicobacter pylori) e os que defendem a mucosa (mucina,

prostaglandinas, bicarbonato, 6xido nitrico, fluxo sanguineo da mucosa e fatores de
crescimento) (ADEFISAYO et al, 2017).

O gatilho para essa desordem ¢ multifatorial, como: infec¢do pela bactéria
Helicobacter pylori, uso de anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs), tabaco, alcool,

refrigerantes, stress, dieta rica em alimentos picantes ou até mesmo de causa idiopatica. Por
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isso, o tratamento dependerd da causa, podendo consistir na erradicacdo do H. pylori em
pacientes com essa infeccdo, administracdo de inibidores da bomba de prétons ou
antagonistas do receptor H> em outros casos (RAMAKRISHNAN e SALINAS, 2007). Os
sintomas sdo dor epigastrica, aliviada por alimentos ou ndo, caracterizando as ulceras gastrica
e duodenal, respectivamente, dispepsia, vomitos, perda de apetite e intolerdncia a alimentos

gordurosos (ADEFISAYO et al, 2017).

2.8. Intestino delgado, motilidade e secrecao

O intestino delgado € o principal 6rgdo absortivo de nutrientes e agua, possuindo uma
grande area de superficie, dado a seu extenso comprimento e organiza¢do do revestimento da
mucosa. Essa area de superficie ¢ decorrente de varios fatores: sua estrutura, por ser um tubo
longo enrolado na cavidade abdominal; pela presenca de pregas ao longo da mucosa e
submucosa; pelas vilosidades, que sdo projecoes da mucosa; e pelo fato de cada célula
epitelial possuir projecdes na sua superficie apical, denominada de microvilosidades ou borda
em escova (BERNE e LEVY, 2009).

Este 6rgdo ¢ dividido em duodeno, jejuno e ileo, de forma que a maior parte dos
processos digestivos ¢ completada no duodeno e parte superior do jejuno, enquanto no jejuno
prevalece a absor¢dao da maioria dos nutrientes. Ao entrar no duodeno, o quimo acido
proveniente do estdmago ¢ misturado com sucos duodenais e secre¢des do pancreas e do trato
biliar. Este quimo ¢ neutralizado pela secre¢ao de liquidos contendo bicarbonato, condi¢ao
necessaria para a efetividade das enzimas do intestino delgado e do pancreas, que s6 atuam
em ph tendendo a alcalinidade. O quimo pode permanecer no intestino delgado por cerca de 2
a 4 horas (BERNE e LEVY, 2009; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2011).

A fluidez do contetdo intestinal € importante para auxiliar a propulsao do alimento no
intestino e propiciar que os nutrientes atinjam seus sitios de absor¢do. Certa quantidade de
fluido € proveniente dos alimentos e bebidas ingeridos, em torno de 1 ou 2 L/dia. Outra parte
do fluido ¢ secretada pelas glandulas salivares, estdbmago, intestino delgado, pancreas, figado
e vesicula biliar, totalizando 9 L de liquidos adicionados do TGI diariamente. Desses 9 L, em
condi¢des saudaveis de um individuo, aproximadamente 2 L passa para o colon e apenas 100
a 200 mL saem na evacuacdo. Assim, o0s processos absortivos sdo promovidos
predominantemente nos intestinos delgado e grosso através de efeitos osmoticos. Apesar
desses Orgdos atuarem predominantemente na absor¢do, também participam da secreg¢do de

eletrolitos, o que garante a fluidez apropriada do contetdo intestinal durante os processos
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digestivos e absortivos, importante na lubrificacdo do intestino para passagem do quimo. Isto
¢ demonstrado a partir de evidéncias clinicas, uma vez que a constipagdo e a obstrucio
intestinal possivelmente ocorrem quando a secre¢do ¢ anormalmente baixa (BERNE ¢ LEVY,
2009).

A motilidade do delgado ¢ necessaria para garantir que o quimo seja misturado com as
secregOes langadas principalmente no duodeno, além de promover a renovagao do contato do
quimo com a mucosa absortiva, € ainda, direcionar a propulsdo do quimo ao longo do
intestino em dire¢do ao colon. Através da segmentacdo, um padrdo de contragdo ritmica da
musculatura circular que divide o quimo em segmentos ovais, ocorrem a mistura € renovagao
do quimo com a mucosa, podendo também ser propulsiva (AIRES, 2008).

Ainda ocorrem neste local, ondas peristalticas de frequéncia variavel, porém de maior
amplitude do que as ondas segmentares, que propulsionam o conteudo intestinal. E
constituida de uma onda contratil, mais proximal, precedida por uma onda de relaxamento,
mais distal, que ocorrem simultaneamente. Dessa forma, o quimo se desloca para frente e para
o local de menor pressao, no sentido da boca para o anus (DOUGLAS, 2006). Nos periodos
interdigestivos, a fim de realizar uma limpeza dos residuos nao digeridos e para prevengdo da
migragao bacteriana, ocorre o Complexo Migratério Mioelétrico (CMM), que se inicia no
estdbmago e percorre todo o delgado, impulsionando esses residuos para o colon (AIRES,

2008).

2.9. Intestino grosso e motilidade

A porg¢ao mais distal do TGI ¢ chamado intestino grosso, diferenciando-se anatomica e
funcionalmente das outras partes deste trato. Ele ¢ composto pelo colon proximal, que
compreende o ceco, o apéndice vermiforme e o colon ascendente, seguido do célon transverso
e do colon distal, que compreende o colon descendente e o colon sigmoide, finalizando no
reto e anus (AIRES, 2008). Suas fungdes principais sdo a absor¢do de agua e eletrolitos do
quimo para formar fezes s6lidas, bem como o armazenamento do material fecal até que seja
expelido. A primeira fun¢do ¢ primordialmente realizada por sua por¢ao proximal, enquanto a
porgdo distal estd envolvida no armazenamento. E importante ressaltar que o colon nio realiza
processos de hidrolise enzimatica dos nutrientes organicos, por ndo possuir enzimas luminais
ou da borda em escova, mas absorve agua e NaCl e secreta K ¢ HCO3” (GUYTON et al,
2006).
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O cdlon ¢ composto por camadas de células epiteliais colunares, envoltas por uma
lamina propria, camadas musculares e serosa. Como ocorre em outros segmentos do intestino,
a mucosa colonica é envolvida por camadas de musculo circular, que podem ocluir o laimen.
Além disso, semelhantemente ao intestino delgado, os movimentos do intestino grosso sao
lentos (em torno de 5 a 10 cm/h) e podem ser divididos em movimentos de mistura e
movimentos propulsivos. Esses movimentos sdo gerados pela contragdo do musculo circular,
que divide o colon em segmentos chamados haustras. J4 a musculatura longitudinal percorre o
ceco até o reto, e € disposta em trés bandas ndo sobrepostas de musculo longitudinal,
conhecidas como ténias. Dessa maneira, o colon realiza: os movimentos de retropropulsao de
seu conteudo, garantindo a efetiva absorcdo de agua e eletrolitos; mistura, amassamento €
lubrificagcdo, com a secre¢do de muco produzida pelas células caliciformes; propulsao céfalo-
caudal deste conteudo; e por fim, expulsdo das fezes ou defecagao através do reto e canal anal

(BERNE e LEVY, 2009; GUYTON et al, 2006).

2.10. Desenvolvimento do sistema digestorio e efeitos do hipotireoidismo neste sistema

O desenvolvimento do intestino de mamiferos possui uma sequéncia altamente
organizada, podendo ser dividido em cinco fases: 1) morfogénese; 2) citodiferenciagao
(conversao do epitélio estratificado em simples) e desenvolvimento fetal, bem como o preparo
do epitélio para absor¢do de colostro e leite; 3) nascimento e comeco da amamentacao (de um
ambiente intra para um extrauterino); 4) amamentagdo; 5) desmame do leite materno para
uma dieta sélida (PACHA, 2000).

No utero, o desenvolvimento do TGI requer mudangas estruturais e funcionais do
epitélio intestinal. Porém, dentre as espécies mamiferas ha grandes diferencas em relacdo aos
estagios de maturagdo intestinal, sendo que a extensdo € o momento certo de maturacdo
intestinal ocorrem de acordo com a duracdo do periodo gestacional do animal. Durante a
gestacdo de mamiferos, o feto recebe nutrientes a partir do sangue materno provindo da
placenta. Apds metade da gestagdo, o feto recebe também uma nutricdo enteral, ao engolir
liquido amnidtico (até 20% do peso corporal), que por sua vez, apesar de possuir um teor de
nutrientes relativamente baixos, permite que o feto receba aproximadamente 10-20% da sua
demanda energética. Até o nascimento, o TGI encontra-se suficientemente desenvolvido e
comegca a ser totalmente responsdvel pelo fornecimento de nutrientes. Porém, este

desenvolvimento continua durante o periodo pos-natal. Na amamentacdo, o TGI que recebe
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somente o leite da mae, deverd posteriormente passar pelo periodo de desmame, caracterizado
por profundas modificacdes digestivas e de transporte para se adaptar a dieta do adulto
(GUILLOTEAU et al, 2010; PACHA, 2000).

Alguns estudos revelam as consequéncias do hipotireoidismo com relacdo a
motilidade gastrointestinal e fungdes de transporte no sistema digestivo. Eles relatam uma
reducdo na atividade motora do estomago, intestino delgado e célon (YAYLALI et al, 2009),
que podem conduzir a uma prisdo de ventre, atonia e obstru¢do intestinal (MASER et al,
2006; MIDDLETON, 1971). Em ratos albinos machos, viu-se que o hipotireoidismo em
associacdo a indug¢do de estresse provoca aumento de gastrite ¢ do nimero de tulceras
(ABDEL-SATER, 2009). Similarmente Maralcan et al (2008) mostraram que uma diminuigao
dos hormonios tireoidianos aumenta a gastrite induzida por estresse, que pode ser prevenida
pela reposicao hormonal. Entretanto, outros estudos mostram que ha uma melhora na resposta
inflamatodria de colite induzida em ratos hipotireoideos, provocados pelo metimazol (MMI)
(ISMAN et al, 2003) ¢ uma diminui¢io das lesdes e suas areas, peso do colon e ulceragdo ao
pré-tratar os animais com propiltiuracil (PTU) e MMI antes de induzir inflamagdo por

trinitrobenzeno acido sulfonico (OREN et al, 1997).

2.11. Modelo experimental do hipotireoidismo materno

O estudo de mecanismos biologicos de doengas e tipos de tratamento ¢€
frequentemente realizado em modelos animais por possuirem um ciclo de vida curto,
similaridade com os humanos e permitirem um meio ambiente controlado. Os modelos
animais de hipotireoidismo materno buscam elucidar os efeitos da deficiéncia dos hormonios
tireoidianos durante o desenvolvimento fetal, sendo ecles: restricdo de iodeto na dieta;
administracdo de drogas anti-tireoidianas (ATD); tireoidectomia e; uso de iodeto radioativo
(GHANBARI e GHASEMLI, 2017).

As ATD mais comuns sdo o MMI, o PTU e o carbimazol (ndo disponivel no Brasil),
amplamente utilizadas no tratamento do hipertireoidismo durante a gravidez, pois a
radioterapia ¢ contraindicada e a tireoidectomia durante a gestagdo somente € realizada em
alguns casos (GHANBARI e GHASEMI, 2017). Essas drogas atuam bloqueando a sintese dos
hormoénios tireoidianos através da inibi¢do da TPO, enzima responsavel por realizar a
oxidagdo do iodeto, ligando-o as tirosinas da tireoglobulina (JOHN et al, 2015).

O MMI ¢ considerado 10 vezes mais potente do que o PTU e com uma maior meia

vida, e por isso, ¢ utilizado em uma dosagem menor (NAMBIAR et al, 2014). Porém, ha
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evidéncias sobre efeitos colaterais que essas drogas possam causar, como: hepatotoxicidade e
faléncia hepatica materna, ma-formacao na regido da face e pescoco, alteragdes no sistema
cardiovascular, no caso do PTU; teratogenicidade, onfalocele, atresia coanal e de es6fago, no
caso do MMI (CIGNINI et al, 2012; GHANBARI e GHASEMI, 2017; RIVKEES, 2013).
Ainda, pelo fato dessas drogas atravessarem a placenta, recomenda-se a administragdo na
menor dosagem possivel para o controle do hipertireoidismo em humanos, ndo havendo
indicativos de diferenga entre os niveis de transferéncia para o feto, quando comparadas entre
si. Outro ponto a ser analisado ¢ a dosagem durante a lactagdo, pois as ATD podem ser
encontradas em baixas concentragdes no leite materno, sendo recomendado até 20-30 mg/dia
de MMI ou até 300 mg/dia de PTU, para ndo afetar os niveis de HT na crianga (COOPER,
2005; MAIA et al, 2013; TAYLOR e VAIDYA, 2012).

A indugdo do hipotireoidismo em modelos animais através desses tratamentos ¢ uma
pratica frequentemente utilizada, bem como estudos que relacionam a deficiéncia dos
hormonios tireoidianos com doencas programadas durante a gravidez (GHANBARI e
GHASEMI, 2017). H4 evidéncias de que esta desordem conduza a um debilitado
metabolismo da glicose materno e fetal, bem como da secrecdo de insulina através da
estimulagdo da glicose, acompanhado de peso corporal diminuido em filhotes de ratas Wistar
que ingeriram PTU na agua, durante a gravidez (KARBALAEI et al, 2014). Além disso,
foram avaliados os efeitos da privacdo de hormdnios tireoidianos ao longo da vida fetal,
também utilizando ratas Wistar e ingestdao de PTU, em relagdo a tolerancia a isquemia na fase
adulta em coracao isolado. Viu-se que o hipotireoidismo materno produz efeitos negativos nos
parametros hemodindmicos do coragdao dos filhotes de ambos os sexos, assim como uma
menor tolerancia a isquemia e reperfusdo miocardica em machos em comparagdo com as
fémeas (GHANBARI et al, 2015). Inclusive, filhotes de 60 dias de idade, de maes que
ingeriram 0,02% de MMI durante 10 dias de gravidez, apresentaram hipertensdo espontanea

provavelmente devido a aumentada modulacao simpatica dos vasos (SANTOS et al, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1-Objetivo Geral

Investigar possiveis alteragdes gastrointestinais na prole de maes com hipotireoidismo

durante a gestacdo e amamentagdo ou somente durante a gestacao.

3.2- Objetivos Especificos

Avaliar em filhotes machos de ratas Wistar induzidas ao hipotireoidismo durante a

gestagdo e amamentagdo ou somente durante a gestagao:

o desenvolvimento gastrointestinal,

a susceptibilidade a ulcera,

a motilidade do intestino delgado,

o acumulo de liquido no intestino delgado (enteropooling),

e a motilidade do colon distal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com 300g ¢ fémeas com 180g provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram mantidos
separados por sexo, em caixas com maravalha distribuidas em estantes climatizadas com
temperatura e umidade controladas e ciclo claro-escuro de 12 horas, e com dgua e racdo ad
libitum, no depositario de animais do Departamento de Fisiologia (DEFIS) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da UFU.

Os animais machos (n=10) foram mantidos individualmente em suas caixas para
reconhecimento de territorio e diariamente, ao final da tarde, as fémeas (n=37) foram
colocadas nas caixas dos machos na proporcao de 2 a 3 fémeas para cada macho. No inicio da
manhd do dia seguinte, foi realizado o esfregago vaginal para deteccdo de uma possivel
gravidez, pela presenca de espermatozoides no esfregaco. Uma vez gravidas, as fémeas
foram colocadas em caixas individuais e apds o nascimento, os filhotes machos foram
divididos nos seguintes grupos:

Grupo C (Controle): filhotes machos (n=77) de 30 dias de maes (n=18) que beberam
agua normalmente durante a gestacdo até o periodo de desmame, cerca de 21 dias apds a
gestacao.

Grupo E1 (Experimental Hipotiredideas Gestacio/Amamentac¢ao): filhotes
machos (n=63) de 30 dias de maes (n=13) que tiveram acesso a Metimazol 0,02% na agua de
beber desde o 8° dia de gestacgao até o periodo de desmame, cerca de 21 dias apos a gestagao.

Grupo E2 (Experimental Hipotireoideas Gestacao): filhotes machos (n=43) de 30
dias de maes (n=12) que tiveram acesso a Metimazol 0,02% na dgua de beber desde o 8° até o
ultimo dia de gestacdo e a 4gua durante o periodo de amamentacao.

Todos os protocolos utilizados foram analisados e aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU), com o processo de

nimero 069/17, anexo A.
4.2 Drogas e reagentes

Para inducdo do hipotireoidismo materno foi utilizada uma solu¢do de metimazol
0,02% (metimazol diluido na dgua de beber), proveniente da LEMMA Supply Solutions Ltda.
O ¢6leo de ricino utilizado ¢ da Sigma-Aldrich Chemical Co (EUA), o carvao ativado da

Proquimios Comércio e Industria Ltda e o tiopental sodico da Cristalia Produtos Quimicos e
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Farmacéuticos Ltda. Os demais reagentes foram fornecidos pela Universidade Federal de

Uberlandia.

4.3 Analises realizadas nas maes

4.3.1 Consumo e peso corporal materno

Foram realizados os consumos de liquido e ragdo das ratas gravidas a partir do 8° dia
de gestacdo, por um periodo de 6 dias, através da diferenca de volume de liquido oferecido e o
coletado e a diferenga de peso da racdo oferecida e a coletada, respectivamente, que gerou um
valor consumido por 5 dias. Além disso, avaliou-se o ganho e a variagdo de peso corporal

durante a gestagdo entre os grupos a cada 5 dias, desde o 1° até o 20° dia de gravidez.

4.3.2 Dosagem de hormonios

Foram coletadas amostras de sangue das ratas de todos os grupos, 5 dias apos o parto,
para dosagem de hormonios tireoidianos T3 e T4 livres para se confirmar os quadros
eutireoideo (niveis normais de HT) das ratas de C e E2 e hipotireoideo (niveis diminuidos de
HT) das ratas de E1. Realizou-se a coleta de sangue por ordenhamento de cauda, as ratas
lactantes foram imobilizadas € um corte na extremidade da cauda foi feito para a coleta. As
ratas ndo foram anestesiadas para a coleta pela propria condicdo do animal (amamentagdo) e
pelo fato da anestesia poder interferir nas analises que seriam feitas na prole. O método
utilizado para a dosagem dos hormdnios foi a eletroquimioluminescencia, que se baseia na
emissao de luz sem calor apdés uma reagdo quimica, com aplicacdo de corrente elétrica

(eletrodos com polos positivos e negativos) (MARCONI e MATTOS, et al 2015).

4.4 Analises realizadas nos filhotes

4.4.1 Peso corporal e quantidade de filhotes
Aos 30 dias de idade, foi realizada a pesagem dos filhotes de todos os grupos. Ainda,
realizou-se a contagem de filhotes para determinacdo da ninhada total e a propor¢do entre

machos e fémeas.

4.4.2 Dosagem de hormonios
Aos 30 dias de idade, alguns animais foram utilizados somente para coleta de amostras
de sangue para dosagem dos hormonios tireoideanos T3 e Ts livres pelo método de

eletroquimioluminescencia. Para obten¢do das amostras, realizou-se também o processo de
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ordenhamento da cauda, finalizada a coleta, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical.

4.4.3 Analise de orgaos

Nos animais de 30 dias de idade dos 3 grupos estudados, foram realizadas analises
gastricas, como area total do estdmago, peso do 6rgao e relacdo entre o peso do estdmago e
peso corporal. J& em relacao ao intestino delgado, as analises feitas foram comprimento total,

peso do orgdo e relagdo entre o peso intestinal e peso corporal.

4.4.4 Avaliaciao da susceptibilidade a ulcera

O modelo de lesdes gastricas induzidas por solugdo hidroalcodlica foi utilizado para
andlise da susceptibilidade a Uulceras em filhotes machos de 30 dias de ratas Wistar
hipotiredideas. Os animais foram mantidos em jejum alimentar por 12 horas antes da
administracao intragastrica, utilizando-se uma agulha de gavagem, de 0,8 mL/100g de solucao
hidroalcoolica (0,3M de HCl/ etanol 60%). Depois de 1h, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical apos anestesia com tiopental (0,2 mL/100g i.p.). Em seguida, foi
realizada a laparotomia para remocao dos estdmagos, os quais foram abertos através da
curvatura maior, lavados em salina e montados entre 2 placas de vidro. O material foi
escaneado em Scanner HP Scanjet 2400 e as imagens dos estomagos analisadas no software
Image J (https://imagej.nih.gov/ij/), sendo os resultados expressos em indice de ulcera (IU).
Para calcular o IU, as lesdes gastricas foram classificadas e receberam escores de acordo com
a severidade das mesmas, da seguinte maneira: area de lesdes hemorragicas ou ulceragao
propriamente ditas (3); area de hiperemia intensa (2); e area de hiperemia leve/moderada (1)
(Figura 8). O IU foi determinado como previamente descrito (Prado et al, 2014): [U=3X &rea
de lesdo hemorragica (mm?) + 2X 4rea de hiperemia intensa (mm?) + 1X 4rea de hiperemia

leve/moderada (mm?).
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Figura 8. Classificagdo em escore para as lesdes gastricas.
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Fonte: a autora.

4.4.5 Avaliacdo da motilidade gastrintestinal utilizando o modelo do transito do

carvao ativado

Os filhotes de 30 dias foram mantidos em jejum por 12 h e em seguida receberam 0,8
mlL/100g de suspensdo de carvao ativado (5% em solugdo de carboximetilcelulose 0,5%, m/v)
por via oral. Seguidos 30 min da administra¢ao do carvao, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical apds anestesia com tiopental (0,2 mL/100g i.p.). Em seguida o
intestino delgado foi removido para a determinacdo da distdncia percorrida pelo carvao
ativado (expresso em % do comprimento do intestino) (Figura 9) (HARRISON et.al, 2004;
UDDIN et al., 2005).

Figura 9. Determinagio da distancia percorrida pelo carvao ativado.

Comprimento total do intestino

Comprimento
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4.4.6 Avaliacdo sobre o acumulo de liquido intestinal (enteropooling) produzido

pelo 6leo de ricino

Os filhotes de 30 dias foram mantidos em jejum por 12 h e receberam por via oral
(gavagem) O6leo de ricino e salina (0,8 mL/animal) (DOHERTY; HANCOCK, 1983;
ROBERT et al., 1976). Ap6s 30 minutos os animais foram anestesiados com tiopental (0,2
mL/100g i.p.) e eutanasiados por deslocamento cervical. Realizou-se laparotomia seguida de
amarragdo e isolamento do intestino delgado, o qual foi pesado. O conteudo intestinal foi
removido e o intestino novamente pesado. A diferenga entre os pesos do intestino cheio (IC) e
vazio (IV) foi utilizada como indicativo do conteudo intestinal relativo, onde enteropooling =

(IC-IV)/peso do animal (em mg/g X1000).

4.4.7 Estudo da motilidade do colon distal

Uma esfera de vidro de 2 mm de diametro foi introduzida no colén distal (distancia de
2,5 cm) dos filhotes de 30 dias, com o auxilio de uma sonda plastica. O tempo para expulsdao
da esfera foi determinado para cada animal e serviu de parametro para inferir alteragcdes na

motilidade do célon (KOSLO et al., 1986).

4.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Primeiramente, verificou-se se os dados apresentaram ou ndo distribui¢do normal com os
testes de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino e Pearson e Shapiro Wilk. Quando foi constatada
uma distribuigdo normal dos dados analisados, utilizou-se um teste paramétrico, caso
contrario, utilizou-se um teste ndo-paramétrico. O nivel de significdncia adotado foi de
p<0,05. Os testes utilizados para cada pardmetro estudado sdo citados na legenda de cada

gréafico constante no item Resultados.
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5.1 Dados maternos

5.1.1 Avaliacio do peso corporal
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O ganho de peso corporal ¢ a diferenca entre o peso final (20° dia de gestagdo) e o

peso inicial (1° dia de gestagdo) das ratas gravidas dos grupos C, E1 e E2. As maes do grupo

E2 ganharam menos peso durante a gestagdo, quando comparadas as maes do grupo C

(Figura 10A). A variacao de peso corporal dos animais também foi verificada, pesando-se as

ratas antes de engravidarem e nos dias 5, 10, 15 e 20 da gesta¢do. Nao houve diferenca entre

os grupos na variagao de peso corporal no decorrer do periodo estudado (Figura 10B).

Figura 10. Efeitos do hipotireoidismo materno sobre o peso corporal das ratas gravidas dos grupos C, E1 e E2.
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(A) Ganho de peso materno durante a gestagdo entre os grupos C (n=14), E1 (n=13) e E2 (n=7). ANOVA com
pos-teste de Tukey. #p<0,05 versus Controle. (B) Variagio de peso corporal entre os grupos C (n=14), E1 (n=13)
e E2 (n=7). ANOVA 2 vias com pos-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média £ EPM. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.
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5.1.2 Avaliacio dos consumos hidrico e alimentar maternos

O consumo materno de liquido e ragdo foi avaliado por 5 dias, durante a gestacao, em
todos os grupos. O grupo El apresentou diminui¢do significativa no consumo de liquido
quando comparado aos grupos C e E2 (Figura 11A). Com relagdo ao consumo de ragdo, nao

houve diferenca entre os grupos estudados (Figura 11B).

Figura 11. Avaliacdo dos consumos hidrico e alimentar maternos no periodo gestacional dos grupos C, E1 ¢ E2.
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(A) Consumo materno de liquido dos grupos C (n=17), E1 (n=11) e E2 (n=7). ANOVA com pds-teste de Tukey.
##p<0,01 versus Controle e **p<0,01 versus Experimental 2. (B) Consumo materno de ragdo dos grupos C
(n=17), E1 (n=11) e E2 (n=7). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5.1.3 Dosagem de hormonios tireoidianos

A avaliacao dos hormonios tireodianos maternos, 5 dias apos o parto, mostrou que os
niveis plasmaticos de T3 e T4 foram menores no grupo E1 quando comparado aos grupos C e

E2 (Figura 12).

Figura 12. Niveis plasmaticos dos hormoénios T3 (Tri-iodotironina) e T4 (Tetraiodotironina) maternos livres dos
grupos C, E1 e E2.
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Niveis plasmaticos dos horménios T3 e T4 livres maternos dos grupos C (n=5), E1 (n=8) e E2 (n=5). Teste de
Kruskall-Wallis com poés-teste Dunn. #p<0,05 versus Controle e *p<0,05 versus Experimental 2. Os dados
representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5.2 Dados da prole

5.2.1 Avaliacio do peso corporal

Os filhotes de todos os grupos foram pesados aos 30 dias de idade. Os grupos E1 e E2
apresentaram redugdo significativa de peso corporal quando comparados aos controles. No

entanto, a reducao de peso foi maior nos filhotes de E1 em relagdo aos de E2 (Figura 13).

Figura 13. Avaliacdo do peso corporal dos filhotes de 30 dias de idade dos grupos C, E1 e E2.
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Peso corporal dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=77), E1 (n=63), E2 (n=43). Teste de Kruskall-Wallis com
pos-teste de Dunn. ###p<0,001 versus Controle e *p<0,05 versus Experimental 2. Os dados representam a
mediana com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5.2.2 Dosagem dos hormonios tireoidianos

A avaliacdo dos niveis plasmaticos de hormonios tireoidianos dos filhotes de 30 dias
mostrou que ndo houve diferenga significativa entre os grupos para T3. No entanto, os niveis
de T4 foram significativamente menores no grupo E1 quando comparado aos grupos C e E2
(Figura 14).

Figura 14. Niveis plasmaticos dos hormoénios tireoidianos T3 (Tri-iodotironina) e T4 (Tetraiodotironina) livres
dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 e E2.
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Niveis plasmaticos dos hormonios Tz e Ty livres dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=13), E1 (n=8) e E2
(n=10). ANOVA com pos-teste de Tukey. ##p<0,01 versus Controle e *p<0,05 versus Experimental 2. Os
resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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O namero total de filhotes foi avaliado e ndo houve diferenca significativa entre os

grupos C, E1 e E2 (Figura 15A). Além disso, a propor¢ao entre machos e fémeas em cada

ninhada também ndo foi diferente entre os grupos (Figura 15B).

Figura 15. Avalia¢do do nimero de filhotes e da proporc¢ao entre machos e fémeas em cada ninhada dos grupos

C,EleE2.
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(A) Numero total de filhotes dos grupos C (n=77), E1 (n=63), E2 (n=43). (B) Proporcéo entre machos e fémeas
em cada ninhada dos grupos C (n=81), E1 (n=54), E2 (n=39) e fémeas dos grupos C (n=78), E1 (n=75), E2
(n=39). Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os dados representam a mediana com 1Q 75 ¢ IQ 25. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5.2.4 Determinacio da area do estomago

A area do estomago dos filhotes de 30 dias de idade foi menor os grupos E1 ¢ E2 em

comparacao ao grupo C (Figura 16).

Figura 16. Area do estdmago dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 ¢ E2.
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Area do estomago em mm? dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=17), E1 (n=11), E2 (n=9). ANOVA com p6s-
teste de Tukey. #p<0,05 versus Controle. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia

adotado foi de p<0,05.
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5.2.5 Avaliacio do peso do estomago

O peso do estdmago dos filhotes de 30 dias de idade foi menor no grupo El
comparado aos grupos C e E2 (Figura 17A). A relacdo de peso do estdbmago/peso corporal
nao foi diferente entre os grupos (Figura 17B).

Figura 17. Peso do estdmago e relagdo peso do estdmago- peso corporal dos filhotes de 30 dias dos grupos C,
El e E2.
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(A) Peso do estomago dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=4), E1 (n=5), E2 (n=5). ANOVA com pos-teste de
Tukey. ###p<0,001 versus Controle e ***P<(,001 versus Experimental 2. (B) Relacdo peso estomago/peso
corporal dos grupos C (n=4), E1 (n=5), E2 (n=5). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a
média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5.2.6 Avaliaciao da susceptibilidade a ulcera

A susceptibilidade a tlcera foi menor no grupo E1 em relagao ao grupo C. (Figura

18A).

Figura 18. Indice de ulcera nos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 e E2.
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(A) Indice de ulcera nos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=17), E1 (n=14) e E2 (n=9). ANOVA com pos-teste
de Tukey. ##p<0,01 versus Controle. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. (B) Imagem ilustrativa dos estomagos escaneados mostrando a diferenca dos niveis de

lesdes entre os grupos.
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5.2.7 Determinac¢io do comprimento do intestino delgado

A avaliagdo do comprimento total do intestino delgado dos filhotes de 30 dias mostrou

que ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 19).

Figura 19. Comprimento do intestino delgado nos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 e E2.
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Comprimento total do intestino delgado dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n= 18), E1 (n=10), E2 (n=9).
ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

5.2.8 Avaliacdo do peso intestinal

Os filhotes dos grupos El1 e E2 apresentaram menor peso intestinal quando
comparados ao grupo C. No entanto, o peso intestinal em E1 foi menor do que em E2. A

relacdo de peso intestinal/peso corporal ndo foi diferente entre os grupos (Figura 20).

Figura 20. Peso intestinal e relagdo peso intestinal-peso corporal dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 e E2.
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(A) Peso intestinal dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=38), E1 (n=26), E2 (n=21). ANOVA com pos-teste
de Tukey. ###p<0,001 versus Controle e ***p<0,001 versus Experimental 2. Os resultados representam a média
+ EPM. (B) Relacdo de peso intestinal/peso corporal dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=38), E1 (n=26), E2
(n=21). Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os dados representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5.2.9 Avaliacao da motilidade intestinal

A motilidade intestinal dos filhotes de 30 dias do grupo E2 foi menor que a

apresentada pelo grupo C (Figura 21).
Figura 21. Transito intestinal dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 ¢ E2.
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Transito intestinal (%) dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=13), E1 (n=12), E2 (n=9). Teste de Kruskall-
Wallis com pés-teste de Dunn. #p<0,05 versus Controle. Os dados representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5.2.10 Avaliacao sobre o acimulo de liquido intestinal

O acumulo de liquido intestinal foi maior nos animais dos grupos C e El que
receberam Oleo de ricino quando comparados aos seus respectivos controles, que receberam
salina, o que ndo foi constatado no grupo E2. Alias, os animais do grupo E2 que receberam
6leo de ricino apresentaram menor acimulo de liquido intestinal que os grupos C e EI nas

mesmas condi¢des (Figura 22).

Figura 22. Aciimulo de liquido intestinal dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 e E2.
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Actmulo de liquido intestinal dos filhotes de 30 dias dos grupos C sal (n=11), C 6leo (n=12), E1 sal (n=13), E1l
oleo (n=11), E2 sal (n=8), E2 6leo (n=8). ANOVA com pos-teste de Tukey. ###p<0,001 versus Controle sal e
###p<0,001 versus El sal; **p<0,01 versus Controle 6leo e ***p<0,001 versus Experimental 1 6leo. Os
resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



45

5.2.11 Avaliacao da motilidade do c6lon distal

A motilidade do colon distal ndo foi alterada de maneira significativa entre os grupos
C, El e E2 (Figura 23).

Figura 23. Transito colonico distal dos filhotes de 30 dias dos grupos C, E1 ¢ E2.
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Transito colonico distal dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=14), E1 (n=12), E2 (n=9). Teste de Kruskall-
Wallis com pos-teste de Dunn. Os dados representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25. O nivel de significancia

adotado foi de p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O hipotireoidismo afeta de 3 a 5% de todas as mulheres gravidas, sendo o distirbio da
tireoide mais comum relacionado a gravidez (TENG et al, 2013). Ja o hipotireoidismo
congénito € o disturbio enddcrino congénito mais frequente, com incidéncia variando de 1 em
2.000 a 1 em cada 4.000 criancas nascidas vivas (CORBETTA et al, 2009). De acordo com
evidéncias clinicas, o hipotireoidismo congénito deve ser identificado e tratado precocemente
para evitar déficits de crescimento e cognitivos potencialmente profundos (DIAZ e LIPMAN,
2014). Dentre os sintomas mais comuns do hipotireoidismo em adultos estdo: a fadiga,
letargia, intolerancia ao frio, ganho de peso, constipacdo, alteracdo da voz e pele seca, mas a
apresentacao clinica pode variar de acordo com a idade e sexo, entre outros fatores
(CHAKER, 2017). O presente estudo buscou avaliar possiveis alteracdes gastrointestinais na
prole jovem de maes que ingeriram MMI durante a gravidez e a lactacdo, ou somente durante
a gestacdo, e foram registrados alguns dados relevantes. No que diz respeito a indugao do
hipotireoidismo materno, foram registrados niveis reduzidos de T3 e T4 somente nas ratas do
grupo E1, quando comparadas as dos grupos C e E2. E importante salientar que nesse grupo o
tratamento com MMI se estendeu ao periodo de amamentagdo, enquanto que no grupo E2, o
uso de MMI foi interrompido assim que as ratas pariram. E possivel que cerca de 5 dias apos
o parto, a tireoide das ratas de E2 ja tenham retomado sua atividade normal.

A variagdo de peso corporal materno, verificada a cada 5 dias durante a gestacao, nao
foi diferente entre os grupos. No entanto, o ganho de peso corporal foi menor nas maes do
grupo E2, quando comparadas as controles, mas nao foi diferente de El1. De maneira
semelhante, ratas Sprague-Dawley, expostas ao PTU durante a gestacdo e lactacao (desde o
15° dia gestacional até o 20° dia pos-natal), nas concentragdes de 0.5, 1.0, 2.0 mg/kg/dia, e
que foram pesadas a partir do 3° dia gestacional até o 20° dia pds-natal, ndo apresentaram
variagdo nos seus pesos corporais (KOBAYASHI et al, 2014).

Karbalaei et al (2014) avaliaram a ingestao alimentar de ratas Wistar que ingeriram
PTU durante a gravidez, através da diferenca de peso do alimento fornecido, no inicio do
ciclo escuro (as 18 horas), e a quantidade de alimento restante 48 horas depois, e constataram
que durante os primeiros 13 dias de gravidez essa ingestdo foi similar entre os grupos,
enquanto que a partir do 14° dia gestacional até o parto, a ingestdo foi menor nas maes
hipotireoideas em comparagdo ao grupo controle. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou
a ingestdo alimentar e hidrica por 5 dias (8° dia ao 14° dia de gestag¢do) das ratas expostas ao

MMI, durante a gestacdo e lactacdo ou somente durante a gesta¢do, e ndo houve diferenca
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entre os grupos para o consumo alimentar, mas a ingestdo de liquido foi menor no grupo El
em relacdo aos grupos C e E2. Hwang et al (2018) também avaliaram o consumo liquido e
alimentar em ratos machos Sprague-Dawley, portadores do hipotireoidismo, e registraram
uma diminui¢ao nessas varidveis de 3 a 4 semanas depois do inicio do tratamento com o PTU
(HWANG et al, 2018).

A redugdo do peso corporal de filhotes de 30 dias de mdes com hipotireoidismo
encontrada nesse trabalho, também ja foi mencionada na literatura. Filhotes machos de ratas
Wistar que ingeriram PTU durante a gestacdo, apresentaram uma significativa redugdo de
peso corporal desde o nascimento até 12 semanas de idade (GHOLAMI et al, 2017).
Danilovic et al (2016) relataram que filhotes recém-nascidos de ratas Albino Oxford também
expostas ao PTU, durante a gestagdo e a lactagdo, tiveram uma diminui¢ao na massa corporal,
porém essa alteracdo foi menos evidente na primeira infincia. Tais dados indicam a
importancia dos hormonios tireoidianos no crescimento dos filhotes durante periodos criticos
de proliferagdo celular e desenvolvimento do feto. Além disso, o prejuizo no reflexo de ejecao
do leite, os niveis plasmaticos reduzidos de prolactina, menor produgdo de leite, bem como
alteragdes na sua composi¢do, encontrados em maes com hipotireoidismo induzido por PTU,
poderiam explicar pelo menos em parte a redugdo de crescimento das ninhadas encontrado
pelos autores (HAPON et al, 2003; TAMASY et al, 1984). Com relagdo ao tamanho da
ninhada, o hipotireoidismo materno ndo afetou a quantidade de filhotes por ninhada e nem a
proporcao entre machos e fémeas, como também foi observado por Calvo (1990) utilizando
ratas Wistar gravidas que ingeriram MMI (CALVO et al, 1990).

Quanto a dosagem de hormonios tireoidianos livres na prole, os filhotes de 30 dias de
todos os grupos propostos apresentaram niveis plasmaticos de T3 dentro da normalidade, mas
no grupo El, os niveis plasmaticos de T4 foram menores que os obtidos nos animais dos
grupos C e E2. A literatura traz alguns dados que diferem dos relatados, Ahmed et al (2010),
utilizando o mesmo protocolo experimental, encontraram niveis de T3 e T4 reduzidos em
filhotes de maes hipotireoideas durante os periodos de gestagdo e lactacdo. Da mesma forma,
Ozgur et al (2016) encontraram em filhotes de ratas Wistar de grupos experimentais idénticos
aos avaliados neste trabalho, diminui¢do nos niveis de T3 e Ts livres. Apesar dos niveis
diminuidos de T4 no grupo El, acredita-se que esta condicdo hormonal isoladamente ndo
indique hipotireoidismo evidente nesses filhotes, uma vez que os niveis de T3 estdo normais, o
que pode estar acontecendo ¢ uma maior conversao compensatoria de T4 em T3. Além disso, €
possivel que o MMI administrado as ratas durante a gestagdo e amamentacdo seja

disponibilizado no leite materno, em concentragdes que estejam influenciando os niveis de Ta,
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mas ndo de Tz (COOPER, 2005; MAIA et al, 2013; TAYLOR e VAIDYA, 2012). J4 os
filhotes de 30 dias do grupo E2 provavelmente apresentaram niveis normais de T4, porque as
maes tiveram o tratamento com MMI interrompido assim que pariram. Bunker et al (2005)
também registraram niveis plasmaticos de hormonios tireodianos restaurados, mas 30 dias
apos o desuso de PTU.

A maioria dos estudos sobre os efeitos do hipotireoidismo no TGI de portadores da
doenca apontam uma redugao na motilidade intestinal, resultando em constipagao que varia de
leve a grave, e casos raros de pseudo-obstrucao colonica, com impactagao fecal e megacolon
(ILHAN et al, 2014; DAHER et al, 2009). No entanto, ha poucos estudos na literatura que
avaliem os impactos do hipotireoidismo materno durante a gestacdo e a lactacdo no
desenvolvimento e funcionalidade do TGI da prole, evidenciando a relevancia do presente
estudo.

Dentre as alteragdes gastrointestinais observadas neste trabalho estdo: diminuigcdo do
peso do estdmago no grupo E1, do peso do intestino delgado e da area do estobmago em ambos
os grupos experimentais. Nenhuma alteragdo no comprimento do intestino delgado foi
observada entre os grupos, apesar deste 6rgdo se apresentar mais leve nos grupos El1 e E2.
Esses dados sugerem que as alteragcdes estruturais descritas para o intestino delgado e
estbmago decorrem da exposicdo fetal ao ambiente intrauterino adverso fornecido pelo
hipotireoidismo materno, com exce¢do do peso estomacal, o qual pareceu insensivel ao
hipotireoidismo materno, mas sensivel a lactacdo dos filhotes em maes hipotireoideas. A
auséncia de diferengas no peso relativo dos diferentes 6rgaos sugere que a diminuicao do peso
absoluto esteja relacionada ao menor desenvolvimento geral dos filhotes de maes com
hipotireoidismo. De fato, a literatura mostra uma diminui¢ao no peso de érgaos fetais como o
pulmdo, figado e cérebro, de ratas tireoidectomizadas durante a gestagdo (MORREALE DE
ESCOBAR et al, 1985). Semelhantemente, animais Sprague Dawley hipoireoideos por
tireoidectomia, apresentaram uma diminui¢do no peso do estdmago e do figado, sem alteracao
no comprimento intestinal (DEBORAH e ADEDIPE, 2015).

Cabe ressaltar que os fatos do comprimento intestinal ser normal ¢ do peso desse
orgdo ser menor em filhotes de maes com hipotireoidismo sugerem que o intestino delgado
desses animais possa apresentar uma quantidade reduzida de elementos contrateis ao longo de
toda sua extensdo. Essa possibilidade explicaria em parte a diminui¢do do transito intestinal
do grupo E2 e a tendéncia deste transito estar diminuido no grupo E1 (note que o grupo El
ndo difere nem do controle nem do grupo E2). Estudos morfolégicos devem ser realizados

para verificar essa hipotese, pois filhotes fémeas de maes hipotireoideas apresentaram
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contracdes uterinas irregulares devido a alteragdes histologicas verificadas neste oOrgdo
(BAGHERIPUOR et al, 2018). Ainda, alteragdes nos mecanismos de excitagdo-contragdo nao
associadas ao mumero de elementos contrateis (resposta a mediadores excitatorios e
inibitorios, diminui¢do da funcionalidade da maquinaria contratil, etc) também devem ser
consideradas e investigadas.

A susceptibilidade a ulcera induzida por solu¢do hidroalcodlica diminuiu nos filhotes
do grupo El1, demonstrando que provavelmente menores niveis de hormdnios tireoidianos
maternos durante a gestagao e lactacdo, além de menores niveis de T4 nesses filhotes, sejam
um fator protetor dessas lesdes. De maneira semelhante, em ratos machos pré-tratados com
MMI 0,04% e PTU 0,01% foi registrado efeito protetor na colite induzida pela administragao
intracolonica de etanol contendo acido trinitobenzeno sulfonico, fato que pode ser explicado
pela diminui¢do da inflamagdo e da atividade da mieloperoxidase, enzima que possui papel
fundamental na producdo de espécies reativas de oxigénio (OREN et al, 1997). Em
camundongos com a desordem autoimune lipus eritematoso sistémico, a inflamagdo desta
doenga diminuiu com a utilizagdo do MMI, indicando que esta droga pode ser 1util no
tratamento de doengas autoimunes (SINGER et al, 1994). Corroborando com esses dados,
fsman et al (2003) administraram MMI 0,04% em ratos Wistar, 15 dias antes da inducdo de
colite pela administracdo de solucdo acida de trinitobenzeno sulfonico, € notaram uma
melhora na resposta inflamatoria da colite induzida experimentalmente, evidenciada pela
diminui¢do macroscopica no escore de danos.

Sabe-se que o acido ricinoleico, liberado apods hidrolise do 6leo de ricino por agdo de
lipases, ¢ um laxante que diminui a absor¢do de fluidos, aumenta a secregdo eletrolitica e
produz alteragdes na motilidade intestinal (CAPASSO et al, 1994; TUNARU et al, 2012). Os
dados desse trabalho sugerem que a exposicdo fetal ao ambiente intrauterino de maes com
hipotireoidismo somente durante a gestacdo (E2) diminui a susceptibilidade dos filhotes ao
acimulo de liquidos intestinais induzido pelo 6leo de ricino (enteropooling). Essa alteragao ¢
revertida quando os animais expostos ao ambiente intrauterino adverso se alimentam com o
leite de maes com hipotireoidismo (E1) e/ou sdo cuidados por maes nessa condicdo. Com
relagdo a esse particular, o leite materno, em humanos, pode ter sua composigdo alterada por
diversos fatores, tais como dieta, peso ao nascer e ganho de peso materno (ANDREAS,
KAMPMANN, LE-DOARE, 2015). Assim, ¢ possivel que o fator decisivo nessas alteragcdes
tenha sido a ingestdo de MMI durante a lactacdo, que por acdo propria ou por meio da
alteracdo da composicdo do leite materno, tenha revertido as alteragdes induzidas pela

exposicao ao ambiente intrauterino de maes tratadas com MMI somente na gestacdo (E2), no



50

que tange a resposta ao Oleo de ricino. Essa hipdtese permanece por ser investigada. A
motilidade intestinal reduzida no grupo E2 poderia tornar a absor¢do e/ou distribuicdo do
acido recinoleico para os seus sitios de acdo mais lentas; contudo, ¢ pouco provavel que a
diminui¢do de motilidade intestinal do grupo E2 seja a responsavel pelas altera¢des descritas
acima, ja que a resposta do grupo E1 ao 6leo de ricino e sua motilidade intestinal ndo diferem
dos grupos C e E2, respectivamente. Assim, a diminui¢do da resposta do grupo E2 ao 6leo de
ricino pode refletir: diminuicdo na atividade de lipases pancreaticas; e/ou diminui¢do da
resposta intestinal ao acido ricinoleico; e/ou alteracdes nos processos de excitagdo-secre¢ao-
absorc¢ao intestinal.

Por fim, os resultados sobre o transito colonico distal ndo demonstraram alteragdes.
Nesse caso ha divergéncias na literatura, pois ja foram constatadas disfungdes
gastrointestinais em animais hipotireoideos por tireoidectomia, nos quais o volume diario de
fezes e o nimero de pellets fecais foram reduzidos, além da atividade colOnica ritmica
(GOTO, BILLMIRE, GROSFELD, 1992). Por outro lado, individuos com hipotireoidismo
primario foram avaliados em relacdo ao transito orocecal, por meio do teste do hidrogénio
expirado, resultado da fermentacdo bacteriana colonica de lactulose, como medida do tempo
de transito orocecal (TTOC), e os resultados ndo mostraram alteragdes neste transito (TOBIN

et al,1989).
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7. CONCLUSAO

O hipotireoidismo materno afeta o crescimento corporal, bem como o
desenvolvimento de 6rgdos como o estdmago e intestino da prole. No entanto, no que diz
respeito a funcionalidade, esse disturbio afeta de forma diversa o trato gastrointestinal dos
filhotes. A exposi¢do fetal ao ambiente intrauterino de maes com hipotireoidismo diminui a
capacidade que o oleo de ricino possui de induzir acumulo de liquidos intestinais
(enteropooling), sem afetar a suscetibilidade gastrica a lesdes produzidas pela administracao
de soluc¢do hidroalcoodlica acidificada, tdo pouco a motilidade colonica. Por outro lado, a
amamentagdo e/ou cuidados por maes hipotireoideas reverte o efeito da gestagdo sobre a
resposta intestinal ao 6leo de ricino e diminui a capacidade lesiva da solu¢do hidroalcodlica

acidificada sobre a mucosa gastrica, sem, no entanto, alterar a motilidade colonica.
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ANALISE FINAL N° 182/17 DA COMISSAD DE ETICA NA UTILIZACAD DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMURU 08017

Projeto Pesquisa: “Susceptibilidade & ticera gastrica e motfidads intestinal na
prole de ratas Wistar expostas ao hipobrecidismo durante a gestacio a
amamentacan’.

Pesquisador Responsavel: Ana Paula Coslho Balhi

7 protocolo N30 apresenta problemas de &ica nas condutas de pesquisa com
animars nos limites da redagao e da metodologia apresentadas. Ao fnal da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA wm relatario final.

Situacao: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OES: A CEUARUFU LEMBRA QUE QUMNLQUER MUDMANEA MO PROTOCOLO DEVE CER
INFORMADA. IMETMATAMENTE A0 CEUA PARA FINE DE AMAMLISE E .F..FHIJ'.'.-'J;'.‘.E L}
MEEMLS,

DES 2 - Snikclizmos aos pesquisadonss alierar o leem 2.2, o qual consia po projedo ooeriglda um
total d= 47 animals, mas ro projeio s8o & grepos de 21 anlmisks, fotakzmndo 54 animals.
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