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Resumo

Quando o ambiente intrauterino ¢ perturbado por fatores como tabagismo, estresse, distirbios
neuroldgicos, infecgdes, doengas enddcrinas, entre outros, a prole pode ter seu
desenvolvimento comprometido e apresentar doengas na vida adulta. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar as alteragdes renais na prole jovem e adulta de ratas Wistar expostas
ao hipotireoidismo somente na gestagdo ou durante a gestacdo e lactacdo. Para isso, os
filhotes fémeas de 30 e 90 dias (D) foram divididos em 3 grupos: Controle (CONTROLE - C)
— filhotes de maes expostas ao eutireoidismo na gestagdo e lactagdo, Grupo Gestacao
(EXPERIMENTAL 1 — El) — filhotes de maes expostas ao hipotireoidismo gestacional e
Grupo Gestagdo/Lactagdo (EXPERIMENTAL 2 — E2) - filhotes de maes expostas ao
hipotireoidismo gestacional e lactacional. Foram avaliados parametros maternos como
consumo de ra¢do e de liquidos, variagdo de peso corporal e dosagens de T3 e T4, e
parametros na prole como dosagens de T3 e T4, provas de funcdo e lesdo renal e coleta de rins
para estudos morfométricos e imunohistoquimicos. Nao houve diferengas entre os grupos para
parametros maternos como consumos hidrico e alimentar e ganho de peso na gestacdo, mas as
maes de E2 apresentaram niveis menores de T3 e T4, em relacdo aos grupos C e El. Os
filhotes de 30D dos grupos E1 e E2 apresentaram menor peso corporal, mas somente os do
grupo E2 tiveram menor peso renal relativo comparados ao grupo C. Dados como colesterol
total, triglicerideos, pressao arterial sistolica e frequéncia cardiaca nao foram diferentes entre
os grupos, mas a fun¢do renal e perda de proteinas urinarias foram menores em E2, em
relagdo aos controles. Os animais experimentais de 30D tiveram menores areas de corpusculo
renal e tufo glomerular, mas esta Gltima s6 permaneceu reduzida nos animais de 90D de E2,
enquanto houve aumento do espago capsular nesses animais. O nimero de células em
proliferagdao foi maior no compartimento tubulointersticial (TBI) dos animais experimentais
de 30D, assim como houve aumento da expressao de alfa actina TBI, mas somente em E2. Os
niveis de T3 sé estavam reduzidos nos animais de 90D de E2, enquanto os de T4 nao foram
diferentes. O hipotireoidismo materno ¢ capaz de programar alteragdes estruturais renais
importantes na prole jovem de ratas Wistar, que podem resultar em perda de funcao renal na
vida adulta. Essas alteracdes sao mais evidentes quando o hipotireoidismo materno ¢ mantido

até o periodo da amamentagao.

Palavras chave: hipotireoidismo materno, fun¢do renal, prole, ratas Wistar.
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Abstract

When the intrauterine environment is disturbed by factors such as smoking, stress,
neurological disorders, infections, endocrine diseases, among others, the offspring may have
its development compromised and present diseases in adulthood. Thus, the objective of this
study was to evaluate renal changes in young and adult offspring from Wistar rats exposed to
hypothyroidism only during pregnancy or during pregnancy and lactation. For this, the 30 and
90 days-old (D) female pups were divided into 3 groups: Controls (CONTROL - C) - pups
from mothers exposed to euthyroidism during pregnancy and lactation, Gestation Gruop
(EXPERIMENTAL 1 — E1) — pups from mothers exposed to gestational hypothyroidism and
Pregnancy/Lactation Gruop (EXPERIMENTAL 2 — E2) — pups from mothers exposed to
gestational and lactational hypothyroidism. Maternal parameters such as food and water
intake, body weight variation and T3 and T4 measurements and parameters in the offspring
such as T3 and T4 plasmatic levels, tests of renal function and injury and kidney removal for
morphometric and immunohistochemical studies were evaluated. There were no differences
between groups for maternal parameters such as water and food consumption and weight gain
during pregnancy, but mothers from E2 had lower T3 and T4 levels, compared to C and E1
groups. The 30D pups from the experimental groups had lower body weight, while only the
E2 pups had lower relative renal weight. Data such as total cholesterol, triglycerides, systolic
blood pressure and heart rate were not different between groups, but renal function and loss of
urinary proteins were lower in E2, compared to controls. The 30D experimental animals had
smaller renal corpuscle and glomerular tuft areas, but the latter was only maintained in the
90D animals from E2, as well as an increase in capsular space. The number of proliferating
cells was higher in the tubulointerstitial compartment (TBI) of the 30D experimental animals,
as well as an increase in the expression of TBI alpha actin, but only in E2. T3 levels were only
reduced in 90D animals from E2, while the T4 levels were not different. Maternal
hypothyroidism is capable of programming important renal structural changes in the young
offspring from Wistar rats, which can result in loss of renal function in adulthood. These
changes are more evident when maternal hypothyroidism is maintained until the breastfeeding

period.

Keywords: maternal hypothyroidism, renal function, offspring, Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 PROGRAMACAO FETAL

A programacdo fetal ocorre quando o ambiente intrauterino é perturbado por fatores
hostis, tais como, tabagismo, sedentarismo, estresse, disturbios neurologicos, infecgoes,
doencgas endocrinas, complicagdes gestacionais ou qualquer situacao que nao ¢ considerada
adequada durante a gestacdo, que podem prejudicar o desenvolvimento do feto
(MARCINIAK et al.; 2017).

Os primeiros estudos sobre programagao fetal foram reconhecidos na década de 1970,
quando dados epidemiologicos de homens e mulheres nascidos durante a segunda guerra
mundial, no periodo de 1924 a 1945, foram avaliados e resultaram em correlagcdes com uma
maior propensdo a doencas cardiovasculares na vida adulta, mas foi a partir da década de
1990 que esses trabalhos ganharam repercussdo, através do pesquisador David Barker, que
investigou a associagdo entre baixo peso ao nascimento e aumento do risco de doenga
coronariana na vida adulta (BERRY; BOEXPERIMENTAL 1ESS; JOHNSON, 2016;
MARCINIAK et al.; 2017).

Acredita-se que algumas doengas apresentadas na vida adulta possam ter sido
programadas na vida intrauterina, devido a algum distarbio desenvolvido e mantido durante a
gestacdo. Um exemplo disso € o diabetes durante a gestagdo, que influencia diretamente o
padrdo de crescimento do feto resultando em macrossomia, além de outras repercussoes (KC;
SHAKYA; ZHANG, 2015). Em modelos experimentais, o diabetes gestacional e obesidade
maternas sdo capazes de induzir restrigdo de crescimento intrauterino, além de alteragdes
metabdlicas na prole, que podem resultar em Diabetes tipo 2 (ZAMBRANO;
NATHANIELSZ, 2013; CAPOBIANCO et al., 2015). Estudos mostram que o ambiente
intrauterino hiperglicémico ndo s6 pode resultar em perturbacdes renais na prole, como a
redu¢do do nimero de nefros, mas também comprometer o sistema cardiovascular, levando a
hipertensdo (SIMEON, 2009). Franga-Silva, Oliveira e Balbi (2015) verificaram que o
diabetes materno do tipo 1, induzido por aloxana, foi responséavel por alteracdes estruturais
renais importantes que resultaram em reducdo da funcdo renal e aumentos da pressado arterial
e da perda de proteinas urindrias na prole de ratas Wistar. Vale destacar que o Diabetes
mellitus € um grupo heterogéneo de doencas que tém em comum a hiperglicemia, resultante
de problemas na produgdo e secrecao de insulina, quando ¢ chamado de tipo 1, ou na agdo

deste hormdnio na periferia do organismo, tipo 2, consequéncia de uma associagdo entre
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resisténcia a insulina e alteragdo na secre¢ao desse hormonio. Quando a doenga acomete
mulheres gravidas, ¢ chamado de diabetes gestacional (AIRES, 2018).

De acordo com Garbert e colaboradores (2012), mulheres que se encontram nas fases
gestacional, pds-parto ou menopausa estdo mais propensas a desenvolverem outros disturbios
endocrinos como o hipotireoidismo. O hipotireoidismo durante a gestagdo acomete de 2 a 3%
das mulheres e pode provocar complicagdes maternas e uma série de efeitos deletérios para a
prole como: parto prematuro, aborto, retardo no crescimento fetal ¢ no desenvolvimento
neuropsicologico (BALUCAN; MORSHED; DAVIES, 2013; DOUSDAMPANIS et al.,
2014; NAWROTH et al.,, 2004; ROVET, 2014; ZIMMERMANN, 2012; VARGAS-
URICOECHEA; BONELO-PERDOMO; SIERRA-TORRES, 2014). Além disso, a crianga
que nasce com deficiéncia de hormonios tireoidianos (HT), estd exposta ao atraso no seu
desenvolvimento (DE ESCOBAR; OBREGON; DEL REY, 1987), além de apresentar
prejuizo na coordenagdo motora, displegia espastica, hipotonia muscular, estrabismo e
disturbios de aprendizado (BUYUKGEBIZ, 2003).

O individuo cuja funcdo da tireoide estd normal encontra-se no chamado estado
eutireoideo. O estado clinico resultante de alteragdao da funcao tireoidiana ¢ classificado em
hipotireoidismo (baixa fun¢do) ou hipertireoidismo (fungdo excessiva). A deficiéncia ou
excesso na produgdo dos HT pode ser resultante de distirbios em qualquer nivel do eixo
hipotalamico-hipofisario-tireoidiano (MOLINA, 2014). O hipotireoidismo caracteriza-se pela
diminui¢do ou a ndo producdo dos hormodnios triiodotironina (T3) e tiroxina ou
tetraiodotironina (T4), seja pela deficiéncia de iodo, causa bastante comum, ou por inflamagao
cronica da tireoide causada pelo sistema imune caracterizando a doenga de Hashimoto
(ZALETEL; GARBERSCEK, 2011). O quadro de hipotireoidismo, que tem como origem
alteracdes na glandula tireoide, ¢ chamado de primario, constituindo uma das causas mais
comuns de doengas endocrinas, de acordo com Chakera e colaboradores (2012). J& o
hipotireoidismo, que afeta estruturas centrais como hipotdlamo e hipdfise, ¢ chamado de
central e geralmente ¢ causado por tumores ou irradiagdes, interferindo diretamente na
producdo de Hormdnio Estimulante da Tireoide (TSH) ou do Hormonio Liberador de

Tireotrofina (TRH) (GUPTA; LEE, 2011).

1.2 TIREOIDE

A tireoide ¢ uma glandula alveolar, altamente vascularizada, localizada na parte

anterior do pescoco, logo a frente da traqueia. Consiste em 2 lobos (direito e esquerdo)
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conectados pelo istmo glandular, ¢ formada por células foliculares (envolvidas na sintese de
HT), células endoteliais, células parafoliculares ou C (secretoras de calcitonina), fibroblastos,

linfocitos e adipdcitos (MOLINA, 2014) (Figura 1).

Figura 1. Glandula tireoide representada macro e microscopicamente.

laringe

F: células foliculares. C: coloide.

Fonte: KOEPPEN; STANTON, 2012 (modificada).

Na primeira imagem temos a representagdo da Tireoide, uma glandula em formato de borboleta que se localiza
na regido anterior a traqueia, que ¢ divida em dois 16bulos (direito e esquerdo) ligados pelo istmo na porgédo
central. A segunda e a terceira imagem representam a estrutura microscopica da glandula, que consiste em
foliculos (F) formados por células epiteliais denominadas tireocitos que circundam um espago chamado coloide

©.

A sintese e liberagdo dos HT sdo reguladas, por retroalimenta¢do negativa, pelo eixo
hipotaldmico-hipofisario-tireoideano. O TRH, produzido por neurénios localizados no nucleo
paraventricular hipotaldmico, atua na hipdfise anterior estimulando a produgdo de TSH, por
células chamadas de tireotrofos. O TSH, por sua vez, alcanga a glandula tireoide onde induz a
produgdo e liberacdo de T3 e T4 para a circulacdo sistémica (FEKETE; LECHAN, 2013). A
liberacao dos componentes centrais deste eixo (TRH e TSH) ¢ diretamente regulada pelos
periféricos (HT), de forma que a liberacdo de TRH e TSH ¢ inibida principalmente por T3 (a
partir da conversdao de T4 em T3 no hipotadlamo e hipofise,). A contribuicdo deste T3, de
origem intracelular, na inibicdo de TRH e TSH, por retroalimentagdo, negativa ¢ maior que a

de T3 derivada da circulacio (MOLINA, 2014).
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A tireoide libera maiores quantidades de T4 do que de T3, de modo que as
concentragdes plasmaticas de T4 sdo 40 vezes maiores que as de T3, embora T3 seja a forma
biologicamente ativa do hormonio. O T4 se liga mais efetivamente as proteinas plasmaticas
de ligacdo e, portanto, apresenta menor taxa de depuracao metabdlica e meia-vida plasmatica
mais longa (7 dias) do que a de T3 (1 dia). Além disso, praticamente todas as células do
organismo apresentam receptores para os HT e, nestas células, a maior parte de T4 serd
convertida em T3 pelas enzimas desiodinases. A sintese dos HT ocorre resumidamente de

acordo com as seguintes etapas na Figura 2:

Figura 2. Sintese ¢ liberacdo de HT pela glandula tireoide.
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o - VAN
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/TG\T
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Tireoglobulina . 3 a W
[= = DIT i Proteases
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Fonte: KOEPPEN; STANTON 2012 (modificada).

1) sintese de tireoglobulina (TBG) pelos foliculos tireoidianos e seu armazenamento no limen folicular, onde
fica o coloide;

2) captagdo de iodeto pela NIS (proteina cotransportadora de s6dio-iodeto) pelos foliculos tireoidianos, a partir
da corrente sanguinea, e seu transporte pelo tiredcito até alcangar o coloide (pela pendrina);

3) oxidagdo do iodeto feito pelas tireoperoxidades (TPO);

4) iodagdo da tirosinas presentes nas moléculas de TBG, dando origem as monoiodotirosinas (MIT) e as
diiodotirosinas (DIT),

5) conjugacdo das iodotirosinas, de forma que a jungdo de MIT+DIT resulte em T3 e a de DIT+DIT, em T4;

6) endocitose do coloide pelo tiredcito;
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7) clivagem e liberag@o de T3 e T4 para a corrente sanguinea (KOEPPEN; STANTON, 2012).
1.3 HIPOTIREOIDISMO EM ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O quadro de hipotireoidismo experimental pode ser obtido pela tireoidectomia materna
seguida por um tratamento com drogas antitireoideanas ou mantendo-se as ratas gravidas sob
a acdo de agentes antitireoideos, como 2mercapto-1-metimazol ou propiltiuracil (PTU),
(ARGUMEDO; SANZ; OLGUIN, 2012; CATTANI et al., 2013; SALA-ROCA et al., 2002;
ZAMONER; PESSOA-PUREUR, 2011).

Neste trabalho, optou-se pelo modelo de hipotireoidismo materno induzido pela
administracdo de metimazol, diluido na agua filtrada (0,02%) dos grupos experimentais. Esta
droga bloqueia a enzima TPO, cuja fungdo ¢ a oxidagdo central do iodeto e, desta forma, a
incorporag¢do do iodo a TBG (ABUID; LARSEN, 1974). A inativa¢do da enzima provocada
pelo efeito do metimazol, tem como resultado a inibicdo direta da sintese de T4 e,

consequentemente a de T3 (MOOKADAM et al., 2005).

1.4 SISTEMA RENAL

Macroscopicamente os rins sdo divididos em 2 regides: uma mais clara e mais
externa, chamada de cértex renal, e outra mais interna e mais escura, a medula renal, onde
estdo localizadas as piramides renais, cuja base encontra-se voltada para o cortex e o apice
termina nas papilas renais, estruturas localizadas nos calices menores. Os célices menores se
fundem originando os calices maiores que posteriormente se expandem, dando origem a
pelve, que se alonga e passa a se chamar ureter, responsavel por conduzir a urina formada
pelos nefros (GANDHI; CHAVAN, 2019). Considerando a anatomia microscopica renal,
destacam-se os nefros, que sdo uma sequéncia tubular composta por corpusculo renal, o
tubulo contorcido proximal, a alca de Henle, o tibulo contorcido distal e o sistema do ducto
coletor, além de varios vasos sanguineos de pequeno calibre, chamados de arteriolas e vénulas

(BENTLEY; et al, 2007 ), como representado na figura abaixo (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura macroscdpica e microscopica do rim humano.

Pirdmide

Veia ranal

ona
exlemna

medula

Tibulo coletor

Fonte: KOEPPEN; STANTON, 2012

Na primeira imagem temos a anatomia macroscopica do rim, que ¢ divido em duas regides, cortex em tons
escuros € medula em tons mais claros, estd por sua vez, possui estruturas tais como pirdmides renais, calices
maiores e menores, pelve renal e ureter. Na segunda imagem observamos a anatomia microscopica, onde se

destacam os nefros e suas regides: tibulos contorcidos (proximal e distal), alca de Henle e tubulos coletores.

Os rins desempenham diversas fungdes no organismo, sendo sua unidade funcional
denominada de nefro. Essas unidades sdo responsaveis pela filtracdo sanguinea, retencao e/ou
eliminagdo de diversos ions, pelos processos de reabsor¢do e secre¢do tubulares, além de
auxiliarem na regulacdo da pressdo arterial, no pH dos liquidos corporais, entre outras
fungdes, mas para que isso ocorra, o desenvolvimento deste O0rgdo exige interacdes entre
tecidos e eventos morfogenéticos complexos (SCHEDL, 2007).

O desenvolvimento embrionario dos rins passa por alguns estagios de formacao
denominados, pronefro, mesonefro e metanefro. Na maioria dos mamiferos, incluindo,
portanto, humanos e roedores, os pronefros e mesonefros aparecem cedo na gestacdo e

sofrem regressdo, ao passo que os metanefros se diferenciam e ddo origem ao rim adulto. Os
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rins definitivos desenvolvem-se a partir do blastema metanéfrico e do broto ureteral, que ¢é
primordio do ureter, da pelve renal, dos calices e dos tubulos coletores (MOORE, 2008). No
entanto, em humanos, todo o desenvolvimento renal ocorre durante o periodo de vida
intrauterino, enquanto que em roedores, a conclusao deste processo s6 se completa apos o
nascimento (MICHOS, 2009). E importante destacar que a gravidez humana tem duragio de
mais ou menos 40 semanas, enquanto que a de ratos, de 21 dias. Por toda a complexidade
inerente a esse processo, se a ela forem somadas alteragcdes no ambiente intrauterino, algumas
anomalias renais e do trato urinario podem acontecer, levando a complicagdes futuras

(COSTANTINI; KOPAN, 2010).

1.5 TIREOIDE E OS RINS

Os efeitos dos HT consistem principalmente em estimular o metabolismo celular,
sendo de fundamental importancia para o desenvolvimento, crescimento, metabolismo
(KOEPEN, STANTON, 2012) e funcionamento adequado de todos os sistemas como:
cardiovascular, renal, imunoldgico, reprodutor, nervoso, entre outros (VANDERPUMP,
TUNBRIDGE 2005). Nos rins, os HT alteram o tamanho, peso e estrutura desses 6rgaos
durante o desenvolvimento e em animais adultos (SLOTKIN et al, 2012), uma vez que o T3
influencia pardmetros hemodinamicos sistémicos e exercem importantes efeitos
cardiovasculares (LOUZADA; CARVALHO, 2018). Com relagdo ao aspecto funcional, os
HT tém efeitos pré-renais e renais diretos, os pré-renais sao mediados por influéncia dos HT
no sistema cardiovascular e fluxo sanguineo renal; enquanto os efeitos renais diretos sdo
mediados pelas agdes dos HT na taxa de filtragdo glomerular (TFG), nos processos
reabsortivos e secretores tubulares, bem como pela influéncia hormonal na fisiologia tubular
renal (BASU, MOHAPATRA, 2014).

Alteragdes estruturais renais podem ser verificadas pela marcagdo para alfa actina. A
actina ¢ a principal proteina do sistema de microfilamentos de células eucaridticas. A
presenca da a-SMA (a-actina do musculo liso) no rim adulto em condi¢cdes normais estd
restrita @ musculatura vascular, com fun¢do de contratilidade (JOHNSON et al, 1991). Essa
proteina também estd expressa em maior quantidade nos glomérulos e capilares peritubulares
durante o inicio do desenvolvimento renal e essa expressao desaparece com a maturacao dos
glomérulos e capilares peritubulares (TUFRO-MCREDDIE et al, 1994). Tem sido

demonstrado que sob condig¢des patoldgicas, as células mesangiais, tubulares e intersticiais
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apresentam alteragdes no fendtipo, passando a expressar a alfa actina e algumas proteinas de
filamentos intermediérios, tornando-se potencialmente capazes de produzir mais colageno e
outros elementos da matriz extracelular (IGNOTZ, ENDO, MASSAGE, 1987; JOHNSON et
al, 1991; EL NAHAS et al, 1996).

Durante o desenvolvimento renal, também foi observado um numero elevado de
cé¢lulas PCNA (antigeno nuclear de proliferagdo celular) positivas na zona nefrogénica nos
primeiros estagios da diferenciacdo glomerular epitelial (MARQUEZ et al, 2002). O PCNA ¢
uma proteina nuclear de 36 kDa que esta associada com o ciclo celular (HALL et al, 1990) e
varios estudos de imunohistoquimica realizados com anticorpos anti-PCNA mostram que eles
sdo capazes de identificar células na fase de divisdo (HALL et al, 1990; MARQUEZ et al,
2002) pois sua expressdo estd aumenta da fase final “G1” para as fases iniciais “S” do ciclo

celular.

2. JUSTIFICATIVA

Existem dados na literatura sobre as repercussdes de disturbios tireoidianos, durante a
gestagdo, para a propria mae e parte dos seus efeitos 6sseos e neuroldgicos para a prole. Jena e
colaboradores (2012) até mostraram que o hipotireoidismo, induzido por PTU em neonatos,
parece prejudicar o crescimento e desenvolvimento renais interferindo possivelmente na
funcdo renal desses animais, regulando a expressdo de genes envolvidos com atividade
antioxidante. No entanto, esses autores apresentaram indicativos indiretos de
comprometimento funcional renal nos neonatos. Um estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa mostrou que o hipotireoidismo materno, durante a gestagdo e lactacdo, foi capaz de
reduzir o tamanho da ninhada e prejudicar os desenvolvimentos corporal e renal da prole,
resultando em perda de funcdo renal (COSTA et al, 2018). Desta forma, para dar
continuidade a esse estudo e devido a escassez de dados sobre o assunto na literatura, este
trabalho avaliou se o hipotireoidismo materno, induzido por metimazol, durante a gestagao

e/ou lactacdo, poderia resultar em alteragdes renais na prole jovem e adulta de ratas Wistar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as repercussoes renais do hipotireoidismo materno, induzido nas fases
somente de gestagdo e durante a gestagcdo/lactacdo, para a prole jovem e adulta de ratas

Wistar.

3.2 Especificos

Avaliar se os quadros de hipotireoidismo somente durante a gestagdo e na

gestacdo/lactacdo podem alterar:

a) os consumos hidrico e alimentar, bem como interferir no ganho de peso, maternos;

b) os pesos corporal e renal da prole jovem e adulta de ratas Wistar;

¢) o perfil lipidico, fung¢do renal, excrecao urinaria de proteinas e pressao arterial sistolica
da prole jovem e adulta de ratas Wistar,

d) a quantificagdo do numero de células renais em proliferacdo e a expressao de alfa
actina, através de estudos imunohistoquimicos, na prole jovem e adulta de ratas
Wistar,

e) a arquitetura renal, avaliando as areas dos corpusculos renais (CR), tufos glomerulares
(TG) e espagos capsulares (EC), através de estudos morfométricos, na prole jovem e
adulta de ratas Wistar;

f) osniveis plasmaticos de T3 e T4 na prole jovem e adulta de ratas Wistar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

A metodologia apresentada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica para
Utiliza¢do de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com protocolo
registrado sob numero CEUA/UFU 108/16 (Anexo).

Foram utilizados para acasalamento 20 ratas Wistar de aproximadamente 180g e 10
ratos Wistar de 300g, provenientes do Biotério Central da Rede de Biotério de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Esses animais foram alocados em caixas
e separados por sexo no antigo Biotério da Area de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM-UFU). No final de cada tarde, as fémeas foram colocadas nas
caixas dos machos, numa propor¢do de 2 a 3 fémeas para cada macho. No dia seguinte pela
manha, as fémeas foram recolocadas em suas caixas originais ¢ submetidas ao esfregaco
vaginal para a constatacdo de uma possivel gravidez, pela presenca de espermatozoides no

esfregaco.

4.2 Delineamento Experimental

As ratas gravidas foram separadas em caixas individuais e seus filhotes (fémeas)
divididos nos seguintes grupos:

CONTROLE (C): filhotes de 30 (n= 7) e 90 (n=7) dias de maes que beberam agua
normalmente durante a gestacao até o periodo de desmame, cerca de 21 dias apds a gestacao.

EXPERIMENTAL 1 (E1): filhotes de 30 (n= 9) ¢ 90 (n=9) dias de maes que
receberam o metimazol, diluido na 4gua filtrada (0,02%), desde o 8° dia de gestagdo até o
nascimento da prole.

EXPERIMENTAL 2 (E2): filhotes de 30 (n=9) ¢ 90 (n=9) dias de maes que
receberam o metimazol, diluido na 4gua filtrada (0,02%), desde o 8° dia de gestagcdo até o
periodo de desmame, cerca de 21 dias ap0s a gestagao.

No quinto dia pos-parto foram coletadas amostras de sangue materno dos 3 grupos
propostos para dosagem de hormdnios T3 e T4, para confirmagdo dos quadros eutireoideo das
ratas do grupo Controle e identificagdo da funcdo tireoidiana materna dos grupos
experimentais (E1 e E2). A dosagem desses hormonios também foi realizada nos filhotes de

90 dias de todos os grupos.
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4.3 Coleta de rins, determinacdo da relacdo peso renal/peso corporal .

Apbds o nascimento, os filhotes fémeas de 30 dias foram pesados, anestesiados com
Halotano (Cristdlia) e tiveram seus rins retirados e também pesados para determinagdo da
relagdo peso renal/peso corporal. Apds a pesagem, os rins foram fixados em metacarn por 24
horas e deixados em dalcool 70% até o momento da inclusdo. Em seguida, os rins foram
processados ¢ incluidos em parafina para estudos posteriores.

Os animais de 90 dias dos grupos propostos, primeiramente foram submetidos a
aferi¢do da pressdo arterial sistolica (PAS) e posterior coleta de sangue e urina para realizacao
das dosagens de colesterol (CT), triglicerideos (TGL), taxa de filtragdo glomerular (TFG) e
excrecdo urinaria de proteinas (EUP), para depois serem anestesiados também para coleta dos
rins (como descrito acima). Os rins incluidos em parafina foram submetidos a realizagdo de
cortes de 5 um de espessura, com auxilio de um micrétomo, para coloragdo com Picrosirius

red para morfometria e estudos imunohistoquimicos.

4.4 Determinacao do Perfil Lipidico

Os niveis de CT foram determinados, pelo método enzimatico-Trinder e avaliado nos
animais de 90 dias dos 3 grupos propostos (C: n=7, El: n=9 e E2: n=9). Os ésteres de
colesterol sdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase a colesterol livre e 4cidos graxos. O
colesterol livre ¢ oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de
hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol ¢ a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade maxima
em 500nm. A intensidade da cor vermelha formada na reagao final ¢ diretamente proporcional
a concentracao do colesterol na amostra (RIFAI; WARNICK; DOMINICZAK, 2000).

Os TGL também foram determinados por método enzimatico-Trinder nos animais de 90
dias dos 3 grupos propostos (C: n=7, E1: n=9 e E2: n=9). A lipoproteina lipase promove
hidrolise dos TGL liberando glicerol, que ¢ convertido pela acdo da glicerolquinase, em
glicerol-3-fosfato. Este ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca de
glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reagdo de acoplamento entre perdxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela enzima peroxidase, produzindo

uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 505nm. A intensidade da cor
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vermelha formada ¢ diretamente proporcional a concentragdo de TGL na amostra (RIFAI;

WARNICK; DOMINICZAK, 2000).

4.5 Determinagao da PAS

A PAS foi avaliada de maneira indireta por pletismografia nos filhotes de 90 dias dos
3 grupos propostos (C: n=7 ¢ El: n=9 e E2: n=9). Antes da medida efetiva de PAS, os
animais passaram por um periodo de habituagdo de 4 dias, com medida efetiva no 5° dia.
Tanto para a habituacdo, quanto para a medida efetiva, os animais foram previamente
aquecidos em uma camara durante alguns minutos e, em seguida, submetidos & mensuragao
da PAS utilizando-se um manguito e um eletrodo, colocado diretamente na cauda desses
animais. Os sinais captados foram amplificados pelo software PowerLab (ADInstruments) e
convertidos pelo LabChart 7 Pro (ADInstrutments) em valores de PAS em mmHg
(FRANCA, OLIVEIRA, BALBI, 2015).

4.6 Estudos de fungao renal

Para os estudos de fungdo renal dos 3 grupos, os filhotes de 90 dias (C: n=7 ¢ E1 e E2:
n=9) foram colocados em gaiolas metabdlicas durante 24 horas para adapta¢do. 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 TFG, a dosagem de creatinina urindria e plasmatica foi
feita utilizando-se um método colorimétrico (YAN et al., 2014).

A EUP foi determinada nos filhotes de 90 dias dos 3 grupos (C: n=7 e El e E2: n=9)
por colorimetria com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest). Esta substincia reage com
o molibdato de sédio formando um complexo que, quando combinado com a proteina em
meio acido desenvolve um cromoéforo de cor azul. A absorbancia resultante obtida pela leitura
das amostras em espectrofotometro ¢ diretamente proporcional a concentragdo de proteina na

amostra (MORALIS et al, 2018).
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4.7 Dosagem de HT

Os niveis plasmaticos de hormoénios T3 e T4 foram dosados em amostras de sangue
coletadas das ratas no quinto dia poés-parto e nos filhotes de 90 dias dos grupos propostos,

pela técnica de eletroquimioluminescéncia.

4.8 Estudos de Morfometria

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 analise morfométrica, que consistiu em determinagdo das 4reas de
corpusculos renais, tufos glomerulares e espaco capsular, utilizando-se um software (HL
Image ++ 97). Foram analisados 20 glomérulos por lamina em fotografia, obtidos nas objetiva
de 10x. As areas pretendidas (corpusculo renal, tufo glomerular e espago capsular) foram

medidas em micrdmetros (MORAIS et al, 2018).

4.9 Estudos Imunohistoquimicos

Os cortes de tecido renal também foram submetidos a andlise imunohistoquimica,
sendo incubados com o anticorpo primario monoclonal, na dilui¢do de 1/1000 :

- anti-PCNA (Sigma Chemical Company), durante 30 minutos em temperatura ambiente.
- anti-a-SMA (Sigma Chemical Company), overnight a 4°C.

Em seguida, os cortes foram submetidos a uma nova incubagdo, com anticorpo
secundario anti-IExperimental 1 de camundongo (1/200 — monoclonal — Vector Laboratories)
durante 30 minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi detectada com o sistema avidina-
biotina peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adi¢cao de 3,3 diaminobenzidina (DAB)
(Sigma Chemical Company) juntamente com peroxido de hidrogénio permitiu o

desenvolvimento de cor e a contracoloracao foi feita com metilgreen.

4.10 Avaliacao dos estudos imunohistoquimicos

A imunohistoquimica para o anticorpo anti-a-SMA foi avaliada analisando-se a
porcentagem do glomérulo e/ou do compartimento tubulointersticial (TBI) renal marcado,

atribuindo-se um escore de 0 a 4. O escore 0 equivale em 0 a 5% do campo marcado, o escore
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1, entre 5 ¢ 25%, o escore 2, entre 25 ¢ 50%, o escore 3, entre 50 ¢ 75% ¢ o escore 4, entre 75
e 100% (KLIEM et al., 1996). Ja as reacdes de PCNA foram analisadas pela contagem de
células positivas por glomérulo ou compartimento TBI renal. Foi determinado um escore ou
numero médio de células por compartimento glomerular ¢ TBI para cada animal, sendo que
analise foi realizada na lamina inteira. Ambas as avaliagdes foram feitas utilizando um

microscopico Optico na objetiva de 40x resultando na magnificacdo de 400x.

4.11 Andlise estatistica

A andlise estatistica 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 distribui¢ao normal, utilizou-se um
teste paramétrico para analise dos dados, sendo, foi utilizado um teste ndo-paramétrico. Os
testes utilizados para cada pardmetro estudado estd citado em cada um dos graficos da secdo

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

5. RESULTADOS

5.1 DADOS MATERNOS

Os consumos hidrico e alimentar maternos foram avaliados durante 5 dias ao longo da
gestacdo, enquanto o peso corporal avaliado no inicio e no final da gestagdo. Nao houve
diferengas entre os grupos para os consumos de ra¢do e de liquidos (Figura 4) e para a

variagdo de peso durante a gestagdo (Figura 5).

Figura 4 — Consumos alimentar e hidrico maternos dos grupos C, E1 e E2.

A - Consumo de ragao
301 B - Consumo hidrico

I [ Controle
[ Experimental 1: G
@@ Experimental 2: GL

Volume (mL)
H
<

0 T T

0 T T

Grupos (Mées) Grupos (Maes)

ANOVA com pos-teste de Tukey (C: n=7, E1: n=7 e E2: n=8). Os resultados representam a média + EPM. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 5 — Variacao de peso corporal materno durante a gestagao dos grupos C, E1 e E2.

150+
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0 T T
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ANOVA com pos-teste de Tukey. (C: n=7, E1: n=7 e E2: n=8). Os resultados representam a média + EPM. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

A dosagem dos hormoénios T3 e T4 foi feita em amostras de sangue maternas coletadas
no 5° dia pos-parto, durante o periodo de amamentacao. As maes de E2 apresentaram redugao
de T3 e T4, quando comparadas as maes dos demais grupos, demonstrando que o uso de
metimazol durante a gestacdo e lactagdo resulta em quadro de hipotireoidismo materno e que
esse quadro ¢ revertido quando a droga ¢ administrada somente durante a gestacdo, ou seja, as

maes de E1 encontravam-se eutireoideas no periodo lactacional (Figura 6).

Figura 6 — Dosagens dos hormonios T3 e T4 das maes dos grupos C, E1 e E2 no 5° dia pos-

parto.
A - Triiodotironina (T3) B - Tetraiodotironina (T4)
4- 2.5
3 Controle
5 —_ 2.0- | T cd Exper?mental 1: G
- @8 Experimental 2: GL
§ 1.5
4 £
5 1.0
1- Riid osidd ¥ | =
0.54
i ***C***E1
0 . . 0.0 . ; .
Grupos (Maes) Grupos (Maes)

ANOVA com pos-teste de Tukey. (C: n=7, E1: n=7 e E:2 n=8). Os resultados representam a média £ EPM. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus C: ***E1: p<0,001 versus E1.
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5.2 DADOS DA PROLE

A dosagem de T3 e T4 foi realizada também nos filhotes de 90 dias. S6 foram
observadas diferencas significativas para os niveis plasmaticos de T3, uma vez que os filhotes
de E2 apresentaram reducdo desse hormoénio, em relagdo aos filhotes dos outros grupos
(Figura 7). Nao houve diferencas entre os grupos para os niveis de T4, ou seja, os filhotes dos

grupos experimentais nao podem ser considerados hipotireoideos.

Figura 7 — Dosagens dos hormonios T3 e T4 dos filhotes de 90 dias dos grupos C, El e E2.

A - Triiodotironina (T3) B - Tetraiodotironina (T4)
5- 4-
3 Controle

4- 3 Experimental 1: G
= I I = 3 @@ Experimental 2: GL
g 3' **c***E1 g I
=) S 2-
=5 £
- N

14 i

0 T T o T T

Grupos (90D) Grupos (90D)

ANOVA com pos-teste de Tukey [C (90): n=7, E1 (90): n=9, E2 (90) n=9]. Os resultados representam a média +
EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; ***E1: p<0,001 versus E1.

Os filhotes de 30 dias de E1 apresentaram menor peso corporal do que os controles de
mesma idade, enquanto que os de E2 também, quando comparados aos controles e E1. Ja o
peso relativo renal foi menor somente na prole de 30 dias de E2, em relagdo aos outros
grupos, mostrando que o hipotireoidismo materno, durante a gestacdo e lactagdo, pode

interferir com o desenvolvimento corporal e renal da prole.
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Figura 8 — Peso corporal e peso renal relativo dos filhotes de 30 e 90 dias dos grupos C, El e

E2.
A - Peso corporal B - Peso renal relativo
**+30D 1.5-
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& - ~CcEl $
0 T T T T T T 0.0 T T T T
30D 90D 30D 90D

A - Peso corporal: Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com
IQ 75 e 1Q 25. B - Peso renal relativo: ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média +
EPM. [C (30): n=7, E1 (30): n=9, E2 (30:) n=9; C (90): n=7, E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C;
***E1: p<0,001 versus E1; **E1: p<0,01 versus E1; ***30D: p<0,001 versus grupos de 30D.

Nao houve diferencgas entre grupos para os niveis plasmaticos de CT e TG (Figura 9),

PAS e frequéncia cardiaca (Figura 10).

Figura 9 — Niveis plasmaticos de CT e TGL dos filhotes de 90 dias dos grupos C, E1 e E2.

A - Colesterol total B - Triglicerideos
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A - CT: ANOVA com pods-teste de Tukey. Os resultados representam a média £ EPM. B - TGL: Teste de
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. [C (90): n=7,
E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 10 — PAS e frequéncia cardiaca dos filhotes de 90 dias dos grupos C, E1 e E2.

A - Pressao arterial sistdlica B - Frequéncia cardiaca
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ANOVA com pos-teste de Tukey [C (90): n=7, E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. Os resultados representam a média
+ EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Pode-se perceber uma tendéncia de alteracio da TFG e EUP nos grupos
experimentais, embora somente os filhotes de 90 dias de E2 tenham de fato apresentado

menores TFG e EUP, em comparagdo aos controles de mesma idade (Figura 11).

Figura 11 — Taxa de filtragdo glomerular e Excrecdo Urinaria de Proteinas dos filhotes de 90

dias dos grupos C, E1 e E2.

A - Taxa de filtragdo glomerular B - Excregédo urinéria de proteina
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A - TFG: ANOVA com poés-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. B - EUP: Teste de
Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25 [C (90): n=7,
E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. *C: p<0,05 versus C.

Quanto aos estudos morfométricos, observou-se que as areas dos corpusculos renais e

tufos glomerulares aumentaram ao longo do tempo, sendo maiores em 90 dias quando
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comparados aos 30 dias, mas os filhotes de 30 dias do grupo E2 apresentaram menores areas
de corptisculo renal e tufo glomerular em relagdao aos controles. A alteragdo na area do tufo
glomerular se manteve nos filhotes de 90 dias de E2, além do aumento do espago capsular,
quando comparados aos controles ¢ El. A alteragdo na arquitetura corpuscular, mais
precisamente na area disponivel para filtragdo, pode ter contribuido para o comprometimento

da fun¢do renal na prole de E2.

Figura 12 — Areas do corpusculo renal, tufo glomerular e espago capsular dos filhotes de 30 e
90 dias dos grupos C, E1 ¢ E2.

A - Area do corpusculo renal B - Area do tufo glomerular
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A e B - Areas do corpusculo renal e do tufo glomerular: ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados
representam a média = EPM. C - Area do espago capsular: Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Os
resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25 [C(30): n=7, E1 (30): n=9, E2 (30): n=9; C (90): n=7, El
(90): n=9, E2 (90): n=9]. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C; **E1: p<0,01
versus E1; *E1: p<0,05 versus E1; ***30D: p<0,001 versus grupos de 30D.
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O nuimero de células em proliferagao foi avaliado pelo estudo imunohistoquimico para
PCNA e foi maior no cortex renal dos animais de 30 dias quando comparados aos de 90 dias,
ou seja, a proliferagdo celular diminui ao longo do tempo, mas nos animais de 30 dias dos
grupos experimentais a proliferacdo no compartimento TBI foi mais evidente, em relacao aos
controles (Figuras 13 e 14). J4 a alfa actina ¢ um marcador de lesdo renal e ndo foi diferente
entre 0s grupos no compartimento glomerular, mas no compartimento TBI, a marcagdo para

alfa actina foi maior em E2 quando comparado aos controles (Figuras 15 e 16).

Figura 13 — Avaliagio do numero de células em proliferagdio nos glomérulos e

compartimento TBI do cortex renal dos filhotes de 30 e 90 dias dos grupos C, E1 e E2.
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A e B — PCNA glomerular e TBI: ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM
[C (30): n=7, E1 (30): n=9, E2 (30): n=9; C (90): n=7, E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. ***C: p<0,001 versus C;
***30D: p<0,001 versus grupos de 30D.
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Figura 14 — Marcagdo para PCNA nos glomérulos e compartimento TBI do cortex renal dos

filhotes de 30 e 90 dias dos grupos C, E1 ¢ E2.

CONTROLE EXPERIMENTAL 1 EXPERIMENTAL 2

A, a: C de 30 e 90 dias; B, b: E1 de 30 e 90 dias e C,c: E2 de 30 e 90 dias, respectivamente. Notar maior nimero
de células em proliferagcdo no cortex renal dos animais de 30 dias (A, B e C), em relacdo aos de 90 dias (a, b e ¢),
e no compartimento TBI dos animais de 30 dias de E1 e E2 quando comparados aos controles. Seta preta: célula
em proliferagdo.

Figura 15 — Avaliacdo da expressdo de alfa-actina glomerular e TBI do cortex renal dos
filhotes de 30 e 90 dias dos grupos C, E1 e E2.

A - Alfa actina glomerular B - Alfa actina TBI
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A — alfa actina glomerular: ANOVA com poés-teste de Tukey. Os resultados representam a média =+ EPM. B —
Alfa actina TBI: Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q
75 ¢1Q 25 [C (90): n=7, E1 (90): n=9, E2 (90): n=9]. *C: p<0,05 versus C, *E1: p<0,05 versus E1.
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Figura 16 — Marcacdo para alfa actina glomerular e TBI no cortex renal dos filhotes de 30 e

90 dias dos grupos C, E1 e E2.
CONTROLE EXPERIMENTAL 1 EXPERIMENTAL 2

A, a: C de 30 e 90 dias; B, b: E1 de 30 e 90 dias e C,c: E2 de 30 e 90 dias, respectivamente. Notar a expressdo
predominante de a-SMA na musculatura lisa dos vasos

6. DISCUSSAO

Durante a gravidez, ocorre uma série de adaptagdes fisioldgicas necessarias para o
desenvolvimento e manuten¢do do feto, sendo a tireoide um exemplo de 6rgdo que tem sua
funcdo modificada ao longo da gestacdo. Como resposta aos niveis plasmaticos aumentados
de estrogénios na gravidez e os efeitos hepaticos desses hormodnios, a concentragdo plasmatica
de TBG aumenta. Esse aumento interfere diretamente nos niveis plasmaticos de HT, ou seja,
devido a redugdo de T3 e T4 livres, por uma maior ligagdo desses hormonios as proteinas
plasmaticas, a tireoide aumenta a produc¢ao total de HT. A propria tireoide sofre influéncia da
gonadotrofina corionica (hCG) e tem seu tamanho aumentado nessa fase, uma vez que ha
homologia molecular entre TSH e hCG e também entre os receptores para esses hormonios.
Além disso, uma elevada taxa de desiodinagdo placentiria também pode interferir no
metabolismo materno dos HT (GLINOER, 1997). Sendo assim, a fungdo tireoidiana de
mulheres saudaveis gravidas ¢ diferente de mulheres saudaveis nao gravidas. Além disso,
dependendo da fase da gestagdo em humanos, as dosagens maternas de TSH, T3 e T4 (livres
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e/ou total) podem variar justamente devido as adaptagdes pelas quais a glandula estd sujeita
nesta fase. No entanto, a caracterizacdo detalhada dessas adaptacdes, bem como os niveis
plasmaticos de TSH, T3 e T4 (livres e/ou total) de referéncia, ainda ndo foram bem
estabelecidas durante a gestagdo de ratos Wistar.

Quando essas adaptagdes se estabelecem de maneira inadequada, a mulher pode
desenvolver hipotireoidismo na gravidez, ou mesmo mulheres que ja sdo portadoras desse
distarbio podem engravidar. O quadro de hipotireoidismo pode resultar em complicagdes
obstétricas, como morte fetal intrauterina, hipertensdo gestacional, descolamento de placenta e
mau resultado perinatal.  Alguns estudos indicaram que bebés nascidos de maes
hipotireoideas apresentam maior risco de mortalidade perinatal e malformagdes congénitas e
também ha evidéncias de aumento da frequéncia de baixo peso ao nascimento € um potencial
comprometimento psiconeuroldgico de longa duracdo na progénie (DAVIS, LEVENO,
CUNNINGHAM, 1997; WASSERTRUM, ANANIA, 1995; LOWE, CUNNINGHAM, 1991;
LEUNG et al, 1993).

Para tentar entender outros prejuizos que o quadro de hipotireoidismo materno possa
provocar na prole, optou-se por induzi-lo em animais experimentais, utilizando-se metimazol
diluido na agua filtrada ofertada as maes, do 8° ao 21° dia de gestacdo (E1) e do 8° dia de
gestacdo ao 21° de amamentacao (E2), pois a tireoide em ratos aparece por volta do nono dia
embriondrio (DE9), quando a glandula ja concentra TG no coloide e ¢ capaz de realizar a
captacao de iodeto. A deteccao hormonal tireoidiana no embrido de rato acontece ja em DE9,
com niveis diferentes de T3 e T4, sendo T3 o mais abundante e, até esse momento, a fonte
hormonal do embrido ¢ materna (KLEIN et al., 2001). O metimazol bloqueia a TPO,
resultando em inibicao direta da sintese de T4 e, consequentemente de T3 (MOOKADAM et
al., 2005). Este modelo se mostrou efetivo, pois os niveis plasmaticos de T3 e T4 livres
estavam reduzidos nas maes de E2, quando comparados aos demais grupos, enquanto que as
maes de E1 tinham valores proximos as controles. Os dados do grupo E2 estdo de acordo com
os encontrados por Ben Amara (2011) e Rousseau; Buteau-Poulin; Kinkead (2019), que
utilizaram a mesma droga e pelo mesmo periodo de tratamento. No presente trabalho, vale
ressaltar que a dosagem foi feita em amostras de sangue maternas coletadas no 5°dia de
lactacdo, sendo assim provavelmente as maes de El j& tinham seu quadro revertido para
eutireoidismo nesta data, enquanto as de E2 se mantiveram hipotireoideas, por ainda
ingerirem metimazol. Estudos demonstraram que mesmo pequenas deficiéncias de iodo

materno sdo capazes de diminuir os niveis de T4 do feto (KLEIN et al., 2001), evidenciando
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que os niveis sorologicos normais maternos de T4 sdo fundamentais para a manutengdo dos
niveis adequados deste hormdnio no embrido e uma adequada conversao local em T3.

Outros parametros maternos foram avaliados como os consumos hidrico e alimentar,
bem como o ganho de peso no decorrer da gestacdo. O consumo de ragdao nao foi diferente
entre os grupos, como também foi constatado por Lopez-luna e Morales (1985), mas em ratas
gravidas hipotireoideas expostas a tireoidectomia. Karbalaei e colaboradores (2014) também
avaliaram este parametro em ratas expostas ao metimazol, somente durante a gravidez, e nao
verificaram diferengas entre os grupos até o 13° dia, mas do 14° dia até o parto, o consumo foi
menor no grupo hipotireoideo em relagdo ao controle. Neste trabalho, o consumo foi avaliado
somente durante 5 dias de gesta¢do, fato que pode explicar a diferenca dos resultados
encontrados. Também ndo foram constatadas diferengas entre os grupos para o consumo de
liquidos, resultados que estdo de acordo com Rousseau; Buteau-Poulin; Kinkead (2019), que
sO avaliaram ratas controles e tratadas com metimazol na gestacao e lactacao.

Com relag@o ao peso corporal, os resultados ndo foram diferentes entre os grupos. No
entanto, um menor ganho de peso das maes com hipotireoidismo foi vista por Liu (2019), em
ratas que receberam PTU, antes de engravidarem até o dia do parto. As diferengas podem ser
explicadas pela droga utilizada para inducao do hipotireoidismo e o tempo de exposi¢do, pois
PTU ¢ cerca de 3 a 15% mais potente em ratos do que em humanos e mesmo assim ainda nao
¢ capaz de inibir totalmente os HT em roedores (GHANBARI; GHASEMI, 2017), além de ser
mais hepatotoxico.

Em relag@o aos niveis hormonais da prole de 90 dias, encontrou-se uma reducao de T3
no grupo E2 quando comparado aos demais, porém os niveis de T4 ndo foram diferentes entre
os grupos, o que pode indicar uma menor conversao de T4 em T3 nesse grupo ou maior
inativacdo de T3 em triiodotironina reverso (T3r). Serrano-Nascimento e colaboradores
(2017) constataram menor atividade de Desiodinases tipo 1 no figado e rins de filhotes
machos de 90 dias de maes com hipotireoidismo, induzido por excesso de iodo na
gestacdo/lactagdo. As desiodinases tipo 1 sdo responsaveis pela conversao de T4 em T3 na
tireoide, rins e figado, ou seja, pela maior parte do T3 circulante (GLINOER, 1997). J4 Ozgiir
e colaboradores (2016) observaram redug¢do nos niveis de T3 e T4 de filhotes jovens,
provenientes de maes tratadas com metimazol, somente na gestacdo e durante a gestacdo e
lactagdo. Outros autores, Rousseau; Buteau-Poulin; Kinkead (2019) demonstraram que
filhotes machos e fémeas de 14 e 15 dias de idade de maes tratadas com metimazol, durante a

gestacdo e lactagdo, também apresentaram reducdo nos niveis de T4. Por outro lado, Liu e
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colaboradores (2019) ndo constataram diferencas nos niveis de T4 nos filhotes machos de 4 e
8 semanas de idade de maes hipotireoideas, tratadas com PTU antes e durante a gestacao.
Essa divergéncia dos dados encontrados pode ser explicada pela idade dos filhotes em que as
dosagens de T3 e T4 foram feitas, uma vez que nos trabalhos citados foram estudados animais
jovens e machos enquanto nesse, em fémeas adultas. De acordo com o desenvolvimento da
tireoide em roedores, os niveis totais de T3 e T4 aumentam significativamente no dia
embrionario 18 (DE18) até o nascimento, pelo amadurecimento da glandula. 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 elevagdo, em paralelo, dos niveis de
T3, que irdo atingir seu pico em DPN28. Os niveis totais de T3, que serdo padrdo em ratos
adultos, sdo alcancados em DPN40 (FISHER et al., 1976; FISHER; KLEIN, 1981;
WALKER; DUBOIS; DUSSAULT; 1980).

O crescimento ¢ desenvolvimento foram comprometidos nos filhotes de 30 dias dos
grupos experimentais, principalmente nos filhotes de E2, em que as maes foram expostas ao
metimazol por maior periodo de tempo. Ozgiir e colaboradores (2016) também evidenciaram
em seus experimentos o mesmo déficit de crescimento e desenvolvimento da prole,
provenientes de maes expostas ao metimazol, desde a gravidez até o término da lactacdo e
apenas durante a lactacdo. Da mesma forma, Santos e colaboradores (2012) registraram
redugdo de peso corporal dos filhotes de 14, 21, 30 e 60 dias de maes com hipotireoidismo,
quando comparados aos controles, mas administrando metimazol as ratas gravidas somente
durante a gestacdo (do 9° dia até o parto). Esse déficit de crescimento pode ser explicado pela
importancia que os HT tém no desenvolvimento e crescimento da prole principalmente no
periodo gestacional e inicio do periodo pds-natal.

Quanto ao perfil lipidico da prole, ndo houve diferengas entre os grupos para os niveis
plasmaticos de CT e TGL, ao contrario dos achados de Lopez-Luna e Morales (1985), que
encontraram niveis aumentados de lipideos totais em fetos de ratas tireoidectomizadas,
durante a gestacdo. Ha varios trabalhos na literatura sobre altera¢des no perfil lipidico de ratas
gravidas hipotireoideas, mas muito poucos abordando o tema na prole dessas ratas. De
qualquer forma, Hapon e colaboradores (2007), estudando as repercussdes do hipotireoidismo
materno induzido por PTU na composi¢do do leite, encontraram redugdo drastica de TGL no
leite, devido a diminuicao da sintese de TGL hepéatica e nos niveis de TGL circulantes
maternos, que, juntamente com a absor¢cao mamaria reduzida de acidos graxos causados pela

diminuicdo da expressao de lipase lipoproteica e, possivelmente diminui¢do da lipogénese
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mamaria, resultaram em uma diminui¢do da producdo mamaria de TGL. Os autores acreditam
que o crescimento prejudicado das ninhadas das maes hipotireoideas possa ser atribuido em
grande parte a baixa qualidade do leite juntamente com a sua ejecdo prejudicada. Nesse
contexto, ¢ possivel que o hipotireoidismo gestacional induzido por metimazol possa
promover alteragdes similares e resultar nos dados encontrados para o peso corporal da prole
de 30 dias, embora ndo tenha alterado o perfil lipidico desses animais aos 90 dias de idade.

Em relacdo aos niveis pressoricos, a PAS e frequéncia cardiaca, avaliada de maneira
indireta por pletismografia nos animais de 90 dias, ndo foram diferentes entre os grupos
estudados. No entanto, Santos e colaboradores (2012) avaliando por método direto via
canulagdo arterial, mostraram que o hipotireoidismo experimental induzido por metimazol,
exclusivamente durante a gravidez, aumentou a PAS, bem como a Pressdo Arterial Média e a
Pressao Arterial Diastolica e reduziu a frequéncia cardiaca na prole de 60 dias em condigdes
basais. A diferenga de técnica utilizada pode justificar a diferencga de resultados encontrados,
uma vez que o método direto ¢ mais sensivel e especifico quando comparado a pletismografia
caudal.

Quanto aos dados de funcdo renal da prole adulta, constatou-se reducao da TFG e EUP
nos animais de 90 dias de E2, em relagdo aos controles, além do peso renal relativo ter sido
menor nos animais de 30 dias de E2, quando comparados aos demais grupos. Ben Amara e
colaboradores (2011) avaliaram os efeitos protetores do selénio na nefrotoxicidade induzida
por metimazol, administrado do 14° dia de gestacdo até o 14° dia apos o parto, e constataram
que os filhotes de 14 dias de maes hipotireoideas (sem suplementagdo com selénio)
apresentaram aumento da creatinina plasmatica e redugdo do clearance de creatinina em
comparagao aos controles. Além disso, o selénio foi capaz de minimizar essas alteragdes, pois
o grupo suplementado nao apresentou essas alteragdes. Sabe-se que os HT afetam a massa
funcionante renal (medida pela relacdo massa renal - massa corporal), pois essa relacdo ¢
reduzida pelo hipotireoidismo e aumentada em quadros de hipertireoidismo (VARGAS et al
2006; MARIANE, BERNS, 2012). Além disso, criangas com hipotireoidismo congénito
apresentam uma alta incidéncia de anormalidades renais (KUMAR et al, 2009), o que
demonstra a importancia dos HT, ndo s6 para o funcionamento, mas também para o
desenvolvimento renal. E importante destacar que os HT regulam a atividade de receptores
adrenérgicos e dopaminérgicos em células tubulares renais, além de afetarem o Sistema
Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) (DELCOMPARE et al , 2001; PRACYK,
SLOTKIN, 1991; VAAMONDE et al, 1975; SEGARRA et al, 2006). Nesse contexto, se ha
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alteracdo nos niveis de HT, podem ocorrer mudangas na atividade do SRAA, e ambos
impactarem a TFG e, consequentemente, a perda de proteinas urinarias.

Para avaliagdo de possiveis alteragdes na arquitetura dos corpusculos renais,
foram realizados estudos de morfometria, que mostraram um aumento nas areas dos
corpusculos renais e tufos glomerulares ao longo do tempo, o que ja se esperava pelo proprio
crescimento renal, mas os filhotes de 30 dias de E2 apresentaram menores areas de corpusculo
renal e tufo glomerular que controles de mesma idade. A alteragdo na area do tufo glomerular
se manteve nos filhotes de 90 dias de E2, além do aumento do espago capsular, quando
comparados aos controles e E1. Essa alteracdo na arquitetura corpuscular, mais precisamente
na area disponivel para filtragdo, pode ter contribuido para o comprometimento da funcio
renal na prole de E2. Esses achados foram diferentes dos dados encontrados por Davis
(1983), que estudou os rins de animais adultos portadores de hipotireoidismo induzido pela
alimentacdo, devido a adigdo de aminotriazol, e ndo encontrou alteragdes nos volumes dos
compartimentos dos nefros, apesar da redugdo de tamanho e peso renal, mas mudancas
patologicas na estrutura glomerular ja foram verificadas no hipotireoidismo como
espessamento da membrana basal glomerular e expansdo de matriz mesangial, o que pode
contribuir para a redu¢do da TFG (BRADLEY et al, 1982). No entanto, nao ha trabalhos na
literatura que evidenciem analises renais mais aprofundadas na prole de maes hipotireoideas.

Ainda sobre as alteragdes renais, avaliou-se o numero de células em proliferacao, pela
reagdo imunohistoquimica para PCNA, bem como a expressdo de alfa actina, um marcador de
lesdo renal, na prole de maes hipotireoideas. Com esses estudos, observou-se uma reducao na
taxa de proliferacdo celular renal no decorrer do tempo, de 30 para 90 dias e ainda, que o
numero de células em proliferagdao foi maior no compartimento TBI dos grupos experimentais
de 30 dias, quando comparados aos seus respectivos controles. Ja Slotkin e colaboradores
(2012) avaliaram o controle do desenvolvimento celular cardiaco e renal em ratos neonatos
hipertireoideos, pela exposi¢do ao tratamento com T3 nos primeiros 5 dias pOs-natais ou
hipotireoideos, quando as maes foram expostas ao PTU do 17° dia gestacional até o 5° dia
poés-natal. A analise da proliferacdo celular foi feita do nascimento até¢ a vida adulta pela
avaliagdo de DNA total/tecido € o PTU levou a déficits primdrios no nimero de células, que
foi de magnitude semelhante nos dois tecidos, mas persistiram um pouco mais no rim do que
no coragdo. Canavam e colaboradores (1994) compararam ratos neonatos controles, hipo e
hipertireoideos quanto ao crescimento do figado, rins e diafragma. O hipotireoidismo foi

induzido pela administracdo de PTU as maes, do final da gestacdo até a lactacdo, enquanto o
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quadro de hipertireoidismo, tratando-se os neonatos por 3 dias com injecdes de T4. Os
autores encontraram que as taxas teciduais de sintese proteica diminuiram em resposta ao
hipotireoidismo, com consequente retardo de crescimento dos trés tecidos ¢ do animal como
um todo. Em contraste, os trés tecidos do corpo responderam de maneira muito diferente a
indu¢do do hipertireoidismo. As taxas de renovacdo de proteinas renais também foram
aumentadas, mas o resultado foi atrofia renal.

A marcagdo para alfa actina glomerular ndo foi diferente entre os grupos, mas
aumentou no compartimento TBI dos animais de 30 dias de E2, em relacao aos controles,
evidenciando um possivel comprometimento tubular. Os HT também influenciam a funcao
renal neonatal. O sfatus hormonal tireoidiano perinatal pode afetar as enzimas do
metabolismo energético mitocondrial em células dos tibulos convolutos proximais. Nesses
tubulos também j4 foi descrito um aumento da atividade do cotransportador de sddio-fosfato,
do contratransportador sédio-hidrogénio (NHE) luminais, bem como da bomba de sodio-
potassio basolateral (ALCALDE et al, 1999; BAUM et al, 1998; NAKHOUL, THOMPSON,
MCDONOUGH, 2000). Percebe-se entdo uma relacdo entre T3 e taxa de proliferagdo celular,
assim como entre T3 e a expressdo de alfa actina. Wang e Sun (2010) estudaram cultura de
células de musculo liso da aorta de ratos, tratadas com doses diferentes de T3 por 40 horas. O
tratamento com T3 foi responsavel por aumentar de forma significativa a expressao de PCNA
e alfa actina na cultura, mas ndo ha relatos na literatura sobre a expressao renal de alfa actina
na prole de maes hipotireoideas.

Sendo assim, o hipotireoidismo materno resultou em alteragcdes na prolifera¢do celular
TBI nos animais de 30 dias e, de alguma forma, também em prejuizo tubular, quando o
quadro foi mantido até a lactagdo, enquanto provocou mudancas morfométricas glomerulares
importantes nos animais de 90 dias. Tomados em conjunto, esses resultados mostram uma
intensificagdo de prejuizos renais na prole de ratas que se mantiveram hipotireoideas até a
amamentagdo, o que pode ser explicado pelo fato do desenvolvimento renal, em ratos, ter
inicio no periodo intrauterino, mas sé finalizar no periodo pds-natal, cerca de 15 dias apos o
nascimento. E importante relembrar que os niveis de T3 estdo reduzidos nos animais desse
grupo e destacar que a conversao periférica de T4 em T3 estd diminuida na insuficiéncia renal
cronica, quando os niveis de T3 e T4 estdo reduzidos, mas os de T3r normais
(MOORADIAN, MORLEY, 1984).

Baixos niveis séricos de T3 estdo associados a um mau prognostico de pacientes com

doencga renal cronica (IGLEZIAS, DOEZ, 2009). Notavelmente, ja foi demonstrado que a
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funcdo renal ¢ melhorada pelo tratamento com T3 em pacientes com insuficiéncia renal e
hipotireoidismo grave (VAN WELSEM, LOBATTO, 2007) e que a administragdo diaria de
T3 por 4 semanas pode diminuir a excrecdo urinaria de albumina e atenuar o acimulo de
colageno e fibrose renal em um modelo de nefropatia diabética em camundongos (LIN; SUN,

2011).
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7. CONCLUSAO

O hipotireoidismo materno ¢ capaz de programar alteracdes estruturais renais
importantes na prole jovem de ratas Wistar, que podem resultar em perda de funcdo renal na
vida adulta. Essas alteracdes sao mais evidentes quando o hipotireoidismo materno ¢ mantido

até o periodo da amamentacao.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos do hipotireoidismo
materno para o desenvolvimento renal e ésseo pés-natais e suas
repercussoes na vida adulta da prole de ratos Wistar’ , protocolo n°
108 /16, sob a responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que
envolve a produgdao, manutencao ef/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS  (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido de 16 de dezembro de 2016.

(We certify that the project entitled " Efeitos do hipotireoidismo materno para o desenvolvimento
renal e 6sseo pods-natais e suas repercussdes na vida adulta da prole de ratos Wistar”, protocol
108/16, under the responsibility of Ana Paula Coelho Balbi - involving the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of
October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in
meeting of December 16th, 2016).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/02/2017. Término: 22/12/2017.
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Ratos Wistar

Numero de animais 152

Peso / Idade Adultos e filhotes /200g a 350g

Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local Biotério

Numero da Autorizagéo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 20 de dezembro de 2016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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