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RESUMO

Condicdes ideais de nutrigdo e fornecimento de hormonios ao feto, durante a gestacdo, sao
essenciais para o seu desenvolvimento. Assim, o desequilibrio de tais condigdes pode alterar
diretamente o desenvolvimento da prole e resultar em disturbios na vida adulta. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as consequéncias morfoldgicas renais que podem ocorrer a
prole, quando as maes apresentam um quadro de hipotireoidismo durante a gestagdo. Para isso,
apos a realiza¢do dos cruzamentos, os animais foram separados em dois grupos: 1) Controle:
filhotes de fémeas de 1, 7, 30 e 90 dias de idade de maes que receberam ragao e agua ad libitum
durante a gestacdo e amamentagdo, ¢ 2) Grupo Experimental: filhotes de fémeas de 1, 7, 30 e
90 dias de idade de maes que receberam racao e solu¢do de metimazol (0,02% diluido na agua
de beber) ad libitum do 8° dia de gestacao até o final da amamentagdo. Foram analisados tanto
dados maternos como peso corporal e niveis plasmaticos de T3 e T4, quanto dados na prole
como peso corporal, taxa de filtracdo glomerular (TFG), nimero de corpusculos renais,
porcentagem de proliferacao celular cortical, andlise morfométrica dos corpusculos renais e
dosagens de T3 e T4. As maes do grupo experimental apresentaram niveis plasmaticos
reduzidos de T3 e T4 livres e menor ganho de peso corporal quando comparadas as do grupo
controle. O peso corporal dos filhotes fémeas de 30 e 90 dias do grupo experimental foi menor
em relacdo aos controles, assim como em 90 dias a TFG e o niimero de corpusculos renais
também estavam reduzidos. A analise morfométrica evidenciou que os animais de 1 e 30 dias
do grupo experimental apresentaram menores areas do corpusculo renal e do espago capsular,
enquanto a area do tufo glomerular estava reduzida somente nos de 30 dias, todas comparadas
aos controles de mesma idade. Ja a proliferagdo celular foi maior nos animais de 90 dias do
grupo experimental em relacdo ao grupo controle. Pode-se concluir entdo, que o
hipotireoidismo materno resultou em alteracdes morfoldgicas importantes como redu¢do no
tamanho dos corpusculos renais em 7 e 30 dias, que apesar ter sido compensada pelo aumento
da proliferagcdo celular aos 90 dias, acabaram resultando em perda de fun¢do renal na prole,

devido ao reduzido nimero de glomérulos nesta idade.

Palavras-chave: hipotireoidismo materno; alteragdes morfoldgicas renais; prole, ratas Wistar.



1. INTRODUCAO

1.1 Tireoide
1.1.1 Morfologia da tire6ide

A glandula tireoide é de grande importancia para o funcionamento do organismo e tem
papel fundamental na manutengdo da homeostasia ¢ regulagdo do controle de energia. E
altamente vascularizada e tem forma alveolar sem ductos; esta localizada antero-lateralmente a
traqueia e € composta por dois lobos (Figura 1). Sua unidade funcional ¢ o foliculo tireoidiano,
sendo envolto por uma camada de células epiteliais, os tiredcitos. Os tiredcitos estdo localizados
na parte basal do epitélio, voltados para a corrente sanguinea, enquanto a parte apical encontra-
se com o lumen do foliculo. Existem também células parafoliculares que circundam o foliculo

e secretam o hormonio calcitonina (BERNE E LEVY, 2009; MOLINA, 2014).
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Figura 1: Esquema da glandula tireoide a esquerda e unidade funcional da glandula a direita.

Fonte: JUNQUEIRA.; CARNEIRO; 2013. cap 20, p 402-403.

1.1.2 Hormonios tireoidianos

Os hormonios secretados pela glandula sdo iodotironinas. Cerca de 90% da produgao de
horménio ¢ T4 (tiroxina), 9 % de T3 (triiodotironina, hormonio ativo da tiredide) e 1% de T3r
(T3 reverso, forma inativa). A sintese e regulagdo desses hormodnios sdo realizadas através da
retroalimentagdo negativa, pelo eixo hipotaldmico-hipofisario-tireoidiano. O Hormonio
Liberador de tireotrofina (TRH) € sintetizado no hipotdlamo e transportado para adeno-hipofise

pelo plexo capilar. Na adeno-hip6fise ocorre uma reagdo que acarreta no aumento de Ca*™, o
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que estimula a saida do Hormonio Estimulante da Tiredide (TSH) para a corrente sanguinea.
Na tireoide, o TSH se liga ao seu receptor, estimulando a sintese dos horménios tireoidianos,
incluindo a captagdo de iodo, producao e liberagao de iodotironinas pela glandula e estimulag¢ao

do crescimento da tireoide (MOLINA, 2014).

A tireoglobulina (TG) ¢ uma glicoproteina produzida pelo foliculo tireoidiano sob o
estimulo de TSH, que preenche o lumen. Esta glicoproteina é de grande importancia para a
sintese ¢ 0 armazenamento dos hormonios tireoidianos. A sintese dos hormoénios da tireoide
ocorre no coloide e a TG precisa sofrer um processo de iodagao dos residuos de tirosina, sendo
o iodeto obtido a partir da circulagdo. O iodeto, transportado da corrente sanguinea para o
tireocito através da NIS (cotransportador de sodio e iodeto), € rapidamente transferido para o
ltmen dos foliculos por um transportador chamado pendrina. O iodeto ¢ imediatamente oxidado
pela tireoperoxidase (TPO) para iodo e incorporado as moléculas de tirosina. As moléculas de
tirosinas iodadas nao estdo livres em solugdo, mas incorporadas por ligagdes peptidicas na
proteina TG. O resultado proveniente da ioda¢ao da TG dé origem ao MIT (monoiodotirosinas)
e DIT (diiodotirosinas) que conjugadas formam T3 (MIT + DIT) e T4 (DIT + DIT). O coloide
sofre endocitose pelo tireocito, ha agao de lisossomos para a digestao celular e T3, T3r T4 sdo

liberados para a corrente sanguinea (BERNE E LEVY, 2009; MOLINA, 2014).
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Figura 2: Esquema de sintese dos hormonios tireodianos. BERNE E LEVY, 2009. cap 41, p
735.
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1.1.3 Hipotireoidismo

Os efeitos dos hormonios tireoidianos, em estado de eutircoidismo, consistem
principalmente, na estimulagdo do metabolismo, aumentando assim a producdo de proteinas,
carboidratos e lipideos. Quando ha algum distirbio ou anormalidade em tais hormdnios,
podendo apresentar concentragdes aumentadas ou diminuidas, temos o hipertireoidismo e
hipotireoidismo, respectivamente. No caso das duas condi¢des, os efeitos causados ao
organismo sao diferentes (MEZZOMO, 2016). Algumas dessas agdes estao listadas abaixo na

Tabela 1.

Tabelal: Efeitos dos hormonios tireoidianos no hipotireoidismo e no hipertireoidismo.

Nivel de organizacio Hipotireoidismo Hipertireoidismo
Comportamento e Lentiddo mental e Rapidez mental
e Sonoléncia e Excitabilidade
e Sensibilidade ao frio e Sensibilidade ao calor
Organismo e  Metabolismo basal lento e  Metabolismo basal alto
e Hipercolesterolemia e Hipocolesterolemia
e Mixedema e Exolftamia
Sistema Cardiovascular e Bradicardia e Taquicardia, palpitagdes
¢ Diminuicdo da velocidade e Aumento da velocidade
circulatoria circulatoria
e Pulso lento e Pulso rapido
Sistema Digestorio e Hipofagia e Hiperfagia
e Constipacdo e Diarreia
e Diminuicdo da absor¢do e Aumento da absorgdo da
de glicose glicose
Musculos e Hipotonia e Fibrilacdo
e Fraqueza muscular e Fraqueza muscular
Tecidos e Baixo consumo de 02 e  Alto consumo de O2
Enzimas e Diminui¢do das enzimas e Aumento das enzimas
oxidativas oxidativas

Fonte adaptada: LOPES, H. J. J. Func¢ao Tireoidiana: principais testes laboratoriais e aplicacdes diagndsticas.

Gold Analisa Diagnostica Ltda. p. 9. 2002.

O hipotireoidismo se trata da diminui¢cdo ou auséncia dos hormdnios tireoidianos. A forma
mais comum ¢ o hipotireoidismo primario, onde ha destruicao da glandula tireoide ou alguma

desordem no sistema hipotaldmico-hipofisario, caracterizado como hipotireoidismo central.
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Uma das causas do hipotireoidismo primario ¢ a falta de iodo na alimentagdo, acometendo

majoritariamente os paises subdesenvolvidos (MEZZOMO, 2016).

Estima-se que 2-3% das mulheres portadoras de hipotireoidismo durante a gravidez
cheguem a obito e 5-10% das mulheres férteis sejam diagnosticadas com hipotireoidismo
autoimune, aumentando os riscos adversos também para prole (VAN DEN BOOGAARD et al,
2011). A glandula tireoide comeca seu desenvolvimento por volta de 10-12 semanas de
gestagdo em humanos e, apesar de produzir uma certa quantidade de hormdnios tireoidianos, o
feto ainda necessita de tais hormdnios provenientes da fonte materna (IDRIS, 2005). Esses
hormonios sdo permedveis a barreira placentaria, sendo responsaveis pelo amadurecimento
normal dos diversos sistemas do organismo e, quando depletados, podem ocasionar ma
formacao e funcionamento desses sistemas, principalmente do sistema nervoso (BURROW et
al, 1994; SANTOS et al, 2012). Segundo Garber e colaboradores (2012) também foi notificado
o aumento de incidéncias de abortos espontaneos, parto prematuro, pré-eclampsia, hipertensao
materna, hemorragia poOs-parto e comprometimento do desenvolvimento intelectual e

psicomotor do feto.

1.2 Rins
1.2.1 Funcdo

Os rins sao 6rgaos que estao localizados na parte posterior do abdome, um de cada lado da
coluna vertebral. Sdo 6rgdos fundamentais para o organismo ¢ desempenham diversas fungoes
importantes como regulacao da osmolalidade e dos volumes dos liquidos corporais, balango
acido-basico e eletrolitico, além de produgao e secre¢ao de hormonios e excregao de substancias

e produtos do metabolismo (BERNE E LEVY, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

1.2.2 Morfologia renal

Em um corte transversal do rim podem ser observadas duas regides, o cortex (zona cortical)
e a medula (zona medular). Ambas as camadas sdo compostas por vasos sanguineos e linfaticos,
nervos e a unidade funcional dos rins, chamada de nefro. A zona medular ¢ constituida pelas
piramides renais, cujos vértices produzem uma saliéncia, as papilas, e culminam nos calices
menores. Os calices menores coletam a urina das papilas e formam os célices maiores que por
sua vez drenam para a pelve renal levando a urina para a bexiga urindria através dos ureteres
(BERNE E LEVY, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A estrutura renal esta

representada na figura 1, abaixo.
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Figura 3: Estrutura renal. BERNE; LEVY. Cap. 32. p. 563. 2009.

A unidade funcional do rim ¢ chamada de nefro. Este por sua vez ¢ formado pelo corptisculo
renal, constituido pelos capilares glomerulares e cdpsula de Bowman; tubulo contorcido
proximal; alca de Henle; tibulo contorcido distal e tubulos coletores; existem cerca de 600-800
mil nefros em cada rim (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Durante o desenvolvimento embriondrio renal de mamiferos existem trés estruturas que
formarao o rim propriamente dito. Tais estruturas sdo o pronefro, mesonefro e metanefro, sendo
o primeiro rudimentar e ndo funcional, o segundo funcional apenas por um periodo curto de
tempo e o ultimo dard origem aos rins maduros (LANGMAN, 2016). Uma diferenca a salientar
sobre o desenvolvimento dos rins entre os roedores (21 dias de gestacdo) e os humanos (40
semanas de gestagdo) € que os rins dos roedores s6 terminam seu desenvolvimento na vida pos-
natal, enquanto que nos humanos essa finalizacdo acontece na vida intrauterina, em torno de

34-36 semanas de gestacdo (MCMAHON, 2016; FANNI, 2015).

1.3 Programacio fetal

As condigdes uterinas em que o feto se desenvolve sdo de suma importincia para a
regulacdo ideal dos sistemas na vida adulta. Fetal programming ou programagdo fetal ¢ um
conceito que se refere a observagdo de um estimulo adverso, experimentado durante um periodo
critico de desenvolvimento no utero, induzindo efeitos estruturais e funcionais em longo prazo

no organismo em desenvolvimento. Em casos de dieta materna pobre em proteinas, € possivel



14

que o corpo possua "memoria" da desnutricdo durante os estagios iniciais de desenvolvimento,
se traduzindo em uma patologia que determina doencas futuras. Esta ideia ¢ baseada em estudos
com animais que demonstraram como a desnutri¢gdo no utero pode alterar a pressdo arterial,
metabolismo do colesterol, resposta da insulina a glicose e outras fungdes metabolicas,
enddcrinas e imunoldgicas importantes na vida adulta (FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD,

2006; KWON; KIM, 2017).

Kamana e colaboradores (2015) observaram que os recém-nascidos de mulheres obesas
apresentaram mais que o dobro de risco de macrossomia, quando comparados aos filhos de
maes com peso normal. Segundo Drake e colaboradores (2005), apds uma exposi¢do excessiva
a glicocorticoides durante a gravidez, o peso ao nascer de animais € humanos encontram-se
reduzidos. Além disso, ha niveis de cortisol aumentados em fetos humanos que apresentaram

retardo do crescimento intrauterino ou em gestagdes complicadas por pré-eclampsia.

Segundo estudos de Zandi-Nejad e colaboradores (2006) foi observado que a
recuperagdo do crescimento por parte de filhotes que sofreram influéncia da hipertensao durante
a gravidez, aumenta significativamente o risco de doenga quando adultos, ou seja, os individuos
que nasceram menores, mas que conseguiram se desenvolver, aumentando seu peso durante

esse processo, tinham maiores riscos de mortalidade cardiovascular.

1.4 Metimazol

Existem drogas que sao normalmente utilizadas para o tratamento de hipertireodismo, mas
que, sob condi¢des experimentais, podem provocar inducao de hipotireoidismo. Essas drogas
sdo PTU (propiltiuracil) e metimazol e pertencem a classe das tionamidas, seu mecanismo de
acdo consiste na reducdo da sintese de T3 e T4 pelas células foliculares. O metimazol, droga
escolhida para este trabalho, age sobre a TPO inibindo a sintese de T3 e T4. O uso desta droga
apresenta a grande vantagem da dose Unica didria, seus efeitos colaterais sdo dose-dependentes

e apresentam hepatotoxicidade menos grave em relacdo ao PTU (ANDRADE, 2001).

2 JUSTIFICATIVA

As repercussdes do hipotireoidismo para portadores da doenca sdo bem conhecidas. No

entanto, apesar do hipotireoidismo materno poder resultar em diversas complicagdes para a
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prole como foi abordado anteriormente, pouco se sabe sobre as suas consequéncias renais para

os filhotes de ratas Wistar.

3 OBJETIVOS

Avaliar as repercussdes morfologicas renais do hipotireoidismo materno para a prole de

ratas Wistar.
Os objetivos especificos sdo:

i.  Analise da morfometria através das areas do corpusculo renal, tufo glomerular e
espaco capsular;
i.  Avaliagdo de colageno cortical;
iii.  Analise de imunohistoquimica com PCNA para deteccdo de células em
proliferagdo;
iv.  Estudo da fungao renal dos filhotes de 90 dias de idade;;
v.  Dosagem dos niveis plasmaticos dos hormonios tireoidianos maternos ¢ dos

filhotes de 90 dias de idade.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais
A metodologia apresentada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica para

Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com protocolo
registrado sob niimero CEUA/UFU 108/16 (Anexo).

Foram utilizados para acasalamento 20 ratas Wistar de aproximadamente 180g e 10
ratos Wistar de 300g, provenientes do antigo Biotério Central da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), atualmente Biotério Central da Rede de Biotérios de Roedores (REBIR-
UFU). Esses animais foram alocados em caixas e separados por sexo no Biotério da Area de

Ciéncias Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM).

4.2 Cruzamento
No final de cada tarde, as f€émeas foram colocadas nas caixas dos machos, numa propor¢ao

de 2 a 3 fémeas para cada macho. No dia seguinte pela manha, as f€émeas foram recolocadas em
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suas caixas originais e submetidas ao esfregaco vaginal para a constatacdo de uma possivel

gravidez, pela presenca de espermatozoides.

4.3 Delineamento Experimental
As ratas gravidas foram separadas em caixas individuais e seus filhotes (fémeas)

divididos nos seguintes grupos:

Grupo Controle: filhotes de 1 (n=6), 7 (n=6), 30 (n= 6) ¢ 90 (n=7) dias de maes que
beberam agua normalmente durante a gestagdo até o periodo de desmame, cerca de 21 dias apds
a gestacao.

Grupo Experimental: filhotes de 1 (n=8), 7 (n=7), 30 (n= 8) ¢ 90 (n=7) dias de maes que
tiveram acesso ao metimazol, diluido na agua de beber (0,02%), desde o 8° dia de gestacao até
o periodo de desmame, cerca de 21 dias apos a gestagao.

Aos 20 dias de gestagao foram coletadas amostras de sangue através do ordenhamento
da calda das ratas dos grupos propostos para dosagem de hormonios T3 e T4 para confirmagao
dos quadros eutireoideo das ratas de grupo Controle e hipotireoideo das ratas do grupo
Experimental. A dosagem desses hormonios também foi realizada nos filhotes de 90 dias de

ambos os grupos, por eletroquimioluminescéncia.

4.4 Coleta de rins

Apo6s o nascimento, os filhotes fémeas de 1, 7, 30 e 90 dias foram pesados, anestesiados
com Halotano (Cristalia) e tiveram seus rins retirados, fixados em metacarn por 24 horas e
deixados em dalcool 70% até o momento da inclusdo. Os animais de 90 dias primeiramente

foram expostos a coleta de sangue e urina para, posteriormente, terem seus rins retirados.

4.5 Inclusio e confeccio dos blocos

Os rins foram colocados em cassetes histologicos, devidamente identificados e recolocados
em alcool 70% até o dia seguinte. Passaram pelo processo de desidrata¢do, com banhos
consecutivos de alcool, cada um com duragdo de 30 minutos. Feito isso, os cassetes foram secos
com papel toalha e submetidos a diafanizacao, através de trés banhos de Xilol, com 30 minutos
de duragdo cada processo. Apds nova secagem dos cassetes foi realizada a impregnacdo em
parafina, submetendo os blocos a trés banhos de parafina de 30 minutos. A confeccdo dos

blocos foi realizada através de moldes e deixados para secar de um dia para o outro.
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4.6 Coloracao

Apds a realizacdo dos cortes histologicos, por meio de um microtomo regulado para cortes
de Sum, foi realizada uma bateria de hidrata¢do de forma decrescente, em banhos de Xilol e
alcool, lavagem em agua corrente e destilada. Para iniciar o processo de coloragdo, as 1aminas
foram mergulhadas em acido fosfomolibidénico 0,2% por 2 minutos para receber a coloracao
de Picrossirius red por 90 minutos. Na sequéncia, as laminas foram lavadas com solugao salina,
agua corrente, agua destilada e uma bateria de desidrata¢do foi realizada. A coloragdo com

Picrossirius red permite a quantificagdo de colageno cortical.

4.7 Analise morfométrica

As laminas coradas com Picrossirius red foram fotografadas no microscopio Olympus do
Laboratorio de Registro de Imagens Histologicas da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) e utilizadas para a andlise morfométrica, que consistiu em determinagdo das areas de
corpusculos renais, tufos glomerulares e espaco capsular, utilizando-se um software (HL Image
++ 97). Foram analisados 20 glomérulos por 1amina em fotografia, obtidos nas objetivas de

40x. As areas pretendidas eram medidas em micrometros quadrados.

4.8 Imunohistoquimica

Os cortes de tecido renal também foram submetidos a analise imunohistoquimica, sendo
incubados com o anticorpo primario monoclonal:

- anti-PCNA (Sigma Chemical Company), durante 30 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida, os cortes foram submetidos a uma nova incubagdo, com anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo (1:200 — monoclonal — Vector Laboratories) durante 30
minutos em temperatura ambiente. A rea¢ao foi detectada com o sistema avidina-biotina
peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adi¢do de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma
Chemical Company) juntamente com peroxido de hidrogénio permitiu o desenvolvimento de
cor e a contracoloragdo foi feita com metilgreen.

As laminas submetidas a reagdo para PCNA foram fotografadas e a quantificagdo feita
pela porcentagem de 4rea marcada com células PCNA-positivas/campo, em 20 campos no
aumento de 20x, no microscopio Opticam do Laboratorio de Anatomia da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) e analisadas através do programa Image J. As areas pretendidas eram

medidas em micrometros quadrados.
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4.9 Estudos de funcio renal

Para os estudos de func¢do renal, os filhotes de 90 dias (Controle: n=7 e Experimental:
n=9) foram colocados em gaiolas metabolicas durante 24 horas para adaptacdo. Em seguida,
permaneceram por mais 24 horas para a coleta de urina, quando também foi coletada uma
amostra de sangue, através de ordenhamento de cauda. Para determinagdo do clearance de
creatinina e, consequentemente, da Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG), a dosagem de

creatinina urindria e plasmatica foi feita utilizando-se um método colorimétrico.

4.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Primeiramente, verificou-se se os dados apresentavam ou nao distribui¢do normal utilizando-
se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando apresentaram distribuicao normal, utilizou-se um
teste paramétrico para analise dos dados, sendo, foi utilizado um teste nao-paramétrico. Os
testes utilizados para cada parametro estudado foram citados em cada um dos graficos da se¢do

de Resultados. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

5. RESULTADOS

A dosagem dos hormonios tireoidianos (T3 e T4) foi maior nas maes do grupo controle
quando comparada as maes experimentais (Figura 4), caracterizando um quadro de hipofungao
tireoidiana nessas ultimas, que também apresentaram menor variacdo de peso corporal durante
a gravidez (Figura 5).

Comrelagdo ao peso corporal da prole, os animais de 30 e 90 dias do grupo experimental
apresentaram menor peso em relagcdo aos controles de mesma idade (Figura 6). A TFG também
foi menor na prole de 90 dias em comparagdo aos controles (Figura 7), o que pode ser atribuido,
pelo menos em parte, ao reduzido nimero de corpusculos renais (Figura 8) detectado nesse
grupo experimental. Quanto as andlises morfométricas realizadas, as areas do corpusculo renal
e do espaco capsular (Figuras 9 e 11) foram menores nos animais de 1 e 30 dias do grupo
experimental, enquanto a area do tufo glomerular (Figura 10) se apresentou reduzida somente
nos de 30 dias, todas comparadas aos controles de mesma idade. A proliferagdo celular foi
quantificada como porcentagem de area cortical em proliferacdo (Figura 12), este parametro
foi maior nos animais de 90 dias do grupo experimental comparado ao dos controles. Apesar
das alteragcdes observadas na prole de maes hipotireoideas, aos 90 dias esses animais nao

apresentaram diferencas nos niveis plasmaticos de T3 e T4 (Figura 14) em relacdo aos animais
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do grupo controle, sendo considerados, portanto, eutircoideos. Embora a coloracio com
Picrossirius red tenha sido realizada para determinagdo de colageno cortical e as laminas

tenham sido fotografadas, ndo foi possivel apresentar os resultados dessa quantificagdo.

Figura 4 — Niveis plasmaticos dos hormonios T3 e T4 maternos.
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Fonte: Costa, VAA.

Dosagens dos niveis plasmaticos de T3 (em pg/mL) (A) e T4 (em ng/mL) (B) maternos durante a gestacdo dos
grupos Controle (n=5) e Experimental (n=8). Teste T com corre¢do de Welch para dosagem de T3 e Teste de
Mann-Whitney para dosagem de T4. Os dados sdo apresentados como Média=EPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. ***p<0,001versus Controle; **p<0,01 versus Controle.

Figura S — Variacao de peso corporal materno durante a gestagao.

Peso corporal materno
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Fonte: Costa, VAA.

Peso corporal materno ao final da gestagdo dos grupos Controle (n=5) e Experimental (n=5). Teste T com corregao

de Welch. Os dados sdo apresentados como Média+=EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *p<0,05
versus Controle.
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Figura 6 — Peso corporal da prole de 1, 7, 30 e 90 dias de idade.
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Fonte: Costa, VAA.
Peso corporal da prole em 1, 7, 30 e 90 dias de idade dos grupos Controle (1D: n=6, 7D: n=5, 30D: n=9 e 90D:

n=7) e Experimental (1D: n=12, 7D: n=9, 30D: n=16 e 90D: n=9). ANOVA com pos-teste de Newmann-Keuls.
Os dados sdo apresentados como MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***p<0,001 versus
controle de 30 dias; ***p<0,001 versus Controle de 90 dias.

Figura 7 — Taxa de filtragao glomerular (TFG) da prole de 90 dias de idade.
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Fonte: Costa, VAA.
Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG em mL/min/100g) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) e
Experimental (n=9). Teste t com correcdo de Welch. Os dados sdo apresentados como Média+tEPM. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05. *p<0,05 versus Controle.
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Figura 8 — Numero de corptsculos dos animais de 90 dias de idade.

Numero de corpusculos renais

[«
]

(=2}
1

k%%

N° de corptsculos
i &

Controle 90D Experimental 90D

Fonte: Costa, VAA.

Numero de corptisculos renais da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=5) e Experimental (n=5). Teste
T com corregdo de Welch. Os dados sdo apresentados como Média=EPM. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. ***p<0,001 versus Controle.

Figura 9 — Area do corpusculo renal dos animais de 1, 7, 30 e 90 dias de idade.
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Fonte: A autora.

Area do corpusculo renal da prole em 1, 7, 30 e 90 dias de idade dos grupos Controle (1D: n=6, 7D: n=6, 30D:
n=6 e 90D: n=7) e Experimental (1D: n=7, 7D: n=7, 30D: n=8 e 90D: n=7). Teste de Tukey com corre¢do de
Welch. Os dados sdo apresentados como Média=EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *p<0,05
versus Controle de 1 dia; ***p<0,001 versus Controle de 30 dias.
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Figura 10 — Area do tufo glomerular dos animais de 1, 7, 30 ¢ 90 dias de idade.
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Fonte: A autora.

Area do tufo glomerular da prole em 1, 7, 30 e 90 dias de idade dos grupos Controle (1D: n=6, 7D: n=6, 30D: n=6
e 90D: n=7) e Experimental (1D: n=7, 7D: n=7, 30D: n=8 e 90D: n=7). Teste de Tukey com correcdo de Welch.

Os dados sdo apresentados como Média+tEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***p<0,001 versus
Controle de 30 dias.

Figura 11 — Area do espaco capsular dos animais de 1, 7, 30 ¢ 90 dias de idade.
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Fonte: A autora.

Area do espago capsular da prole em 1, 7, 30 e 90 dias de idade dos grupos Controle (1D: n=6, 7D: n=6, 30D: n=6
e 90D: n=7) e Experimental (1D: n=7, 7D: n=7, 30D: n=8 e 90D: n=7). Teste de Tukey com correcido de Welch.

Os dados sdo apresentados como Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **p<0,01 versus
Controle de 1 dia; ***p<0,001 versus Controle de 30 dias.
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Figura 12 — Porcentagem de area cortical em proliferacao.

Proliferagao celular

Contrt;le 90D Experimental 90D

Fonte: A autora.

Porcentagem de area cortical em proliferacdo da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) e
Experimental (n=7). Teste T com corre¢do de Welch. Os dados sdo apresentados como Média=EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. ***p<0,001 versus Controle. A- Grupo Controle e B-Grupo Experimental.

Figura 13 — C¢lulas em proliferacao

Fonte: A autora.

Células em proliferacao no cortex renal da prole de 90 dias de idade dos Grupos Controle (n=7) (Figura 13A) e

Experimental (n=7) (Figura 13B). Imagem fotografada de lamina submetida & imunohistoquimica de PCNA, em
objetiva de 20x. Nas setas sdo indicadas células em proliferagao.
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Figura 14 — Niveis plasmaticos de T3 e T4 na prole de 90 dias de idade.
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Fonte: Costa, VAA.

Dosagens dos niveis plasmaticos de T3 (em pg/mL) e T4 (em ng/mL) da prole de 90 dias de idade dos grupos
Controle (n=5) e Experimental (n=5). Teste T com correcdo de Welch. Os dados sdo apresentados como
Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6. DISCUSSAO

Esse trabalho dé& continuidade aos estudos iniciados por Costa (2018), que avaliou as
consequéncias metabolicas e funcionais renais do hipotireoidismo materno para a prole de ratas
Wistar. Desta forma, alguns resultados encontrados pelo autor foram citados na secao
Resultados do presente trabalho para justificar as andlises realizadas e dar subsidios para a

discussdo.

Em humanos, o aparecimento da glandula tireoide fetal acontece entre 10? -12* semana
de gestacdo, havendo necessidade de atuacdo dos hormdnios tireoidianos maternos até essa fase
(IDRIS, 2005). Em ratos, o desenvolvimento tireoidiano tem inicio no 9° dia de gestagdo e, a
partir do 18° dia até o nascimento, ocorre uma maturacao da glandula pelo aumento de T3 e T4
do proprio feto. Por este motivo, optou-se por iniciar o tratamento com metimazol no 8° dia de
gestacdo e estendé-lo até o final do periodo de amamenta¢do, com o intuito de induzir um
quadro de hipotireoidismo nas maes do grupo experimental, disturbio que foi confirmado pelos
reduzidos niveis plasmaticos de T3 e T4 livres maternos. O metimazol age sobre a TPO, enzima
que impede a oxidacdo do iodeto, inibindo sua ligacdo com a TG e, consequentemente, a

formacao de T3 ¢ T4 (ABUID; LARSEN, 1974; MOOKADAM et al., 2005).
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Embora o hipotireoidismo resulte em fadiga, ganho de peso, bradicardia fraqueza
muscular, sonoléncia e metabolismo basal baixo (LOPES, 2002), as maes do grupo
experimental apresentaram menor ganho de peso corporal, ao longo da gestagdo, em
comparagao as do grupo controle. Muito provavelmente esse achado possa ser explicado pela
diminui¢do do numero de filhotes/ninhada, constatada ao nascimento, uma vez que ndo houve
variagdo na ingestdo calorica e hidrica analisadas entre os grupos controle e experimental
(COSTA, 2018). Gaujac (2013) observou que a indu¢do do hipotireoidismo, também com
metimazol, apesar de resultar em pesos menores dos rins e coragdes maternos quando
comparados aos apresentados pelas maes do grupo eutircoideo, a massa corporal materna
verificada nos dias 0, 9 e 21 de gestacdao, bem como o nimero filhotes, ndo diferiram entre os

grupos.

Ja com relacao aos dados da prole, o peso corporal dos filhotes 30 e 90 dias do grupo
experimental foi menor que o registrado no grupo controle, nas mesmas idades. E possivel que
o hipotireoidismo materno tenha influenciado negativamente no desenvolvimento corporal da
prole, pelo fato dos hormdnios tireoidianos maternos estarem suprimidos e a tireoide fetal
também ter sido afetada no periodo intrauterino. Esses dados estdo de acordo com os
encontrados por Gaujac (2013), que também encontrou peso corporal reduzido nos filhotes de
23 e 30 dias de maes hipotireoideas. Blazer e colaboradores (2003) realizaram um estudo com
humanos e encontraram que a média do peso corporal de criangas nascidas de maes
hipotireoideas foi menor que a registrada nas criancas de maes eutireoideas. Esta diferenca no

peso foi constatada apesar das maes hipotireoideas terem recebido reposicao com T4.

A funcao renal foi determinada pelo clearance de creatinina e observou-se reducao da
TFG nos animais de 90 dias do grupo experimental quando comparados aos controles, o que
pode ser atribuido ao reduzido nimero de glomérulos também constatado nesse grupo. Ben
Amara e colaboradores (2011) utilizaram mesmo modelo de hipotireoidismo materno, mas com
administracdo de metimazol e selénio do 14° dia de gestagdo até o 14° dia apos o parto. Os
autores constataram que os filhotes de 14 dias de maes hipotireoideas, sem o tratamento com o
selénio, apresentaram aumento de creatinina plasmatica e redugdo de clearance de creatinina,
enquanto que os filhotes de maes hipotireoideas tratadas com selénio tiveram funcdo renal
normal, mostrando que o selénio possa ter um efeito renal protetor. De acordo com estudos de
Iglesias e Diez (2009), adultos e criangas portadores de hipotireoidismo primdrio também

podem apresentar um aumento reversivel de creatinina plasmatica.
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Neste trabalho, o hipotireoidismo materno também influenciou no tamanho dos
corpusculos renais, de forma que as areas do corpusculo renal e do espago capsular foram
menores nos animais de 1 e 30 dias do grupo experimental, enquanto a area do tufo glomerular
se apresentou reduzida somente nos de 30 dias, quando comparadas aos controles de mesma
idade. Perez-Abud e colaboradores (2011) realizaram um estudo com seis grupos diferentes de
ratos: controle, hipotireoideo e hipertircoideo, que receberam ragdo normossodica (0,4%); e
controle, hipotireoideo e hipertireoideo, expostos a ragdo hipersddica (8%). O hipotireoidismo
foi induzido pelo metimazol, enquanto que o hipertireoidismo pela inje¢ao de T4. O tratamento
teve duracdo de seis semanas ¢ nao houve diferengas entre os grupos, quando comparadas as
racdes. Porém, houve diferengas entre o grupo hipotireoideo e hipertireoideo, que receberam
racdo com maior teor de sal. O grupo hipotireoideo apresentou uma diminuicdo das areas
glomerulares, mesangiais e de tufo glomerular, podendo indicar um papel modulatério dos
hormoénios tireoidianos no tufo glomerular, quando os ratos estdo sob ingestao aumentada de
sal. Dados que diferem dos encontrados por Rodriguez-Gomez (2013) que, analisando ratos
Wistar machos tratados com metimazol por 4 semanas, observou somente aumento de capilares
renais, fato que foi considerado como fator protetor contra lesdes renais, uma vez que houve

aumento dos niveis teciduais de fatores angiogénicos nesse grupo.

Além das analises morfométricas, realizou-se um estudo imunohistoquimico para PCNA,
um marcador de células em proliferacao, que evidenciou um aumento na porcentagem de
c¢lulas proliferativas no cortex renal nos animais de 90 dias do grupo experimental, quando
comparados aos controles. Em 1995, Heron e Rakusan avaliaram grupos diferentes de ratos
machos Sprague-Dawley induzidos a distirbios tireoidianos: controle, hipertireoideo,
hipotireoideo e hipotireoideo/hipertireoideo (animais que passaram tanto pelo hipotireoidismo
quanto pelo hipertireoidismo), sendo o hipotireoidismo induzido por propiltiuracil (PTU) e o
hipertireoidismo, pela administracdo de T3. Os autores encontraram aumento da expressao de
células PCNA positivas, por campo analisado, em coragdes dos animais que passaram tanto
pelo hipotireoidismo quanto hipertireoidismo. No caso dos achados renais deste trabalho, ¢
possivel que aumentada porcentagem de proliferacdo celular tenha sido uma tentativa de
compensar os impactos do hipotireoidismo materno no tamanho e nimero de corpusculos renais
da prole, processo que pode ter ocorrido ao longo do desenvolvimento renal. No entanto, este

recurso ndo se mostrou efetivo, uma vez que houve perda de fungao renal.

Por ultimo, apesar de todas as alteracdes encontradas na prole de maes hipotireoideas,

vale salientar que aos 90 dias de idade, os filhotes fémeas controles e experimentais
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apresentavam niveis normais de T3 e T4, ou seja, essas alteracdes sdo realmente consequéncias
do hipotireoidismo materno durante a gestagdo e amamentagdo, fato que reforga a necessidade

e importancia de estudos sobre programagao fetal

7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, o hipotireoidismo materno resultou em
altera¢des morfologicas importantes como reducdo no tamanho dos corpusculos renais em 7 e
30 dias, que apesar ter sido compensada pelo aumento da proliferagdo celular aos 90 dias,
acabaram resultando em perda de fungdo renal na prole, muito provavelmente devido a redugao

no numero de glomérulos nesta idade.
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9. ANEXO

@ Universidade Federal de Uber3ndia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comiss3o de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Fua Ceara, SN - Bloco 2T, sala 113 - CEP 33405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VolP) 3423;
e-mailceva@propp.ufu. br; waw comiseoes propp ufu. br

AMALISE FINAL N° 283/16 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAD DE
AMIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMUFU 10818
Projete  Pesguisac “Efeites do  hipotirecidismo  materno para o
desernvolviments renal e dsseo pos-natais & suas repercussbes na wida
adulta da prole de ratos Wistar™.

Pesquisador Responsavel: Ana Paula Coelho Balbi

O protocolo ndo apresenta problemas de &tica nas condutas de pesquisa com
animais nos fimites da redagio e da metodelogia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CELUA um relatério final

Situagdo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0835: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDAMNCA MO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AD CE PARA FINS DE
ANALISE E AFROVACAD DA MESMA.

Ubariindia, 20 de dezembro de Z016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Cioordenador da CEUAUFU

30



