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RESUMO

Disttrbios enddcrinos na gestacdo podem programar doencas na vida adulta da prole. Sabe-se que o
hipertireoidismo esta associado a um aumento de estresse oxidativo e que o Resveratrol (RSV) é um
polifenol com diversas agdes benéficas no organismo, incluindo efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes. Objetivo: Avaliar os efeitos do tratamento materno com RSV, durante a gestagdo, na
prole jovem de ratas Wistar hipertireoideas. Metodologia: As filhotes fémeas de 30 dias de idade foram
divididas nos seguintes grupos: C (controle: filhotes de maes que receberam veiculo via gavagem
durante a gestagdo), C+R (controle + RSV: filhotes de maes tratadas com RSV, na dose de 100 mg/kg,
durante a gestag¢do), H (hipertireodismo: filhotes de maes tratadas com hormoénio T4, na dose de
250ug/kg, durante a gestagdo) e H+R (hipertireoidismo + RSV: filhotes de maes tratadas com hormonio
T4, na dose de 250ug/kg, e RSV, na dose de 100mg/kg durante a gestagdo). Os pardmetros maternos
avaliados foram: peso corporal durante a gravidez e ao final da lactacdo e dosagens de T3 e T4, creatinina
plasmatica e glicemia. Nos filhotes, foram analisadas: dosagens de T3 e T4, perfil lipidico (colesterol e
triglicerideos) glicemia e funcdo renal (taxa de filtragdo glomerular ou TFG e excrecdo urinaria de
proteinas ou EUP); além do peso corporal e pesos relativos da tireoide, hepatico, cardiaco e renal.
Analises morfométricas e imunohistoquimicas renais e tireoidianas também foram realizadas.
Resultados: Nas maes, foi observado um aumento nos niveis de T3 e T4 no grupo H, e uma reversdo
no aumento de T3 nas fémeas H+R, tratadas com RSV. Nos filhotes, houve uma diminuigdo em T3, T4
e triglicerideos no grupo H, quando comparados ao grupo C. O peso relativo cardiaco destes animais foi
menor, quando comparado ao grupo C+R. As filhotes fémeas de maes hipertireoideas apresentaram
ainda diminui¢do na TFG e aumento de células PCNA positivas no compartimento tubulointersticial
(TBI) do cortex renal, um aumento na expressao de alfa actina glomerular e no TBI, além de altera¢des
morfométricas como aumento na area do tufo glomerular e redugdo da area do espago capsular. Ja na
tireoide da prole observou-se alteragdes como reducdo da area do foliculo, bem como da area e altura
do epitélio folicular. O tratamento materno com RSV atenuou a maior parte das alteragcdes encontradas
na prole de mées hipertireoideas. Conclusio: O hipertireoidismo materno interferiu no metabolismo de
triglicerideos, além de ter provocado alteracdes renais e tireoidianas importantes na progénie, do ponto
de vista estrutural e funcional, mas o tratamento materno com RSV foi capaz de amenizar esses efeitos

na prole jovem de ratas Wistar.

Palavras-chave: Hipertireoidismo materno. Resveratrol. Desenvolvimento Renal.



ABSTRACT

Endocrine disorders in pregnancy can program diseases in the offspring's adult life. It is known that
hyperthyroidism is associated with an increase in oxidative stress and that Resveratrol (RSV) is a
polyphenol with several beneficial actions in the body, including anti-inflammatory and antioxidant
effects. Objective: To evaluate the effects of maternal RSV treatment, during pregnancy, on the young
offspring of hyperthyroid Wistar rats. Methodology: The 30 day-old female pups were divided into the
following groups: C (control: pups from mothers who received a vehicle solution via gavage during
pregnancy), C + R (control + RSV: pups from mothers treated with RSV, at the dose 100 mg/kg, during
pregnancy), H (hyperthyroidism: pups of mothers treated with hormone T4, at a dose of 250ug/kg,
during pregnancy) and H + R (hyperthyroidism + RSV: pups of mothers treated with T4 hormone, at a
dose of 250ug/kg, and RSV, at a dose of 100mg/kg during pregnancy). The maternal parameters
evaluated were: body weight during pregnancy and at the end of lactation, and the measurements of T3
and T4, plasma creatinine and blood glucose. In the offspring, the following parameters were analyzed:
T3 and T4 measurements, lipid profile (cholesterol and triglycerides), blood glucose and renal function
(glomerular filtration rate or GFR and urinary protein excretion or EUP); body weight and relative
weights of thyroid, liver, heart and kidney. Renal and thyroid morphometric and immunohistochemical
analysis were also performed. Results: In the dams, there was an increase in T3 and T4 levels in group
H, and areversal in T3 increase in H + R females treated with RSV. In the offspring, there was a decrease
in T3, T4 and triglycerides in group H, when compared to group C. The relative cardiac weight of these
animals was lower when compared to group C + R. Female pups of hyperthyroid mothers also presented
a decrease in GFR and an increase in positive PCNA cells in the tubulointerstitial compartment (TBI)
of the renal cortex, an increase in the expression of glomerular a-SMA and in TBI, in addition to
morphometric changes such as an increase in the glomerular tuff area and a reduction of the capsular
space area. Regarding the offspring’s thyroid, several alterations were observed, such as reduction in
the follicle area, as well as in the area and height of the follicular epithelium. Maternal RSV treatment
attenuated most of the changes found in the offspring of hyperthyroid mothers. Conclusion: Maternal
hyperthyroidism interfered with triglyceride metabolism, in addition to causing important renal and
thyroid changes in the offspring, from a structural and functional point of view, but maternal treatment

with RSV was able to mitigate these effects in the young offspring of Wistar rats.

Key-words: Maternal hyperthyroidism. Resveratrol. Kidney development.
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1. INTRODUCAO

O periodo gestacional ¢ caracterizado por importantes mudangas na secre¢ao € na
producao de hormonios, que auxiliam tanto na adaptagdo do organismo materno para o
desenvolvimento fetal, quanto na organogénese per se. Durante a organogénese, os tecidos
possuem alta plasticidade celular, que proporciona ao feto a capacidade de se adaptar ao
ambiente em que ele se encontra. Distirbios maternos de origem endodcrina podem resultar em
um ambiente intrauterino hostil, ocasionando adaptacdes fisioldgicas e teciduais permanentes
na prole. Este processo ¢ definido como “Developmental Origins of Health and Disease
(DOHaD)” ou “Origens Desenvolvimentistas de Saude e Doenca”. Nos anos 80, os
pesquisadores BARKER ¢ OSMOND desenvolveram um estudo epidemioldgico de grande
relevancia para esta area, que demonstrou uma correlagao positiva entre o peso dos bebés ao
nascimento e o aumento do risco de doenga coronariana na vida adulta (BARKER e OSMOND,
1988). Evidéncias recentes demonstram que DOHaDs estdo relacionadas a possiveis alteragdes
epigenéticas que ocorrem durante o processo de desenvolvimento (LANGLE-EVANS, 2014;
MARCINIAK, et al. 2017; SUZUKI, et al. 2017).

No contexto de disturbios enddcrinos, o hipertireoidismo pode afetar multiplos 6rgaos
e sistemas, trazendo severas consequéncias para o individuo. Quando associado a gravidez, esta
condi¢do pode prejudicar o desenvolvimento do feto e contribuir para o surgimento de
complicagdes metabdlicas e renais na prole. Muitas dessas repercussoes sao resultado do

aumento do estresse oxidativo no organismo, estimulado pelo hipertireoidismo.

O Resveratrol (RSV) ¢ um polifenol presente na casca da uva, no mirtilo, no vinho tinto
e na pele do amendoim. Diversos estudos indicam que este composto natural possui diversas
acoOes cardioprotetoras, anti-inflamatdrias, antioxidantes e antitumorais (ZHENG et al, 2018;
HOU et al, 2019). Os beneficios do consumo de RSV em humanos sdo bem elucidados, porém,
suas acdes no consumo durante a gestacdo ainda ndo foram bem descritas na literatura. Neste
contexto, a proposta deste trabalho ¢ avaliar os possiveis efeitos protetores do tratamento
materno com RSV durante a gravidez na prole de ratas Wistar com hipertireoidismo. Este

estudo busca avaliar os efeitos deste tratamento nos pardmetros metabdlicos e renais da prole.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A glandula tireoide, hormonios tireoidianos e o eixo hipotalamo-pituitaria-tireoide

A glandula tireoide € composta por dois lobos, conectados por um istmo estreito e
localizados antero-lateralmente a traqueia. A glandula possui um importante suprimento
vascular e € responsavel pela produgao de trés hormonios: a triiodotironina (T3), a tiroxina (T4)
e a calcitonina. O T3 ¢ o hormodnio em sua forma ativa, enquanto o T4 ¢ produzido em maior
quantidade, correspondendo a aproximadamente 90% da producdo da tireoide. A tireoide
também produz uma forma inativa do T3, denominado rT3 ou T3 reverso (Fig. 1). A calcitonina
¢ produzida pelas células parafoliculares da glandula e estd envolvida na regulagdo da
concentragdo de calcio no organismo (GUYTON e HALL, 2017; OSUNA et al, 2017;
KOHRLE et al, 2018).

Através da acdo das enzimas desiodases, a maioria do T4 liberado na corrente
sanguinea ¢ convertido para a forma ativa (T3) através da remoc¢ao de um iodeto de sua estrutura
molecular. Existem trés tipos de enzimas desiodases, as dos tipos 1 (D1) e 2 (D2) sdo as
principais responsaveis pela conversao de T4 para a sua forma ativa, enquanto a desiodase do
tipo 3 (D3) atua na inativa¢do do hormoénio T3, convertendo-o em T3 ou T2. Cerca de 95%
dos hormonios T3 e T4 circulantes encontram-se ligados a globulina ligadora de tiroxina (TBG)
ou a outras proteinas ligantes (MANCINI et al, 2016; OSUNA et al, 2017; KOHRLE et al,
2018).

Figura 1- Estrutura molecular dos hormonios tireoidianos.
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A unidade funcional da glandula tireoide € o foliculo tireoidiano, que € circundado por
células epiteliais especializadas denominadas tiredcitos (OSUNA et al, 2017). O ion iodeto (I')
¢ essencial para a producao de hormonios tireoidianos € uma diminui¢do em no seu consumo
alimentar pode trazer severas consequéncias para o organismo, como o bdcio, caracterizado por
um aumento significativo da glandula tireoide (COOPER et al, 2013; CARLE et al, 2014).

O iodeto ¢ captado para o interior do tiredcito através do transportador NIS (Simporte
Na'/l), localizado na membrana basolateral da célula. Uma vez no citoplasma, o iodeto ¢é
transportado para a por¢ao apical do tireocito, onde ocorre o seu efluxo para o lumen folicular
através de canais i0nicos especificos. Neste local, o iodeto sofre oxidacdo, reagindo com o
perdxido de hidrogénio (H20z), convertendo-se a iodo (I>) e sendo rapidamente incorporado a
moléculas de tirosina através da agdo da enzima tireoperoxidase (TPO) (Fig. 2). O H2O; ¢
gerado pelas enzimas oxidases DuOx1 e DuOx2, da mesma familia das NADPH oxidases
(ORTIGA-CARVALHO et al, 2016; GUYTON e HALL, 2017; RAZVI et al, 2018).

As moléculas de tirosina nao se encontram livres no lumen folicular, mas ligadas a
uma proteina denominada tireoglobulina. A iodacdo de uma tirosina € responsavel por formar
as moléculas de monoiodotirosina (MIT) ou de diodotirosina (DIT), conforme a quantidade de
iodo incorporada. Deste modo, duas moléculas DIT sdo unidas para formar o T4 e/ou uma
molécula de DIT e uma de MIT sdo acopladas para formar o T3 (Fig. 2) (ORTIGA-
CARVALHO et al, 2016; GUYTON e HALL, 2017; RAZVI et al, 2018).

Figura 2- Reagdes envolvidas na geragao do iodeto, MIT, DIT, T3 e T4.
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A secre¢do de hormonios tireoidianos € regulada por um eixo que envolve o
hipotalamo e a pituitaria (ou hipéfise), e funciona como um sistema de retroalimentagao,
podendo estimular o desenvolvimento, a fung¢do e o crescimento da glandula tireoide. A
pituitaria anterior (ou adenohipodfise) produz o horménio TSH (hormonio tireoestimulante ou
tireotrofina), cuja producdo e liberagdo ¢ regulada pelo TRH (hormonio de liberagdo de
tireotrofina). O TRH ¢ produzido e liberado por neurdnios hipotaldmicos localizados na regiao
do nucleo paraventricular (PVN). O PVN ¢ composto por dois tipos de neurdnios: os
parvocelulares e os magnocelulares. Os neurdnios parvocelulares também sao conhecidos como
hipofisiotréficos e sdo responsaveis pela liberagdo de TRH, que € transportado para a pituitaria
através de um sistema venoso portal (Fig. 3) (ORTIGA-CARVALHO et al, 2016; ROSE e
CHUANG et al, 2017).

Estudos in vitro e in vivo comprovam que o TRH induz um aumento dose-dependente
na secrecdo de TSH, e em modelos de lesdo hipotaldmica ou onde ha dissociacdo entre o
hipotalamo e a pituitaria, ocorre uma diminui¢cdo significativa nos niveis séricos de TSH
(MARTIN et al, 1970; FLORSHEIM, 1974; REES ¢ SCANLON et al, 2014). Estudos em
humanos observaram que uma inje¢do intravenosa de TRH ¢ capaz de aumentar rapidamente
os niveis de TSH circulantes, cerca entre 2 a 5 minutos ap6s sua administrag¢ao, possuindo um
pico maximo entre 20 a 30 minutos e retornando aos niveis normais em cerca de 2 a 3 horas.
Neste mesmo estudo, também foi observado um aumento de T3 e T4, com um pico de liberacao
entre o periodo de 3 a 8 horas ap6s a administracdo de TRH (REES e SCANLON et al, 2014;
ORTIGA-CARVALHO et al, 2016).

O TSH atua na regulacdo da diferenciacdo, fungdo e crescimento da glandula tireoide
através de sua ligacdo com os receptores TSH-R. Estes receptores estdo acoplados a uma
proteina G estimulatoria e encontram-se localizados na membrana basolateral dos tiredcitos.
Este hormdnio € responsdvel por estimular a expressdo de proteinas essenciais para o
funcionamento da tireoide, como por exemplo, o canal simporte NIS, a enzima TPO e a enzima
DuOx1. Além da sua atuagdo a nivel transcricional, o TSH também pode atuar aumentando a
atividade do canal NIS e/ou estimulando sua inser¢do na membrana basolateral dos tireocitos

(ORTIGA-CARVALHO et al, 2016; ROSE e CHUANG et al, 2017).
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Figura 3- Regulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-tireoide.
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Receptores de hormonios tireoidianos encontram-se amplamente distribuidos no
organismo e induzem diversas respostas genomicas € nao gendOmicas. Deste modo, estes
hormonios sdo capazes de regular o funcionamento de diversos sistemas fisiol6gicos, como por
exemplo: o metabolismo energético, o sistema cardiovascular, o sistema nervoso, os 0rgaos
reprodutores, as glandulas enddcrinas, o metabolismo de nutrientes, entre outros, € quaisquer
alteragdes na sua produgdo e liberacdo podem acarretar em severas consequéncias para o

organismo (MULLUR et al, 2014; VARGAS-URICOECHEA et al, 2017).
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2.2. Disturbios da tireoide e modelos animais de hipertireoidismo

Alteragdes na sintese de hormonios tireoidianos podem causar distirbios importantes
no organismo, como o hipotireoidismo e o hipertireoidismo, que sdo considerados como
“distarbios primarios da tireoide”. Em casos mais raros podem ocorrer distiibios centrais, como
alterag¢des no hipotalamo e na pituitaria, prejudicando a produgao dos horménios TRH ou TSH
(ROSS et al, 2016; TAYLOR et al, 2018).

Clinicamente, o hipotireoidismo ¢ caracterizado por niveis de TSH acima dos valores
de referéncia e niveis de T4 livre abaixo do valor considerado como normal. Entretanto, as
manifestagdes desta doenga sdo muito variadas, de modo que formas subclinicas podem
acometer individuos. Nestes casos, geralmente os niveis de TSH encontram-se acima dos
valores de referéncia, porém os niveis de T4 livres apresentam-se como normais (TAYLOR et
al, 2018).

O hipertireoidismo ¢ considerado como uma forma de “tireotoxicose”, visto que os
altos niveis de hormonios tireoidianos circulantes presentes neste quadro podem causar
toxicidade nos tecidos. A prevaléncia global da doenca varia entre 0,2 a 1,3%, e a maioria dos
casos ocorre em mulheres. Clinicamente, este distirbio ¢ caracterizado por niveis de T4 livre
acima dos valores normais associado a baixos niveis de TSH. Varia¢des subclinicas da doenga
também podem ocorrer € o diagndstico nestes casos ¢ bastante complexo (ROSS et al, 2016;
TAYLOR et al, 2018).

A forma mais comum de hipertireoidismo ¢ a doenga de Graves, que acomete cerca de
70-80% destes pacientes. Este disturbio € caracterizado como uma doenga autoimune, onde
anticorpos sao produzidos contra os receptores de TSH. Os sintomas mais comuns sdo bodcio
difuso, oftalmopatia e mixedema (ROSS et al, 2016; TAYLOR et al, 2018).

Viarios estudos obtiveram sucesso no desenvolvimento de modelos animais de
hipertireoidismo com a administragdo de L-tiroxina (T4) por diferentes vias de administragao
em roedores. Ja foram constatados estudos que utilizam as vias intraperitonial, subcutanea,
intragastrica ou até diluida na dgua de beber destes animais (MONTIEL, et al, 1987; VARAS,
et al, 2001; CARNEIRO-RAMOS et al, 2006; FERREIRA et al, 2006, AHMED et al, 2012).
Os modelos animais desta doenga apresentam caracteristicas semelhantes aquelas encontradas
em humanos, como aumento nos niveis séricos de T4 e alteracdes a nivel da pituitaria-anterior
(TSH), além de apresentarem consequéncias metabolicas, cardiovasculares e renais (AHMED

et al, 2012).
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2.3. Hipertireoidismo e metabolismo de macronutrientes

Os hormonios tireoidianos possuem grande influéncia no metabolismo de nutrientes,
atuando principalmente na estimulacao da sintese e degradagao de lipideos e proteinas. No caso
do hipertireoidismo, os pacientes possuem um aumento de lipolise e protedlise, causando
intensa perda de peso e de massa muscular. O metabolismo de glicose também se encontra
aumentado nestes individuos, devido a uma intensa estimula¢do da neoglicogénese hepatica
(ORTIGA-CARVALHO et al, 2016).

O excesso de hormonios tireoidianos circulantes também pode estimular o furnover de
LDL (lipoproteinas de baixa densidade), deste modo, pacientes com hipertireoidismo
geralmente apresentam uma diminuicdo nos niveis de colesterol. Além disso, os valores de
HDL (lipoproteinas de alta densidade) destes pacientes podem encontrar-se normais ou

diminuidos (DUNTAS et al, 2002; RIZOS et al, 2011).

2.4. Complicacdes cardiovasculares, renais e hepaticas no hipertireoidismo

Estudos indicam que aproximadamente 20% dos pacientes com hipertireoidismo
apresentam quadros de fibrilagdo atrial (VARGAS-URICOECHEA et al, 2017). MITCHELL
e colaboradores, em 2013, observaram que pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca
associada a distarbios na tireoide possuem um risco de mortalidade 60% maior quando
comparados a pacientes eutireoideos.

O hipertireoidismo esta associado a uma diminuicao na resisténcia vascular sistémica,
podendo diminuir seus valores em até 50%. Cientistas defendem que este efeito pode ser uma
consequéncia de alteragdes vasculares que favorecem a vasodilatagdo. Além disso, estudos em
humanos e roedores com hipertireoidismo observaram um aumento na quantidade de capilares
em tecidos musculares (CAPO e SILLAU, 1983; CELSING et al, 1986; VARGAS et al, 2006).
Este aumento na densidade vascular pode estar acompanhado de um aumento no nimero de
vasos arteriais de resisténcia, resultando em uma diminui¢io da resisténcia vascular. E
importante ressaltar que o hipertireoidismo ¢é caracterizado por um aumento no metabolismo
tecidual, que também pode estar relacionado com um aumento na liberacdo de agentes
vasodilatadores pela vasculatura (VARGAS et al, 2006; SYME et al, 2007). Além disso, a
redugdo na resisténcia vascular sist€émica também pode diminuir os niveis de perfusdo renal,
ativando, consequentemente, o Sistema Renina Angiotensina (SRA) (BARRETO-CHAVES et
al, 2010; OSUNA et al, 2017).
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O SRA ¢ essencial para manter a homeostase de sodio e eletrdlitos do organismo, além
de regular os niveis de pressao arterial do individuo. O primeiro passo apds a ativagdo deste
sistema ¢ catalizado pela renina. A renina ¢ uma aspartil transferase sintetizada nos rins, e ¢
responsavel por realizar a conversao de angiotensinogénio em angiotensina I (Ang I). Além
disso, a renina possui um importante papel no desenvolvimento renal, porém, os mecanismos
envolvidos ainda ndo foram bem descritos. A Ang I, por sua vez, ¢ convertida em angiotensina
IT (Ang II) por uma enzima do tipo endopeptidase endotelial, denominada enzima conversora
de angiotensina (ECA). A Ang II atua sobre os receptores ATiR e AT2R, e possui efeitos
importantes em diversos tecidos, células e cascatas de sinalizagdo. Nos rins, a Ang II ¢
responsavel por aumentar a reabsor¢do de sédio nas porg¢des finais do nefro e causar um
feedback negativo na liberagao de renina (SPARKS et al, 2014; REIN e BADER, 2017).

Diversos outros fatores contribuem para o aumento da atividade do SRA no
hipertireoidismo, como o aumento da atividade B-adrenérgica e o aumento da expressao de
componentes envolvidos na atividade do SRA, como a renina, a Ang Il e a ECA. Todas estas
alteragdes sao ocasionadas pelo aumento da concentragao de hormonios tireoidianos circulantes
(SPARKS et al, 2014; REIN ¢ BADER, 2017).

Disfungoes na tireoide podem acarretar em diversas alteragdes na fungao renal, que
podem ocorrer em nivel de fluxo plasmatico renal (FPR), taxa de filtracao glomerular (TFG),
homeostase de eletrolitos, excre¢do urinaria de proteinas (EUP) e morfologia dos rins. O
hipertireoidismo ¢ caracterizado por causar aumento na FPR e da TFG, e estas podem ser tanto
consequéncias indiretas de agdes dos hormodnios tireoidianos no sistema cardiovascular, quanto
acoes diretas dos hormonios nos rins (BASU e MOHAPRATA, 2012; DOUSDAMPANIS et
al, 2014). Ensaios clinicos mostram que a TFG de pacientes com hipertireoidismo pode
aumentar entre 18 e 25%, quando comparados com pacientes eutireoideos (DEHOLLANDER
et al, 2005; BASU e MOHAPRATA, 2012).

Estudos demonstram que o hipotireoidismo pode causar uma diminui¢do na relagao
peso do rim e peso corporal em modelos animais, enquanto o hipertireoidismo causa um
aumento nesta razao (KOBORI et al, 1998; CARNEIRO-RAMOS et al, 2006). Os mecanismos
envolvidos nas alteragdes renais causadas pelo hipertireoidismo ainda ndo foram bem descritos,
entretanto, evidéncias mostram que mudancas na atividade do SRA pode ser a principal causa

destas modificacdes (BARRETO-CHAVES et al, 2010; BASU e MOHAPRATA, 2012).
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O hipertireoidismo também pode afetar a funcdo hepatica. Cerca de 39% dos pacientes
hipertireoideos possuem anormalidades nos niveis de alcalino fofatase, ASL (alanina
aminotransferase) ¢ ALT (aspartato aminotransferase) (LIN et al, 2017; MALESPIN et al,
2019). Em relagdo a alteragdes estruturais, analises histoldgicas de figados de pacientes com
hipertireoidismo demonstram acimulo de gordura hepatica e alteragdes hepatocelulares, como
anormalidades nucleares e hipercromatismo (KLION et al, 1971; UPADHYAY et al, 2004;
KHEMICHIAN e FONG, 2011).

2.5. Hipertireoidismo e estresse oxidativo

O estresse oxidativo possui um papel crucial na patogénese de diversas comorbidades,
como hiperglicemia, dislipidemia, hipertensdo e arterosclerose. Esta desordem ocorre quando
ha um desbalango na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou espécies reativas
de nitrogénio (RNS), associado a um comprometimento dos mecanismos antioxidantes do
organismo (YANG et al, 2010; RAVAROTTO et al, 2018). Dentre as ROS produzidas pelo
organismo, temos o superdxido (Oz), que pode ser gerado pela cadeia respiratoria
mitrocondrial, ou por diversas enzimas, como por exemplo, a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) e a xantino oxidase. O superdxido possui uma
meia-vida muito curta, porém ¢ altamente reativo e pode interagir com varios compostos, como
o 6xido nitrico (NO), formando peroxinitrito (OONO), que ¢ uma RNS potencialmente toxica
para o organismo (RAVOTTO et al, 2018; ZARKOVIC, 2020).

Estudos in vitro e in vivo demonstram que os hormonios tireoidianos atuam na regulagao
dos mecanismos antioxidantes do organismo. Os distirbios da tireoide estdo associados a um
aumento de estresse oxidativo. No caso do hipotireoidismo, ocorre uma diminui¢do nos
mecanismos antioxidantes, enquanto no hipertireoidismo, a principal causa de estresse
oxidativo se dé pelo aumento da produgdao de ROS e RNS (RESCH et al, 2002; CHOUDHURY
etal, 2003; WEYEMI et al, 2010; VENDITTI et al, 2013; MANCINI et al, 2016).
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2.6. DOHaD e hipertireoidismo gestacional

Os hormonios tireoidianos possuem um papel importante no desenvolvimento fetal.
Em humanos, a glandula tireoide ¢ um dos primeiros 6rgaos enddcrinos a ser desenvolvido,
tornando-se ativo na 24" semana de gestagao. (MUNOZ et al, 2019).

Em ratos, considerando um periodo de gestagcdo de 21 dias, a tireoide também ¢ um
dos primeiros tecidos enddcrinos a ser desenvolvido, surgindo entre o 8° ¢ 9° dia de gestagao
(NATHANIEL et al, 1986; NILSSON et al, 2017). Entretanto, a producao de hormonios
tireoidianos fetal tem inicio somente no 17° dia. Deste modo, grande parte do processo de
organogénese depende da sintese de hormonios tireoidianos materno, que sdo capazes de
atravessar a barreira placentaria (NILSSON et al, 2017; MUNOZ et al, 2019). No nascimento,
tanto a glandula tireoide quanto o eixo HPT ainda se encontram imaturos, e este processo torna-
se completo somente no periodo juvenil, proximo ao 28° dia apds o nascimento (WALLING et
al, 2016).

Fisiologicamente, em humanos, a concentragdo de hormdnios tireoidianos encontra-se
aumentada durante o primeiro trimestre de gravidez. Estudos indicam que este aumento esta
associado aos altos niveis de gonadotrofina coridnica humana (hCG) materna. Este hormonio
possui uma estrutura parcialmente semelhante ao TSH, podendo interagir com seus receptores
e aumentando, consequentemente, os niveis de T3 e T4 (RAMPRASAD et al, 2012; COOPER
etal, 2013; STERRETT et al, 2019).

O hipertireoidismo gestacional estd associado a severas consequéncias para o feto,
como restricdo do crescimento, taquicardia e faléncia cardiaca (MUNOZ et al, 2019). Na
gravidez, sua prevaléncia ¢ de 0,2% e 2,5% para a forma subclinica da doenca. Nos Estados
Unidos, estima-se que sua incidéncia seja de 5,9 a cada 1000 gravidas por ano (ROSS et al,
2016; TAYLOR etal, 2018). AHMED e colaboradores, em 2012, utilizaram um modelo animal
de hipertireoidismo materno através do tratamento de ratas gravidas com L-tiroxina (T4), por
via intragastrica. O tratamento teve a duracdo de 6 semanas, considerando todo o periodo
gestacional e lactacional dos animais, e foram observadas diversas alteragdes na prole, como

déficit no desenvolvimento neuronal e aumento de estresse oxidativo.



24

2.7. Resveratrol

O Resveratrol (3, 4°, 5-trihidroxistilbeno, RSV) (Fig. 4) ¢ um polifenol descrito
primeiramente em 1939 por TAKAOKA, que isolou o composto da planta Veratum
grandiflorum, muito comum na Asia e na Europa. Atualmente, a literatura demonstra que o
RSV também pode ser encontrado na casca da uva, em amendoins, amoras, ¢ de uma forma
mais abundante, na planta Polygonum cuspidatum (Fig. 5), comumente utilizada na medicina
chinesa para o tratamento de doengas cardiovasculares (WANG et al, 2012; PANNU et al,
2019).

Figura 4- Polygonum cuspidatum, grande fonte de Resveratrol (3, 4°, 5-trihidroxistilbeno), assim como

a casca da uva.

Fonte: Zheng, 2018.

Estudos em modelos animais observaram que consumo materno de RSV pode atuar na
DOHaD, trazendo efeitos benéficos para a prole através de suas a¢des anti-inflamatorias e
antioxidantes (Fig. 5) (ZHENG et al, 2018). Adicionalmente, SHEEN e colaboradores, no ano
de 2018, observaram que o RSV mostrou efeitos benéficos em filhotes de ratos da linhagem
Sprague-Dawley, de maes tratadas com dieta hiperlipidica durante a gravidez e a lactagdo. Os
resultados mostraram que o RSV induziu melhora nos seguintes pardmetros da prole: peso
corporal e niveis séricos de colesterol, triglicerideos e leptina. Um aumento na taxa de

sobrevivéncia da prole também foi observado.
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Figura 5- Consumo materno de RSV e seus efeitos benéficos no metabolismo da prole.
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Existem poucos trabalhos na literatura que investiguem o papel do RSV em disfuncdes
da tireoide (OURIQUE et al, 2013; GIULIANI et al, 2014; FUJITA et al, 2017; GIULIANI et
al, 2017; RAUF et al, 2017). Entretanto, estudos recentes t€m mostrado que este composto
apresenta efeitos antiproliferativos em linhagens tumorais de tiredcitos. Estes efeitos foram
chamados pelos autores de “efeitos anti-tireoide” (GIULIANI et al, 2017; RAUF et al, 2017).
Outros estudos encontraram resultados semelhantes em células normais da glandula.
GIULIANI e colaboradores, em 2014, utilizando modelos in vitro, com cultura de tiredcitos de
ratos normais tratados com RSV e in vivo, com ratos Sprague-Dawley eutireoideos também
tratados com RSV, observaram diminuicdo na captagdo de iodeto associada a uma diminui¢ao
na expressao do gene que codifica o transportador NIS. E importante ressaltar que apesar destes
resultados, ndo foi constatado um quadro de hipotireoidismo nestes modelos.

Substancias com propriedades antioxidantes como a melatonina (MOGULKOC et al,
2005), a curcumina e a vitamina-E (SAHU e KASOJU, 2008) demonstraram efeitos benéficos
no quadro de estresse oxidativo em modelos animais de hipertireoidismo. OURIQUE e
colaboradores, em 2013, avaliaram o tratamento com RSV em ratos adultos com
hipertireoidismo nos parametros oxidativos e na motilidade de espermatozoides. Foi observada
uma melhora na peroxidagdo lipidica e nos mecanismos antioxidantes, além de efeitos
benéficos na motilidade dos espermatozoides destes animais.

Estudos observaram que o RSV possui efeitos benéficos para os rins, podendo atuar

como agente protetor em diversos modelos animais de injuria renal, como na nefropatia
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diabética, na injuria renal causada por sepse, na lesdo renal induzida por drogas, entre outras
(AMARAL et al, 2008; PALSAMY ¢ SUBRAMANIAN, 2011; HOLTHOFF et al, 2012;
KITADA et al, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do tratamento materno com RSV durante a gestagao na prole jovem

de ratas Wistar com hipertireoidismo.

3.2 Objetivos Especificos
Avaliar os efeitos do tratamento materno com RSV durante a gestacao de ratas Wistar

com hipertireoidismo, no que diz respeito a:

= Peso corporal materno durante a gestagao e ao final do periodo lactacional;
* (Glicemia materna ao final da gestagao;
» Niveis de hormonios tireoidianos maternos ao final da gestagao;

» Estudos de fungdo renal (creatinina plasmatica) maternos ao final da gestagao;

Avaliar os efeitos do tratamento materno com RSV, durante a gestagdo, nas filhotes

fémeas de 30 dias de idade de ratas Wistar hipertireoideas, no que diz respeito a:

= Niveis de hormonios tireoidianos;

= Estudos de fun¢ao renal (TFG e EUP);

= Niveis de colesterol total, triglicerideos e glicemia;

= Peso corporal e pesos relativos renal, da tireoide, cardiaco e hepatico (relagdo entre peso
dos 6rgaos e peso corporal);

* Analise morfométrica renal (areas do corpusculo renal, do tufo glomerular e do espago
capsular) e tireoidiana (areas do foliculo e do coloide, além da é4rea e altura do epitélio
folicular);

* Analise imunohistoquimica renal, utilizando-se marcadores de lesdo e proliferacao
celular;

* Analise imunohistoquimica tireoideana, utilizando-se marcador de proliferacao celular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e design experimental

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos (250-300g) e¢ 40 fémeas (180-250g)
provenientes da Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Os animais foram mantidos neste departamento separados por sexo, em
caixas com maravalhas distribuidas em estantes climatizadas com temperatura controlada
(22£2 °C) e ciclo claro escuro de 12 horas, com agua e racao ad libitum. O projeto foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Utilizagdo de Animais (CEUA-UFU), pelo
numero do protocolo: 051/19 (ANEXO).

Os animais machos foram mantidos individualmente em suas caixas para
reconhecimento de territorio e diariamente, no final da tarde, as fémeas foram colocadas nas
caixas dos machos na propor¢do de 2 a 3 fémeas para cada macho. No inicio da manha do
préximo dia foi realizado um esfregaco vaginal de cada rata para a verificagdo de uma possivel
gravidez pela presenga de espermatozoides no esfregaco. Uma vez gravidas, as fémeas foram
colocadas em caixas individuais e receberam tratamentos especificos, descritos no topico 4.2
deste trabalho. Apo6s o periodo de desmame (21 dias apds o nascimento), as filhotes fémeas

foram separadas das maes e divididas nos seguintes grupos:



Quadro 1 — Grupos experimentais.

Grupo Controle (C)

Grupo Controle + RSV
(C+R)

Grupo Hipertireoidismo (H)

Grupo Hipertireoidismo +
RSV (H+R)

Fonte: A autora, 2021

Filhotes de 30 dias de maes que receberam veiculo via
gavagem durante a gravidez;
filhotes (n=7), maes (n=0).

Filhotes de 30 dias de maes tratadas com RSV (na dose de
100 mg/kg/dia) durante a gravidez;
filhotes (n=7), maes (n=7).

Filhotes de 30 dias de maes com hipertireoidismo materno
que receberam veiculo via gavagem durante a gravidez;
filhotes (n=8), maes (n=0).

Filhotes de 30 dias de maes com hipertireoidismo materno
tratadas com RSV (na dose de 100 mg/kg/dia) durante a
gravidez;
filhotes (n=6), maes (n=8).
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O peso corporal das fémeas gravidas foi avaliado nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 de gestacao,

e no 21° de lactagao. Foi coletada uma gota de sangue na veia caudal das ratas gravidas ao 20°

dia de gestacdo para avaliagdo da glicemia materna, que foi medida com o auxilio de um

glicosimetro. Em seguida, foi coletada uma amostra de sangue para as dosagens plasmaticas de

creatinina € hormonios tireoidianos.
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Figura 6- Design Experimental do Projeto
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tratamento tratamento
c —l: Controle

CR Controle
Resveratrol (100mg/ka)
H —E Hipertirecidismo

HR | Hipertireoidismo
Resveratrol (100ma/kg)
Fonte: A autora, 2021

4.2. Tratamento materno

4.2.1. Modelo de hipertireoidismo materno

Em ratos, a tirecoide comega a ser desenvolvida entre o 8-9° dia de gestagdo
(NATHANIEL et al, 1986; NILSSON et al, 2017). A partir o 8° dia de gestacdo, as maes
receberam o hormoénio T4 (L tiroxina, na dose de 250ug/kg) diluido em solucdo de
carboximetilcelulose 0.5% por via gavagem, e este tratamento ocorreu até o ultimo dia de
gestacdo, por volta de 8-9 horas da manha (Adaptado de AHMED et al, 2012). Para confirmar
os quadros de eutireoidismo nas ratas gravidas dos grupos C e C+R, e de hipertireoidismo nos
grupos H e H+R, foram coletadas amostras de sangue pela veia caudal no 20° dia de gestacao
para a dosagem dos hormonios T3 e T4. Uma vez confirmados os quadros de eutireoidismo ou

hipertireoidismo, estes animais passaram para a proxima etapa do estudo.

4.2.2. Tratamento com Resveratrol
O RSV possui uma meia-vida curta e suas propriedades farmacocinéticas nao
permitem que ele seja dissolvido em adgua (BAUR e SINCLAIR, 2006). Portanto, o RSV foi
dissolvido em uma solugdo de carboximetilcelulose 0,5%, que também foi utilizada como
veiculo nos animais do grupo C (Adaptado de VEGA et al, 2016). A dose de RSV (trans-
resveratrol, Sigma-Aldrich) administrada por animal foi de 100 mg/kg de peso corporal por dia,
durante todo o periodo de gravidez, por volta de 8-9 horas da manhda. O método de

administracao foi via gavagem.
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4.3. Cirurgia para retirada da tireoide, coracio, rins e figado

As filhotes fémeas de 30 dias de idade foram anestesiadas e tiveram sua tireoide,
coragao, rins e figado coletados para determinagdo do peso relativo desses orgaos (relagao de
peso dos orgaos/peso corporal), além das analises histologicas e de imunohistoquimica, que
foram realizadas nos rins e na tireoide. No entanto, os animais de todos os grupos so passaram
pelo processo cirurgico apos a realizacdo de coletas de sangue e urina para as dosagens de

glicemia, hormonios tireoidianos, colesterol total e triglicerideos; analise da fungao renal; e

EUP.

4.4. Processamento histologico
Apbs a coleta de 6rgdos, estes foram fixados em Methacarn por 24h, e posteriormente
mantidos em alcool 70%. Em seguida, os tecidos foram colocados em cassetes identificados e
passaram pelas seguintes etapas de processamento:
e Desidratacdo (sequéncia de alcoois em ordem crescente, de 70 a 100%)
e Diafaniza¢do (imersdo em Xilol)
e Parafinizagdo (banhados em parafina liquida, entre 56-60°C)
Posteriormente, os orgdos foram retirados dos cassetes ¢ incluidos em blocos de
parafina. Um micrétomo (Lupetec) foi utilizado para a sec¢ao dos tecidos em Sum de espessura.
Os cortes foram estendidos em laminas de vidro previamente gelatinizadas e mantidas em

estufa, a 60°C, por 24h, para que houvesse a remocao do excesso de parafina.

4.5. Analise morfométrica renal e tireoidiana

As secgdes de tecido renal foram coradas com Picrossirius Red para as avaliagdes de
morfometria. Para isso, as imagens das ldminas foram obtidas por meio de microscopia Optica
digitalizada, em aumento de 200x, obtidas por meio do software Opticam. Foram selecionados
20 campos por lamina e todos os glomérulos presentes nestes campos foram analisados. Os
parametros morfométricos selecionados para este trabalho foram: area do corpusculo renal, area
do tufo glomerular e area do espaco capsular. Todas as medidas foram obtidas na unidade de

pum?, com auxilio do sofware ImagelJ.
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Figura 7- Analise morfométrica renal: (A) corpusculo renal e (B) areas delimitadas para anélise

morfométrica.
A B
100pm 100pum
- T Qe s e ]

Figura 7 - Imagem demonstrativa da analise de morfometria renal, realizada no software Image J, de
acordo com FRANCA-SILVA e colaboradores, 2017. Em (A), um corpusculo renal selecionado para a
analise. Em (B), as delimitacdes feitas pela ferramenta freehand tool do software. Em azul, esta
delimitada a area do corpusculo renal; em amarelo, esta delimitada a drea do tufo glomerular; e a
diferenca entre as duas areas geradas pelo software resultou na area do espaco capsular. Coloracao:

Picrossirius Red. Aumento: 200x. Fonte: A autora, 2021.

As secgoes de tecido tireoidiano foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E).
As imagens das laminas foram obtidas por meio de microscopia Optica digitalizada, em aumento
de 200x, obtidas por meio do software Opticam. A andlise morfométrica foi avaliada pelo
software ImageJ, onde foram selecionados de 6 a 8§ campos/imagens por lamina. Os parametros
avaliados foram: 4rea do epitélio (um?), area folicular (um?), drea do coloide (um?) e altura do
epitélio (um). A periferia da glandula tireoide possui uma capsula de tecido conjuntivo e alguns
vasos sanguineos, que podem atrapalhar as andlises descritas acima. Portanto, todos os

parametros morfométricos foram avaliados na area central de cada lobo tireoidiano.
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Figura 8- Analise morfométrica da tireoide: (A) glandula tireoide, (B) a mesma imagem com zoom 2X,
(C) foliculo tireoidiano delimitado para a andlise da area do foliculo, area do coloide e area do epitélio

¢ (D) medidas de altura do epitélio.

Figura 8 - Imagem demonstrativa da analise de morfometria da tireoide, realizada no software ImageJ,
adaptado de RODRIGUES-PEREIRA e colaboradores, em 2019. Em (A), a glandula tireoide, em
aumento de 200x. Em (B), temos a mesma imagem com zoom em 2Xx, para melhor visualizagdo do
foliculo. Em (C), as delimitagdes feitas pela ferramenta freechand tool do software. Em amarelo, esta
delimitada a area do foliculo; em vermelho, esta delimitada a area do coloide; e a diferenca entre as duas
areas geradas pelo sofiware resulta na area do epitélio. Em (D), as analises de altura do epitélio, onde
foram tragadas 4 retas em pontos diferentes do foliculo (que podem ser visualizadas na cor vermelha).
As retas foram tragadas da superficie basal at¢ a superficie apical das células foliculares, e o ImageJ
gerou o comprimento de cada reta. A média aritmética das 4 retas tracadas em cada epitélio de cada

foliculo corresponde a altura do epitélio. Coloragao: H&E. Aumento: 200x. Fonte: A autora, 2021.
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4.6. Imunohistoquimica

Seccdes de tecido tireoidiano e renal foram desparafinizadas para a técnica de
imunohistoquimica. Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios, com variagcao no
tempo de incubagdo e temperatura (ambiente ou a 4°C):

e anti-PCNA (monoclonal, 1/1000; Sigma-Aldrich), para as sec¢des de tecido
renal e tireoidiano.

e anti-alfa actina (monoclonal, 1/1000; Sigma-Aldrich), somente para as secgdes
de tecido renal,;

Em seguida, os cortes foram submetidos a incubacdo com anticorpo secundario anti-
IgG de camundongo (monoclonal, 1:200) (Vector Laboratories). A reacao foi detectada com
auxilio do sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adig¢do de 3,3
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company) juntamente com peroxido de hidrogénio
foi responsavel pelo o desenvolvimento de cor. Posteriormente, a contracoloragao foi realizada
utilizando o corante metilgreen.

Para a dilui¢ao dos anticorpos e o bloqueio de ligagdes inespecificas, foi utilizada uma
solucdo de PBS com albumina bovina (BSA - Bovine Serum Albumin - Sigma Chemical
Company), na concentracao de 5%.

As imunorreagdes para alfa actina foram avaliadas analisando-se a porcentagem do
glomérulo ou cortex renal marcados, atribuindo-se escores de 0 a 4 (KLIEM et al., 1996). Ja
para as reacdes de PCNA foi feita a contagem de células positivas por glomérulo, por campo

do cortex renal ou por foliculo tireoidiano e feita a média por lamina.

Quadro 2 - Escores atribuidos para as imunorreacdes de alfa actina no tecido renal.

Escore 0: equivalente de 0 a 5% do campo marcado;

Escore 1: +5 e 25%;

Escore 2: +25 e 50%;
Escore 3: +50 e 75%;
Escore 4: +75 € 100%
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4.7. Dosagem de hormonios tireoidianos
As dosagens dos niveis plasmaticos de T3 e T4 livres maternos e dos filhotes de 30

dias de idade foram realizadas pelo método de eletroquimioluminescéncia.

4.8. Dosagem de colesterol total e triglicerideos
O colesterol total foi determinado por método enzimatico-colorimétrico (Trinder).

Neste experimento, ocorrem as seguintes reacgoes:

Lipoproteina Lipase

Esteres de colesterol Colesterol + Acidos Graxos

Colesterol Oxidase
Colesterol + O, Colesterol-3-ona + H,O»

. L. Peroxidase , .
2 H,0,+ Fenol + 4-Aminoantipirina ——  Cromdgeno de cor cereja + 4 H,O

Os reagentes do kit para dosagem de colesterol (Bioclin) sdo homogeinizados e
colocados em banho-maria por 10 minutos a 37°C. Posteriormente, as absorbancias das
amostras e do padrdo sdo lidas a 500nm com o auxilio de um espectofotometro. A intensidade
da cor vermelha (cromogeno cereja) € diretamente proporcional a quantidade de colesterol da
amostra.

Os triglicerideos também foram determinados por método colorimétrico-enzimatico

(Trinder). Neste experimento, ocorem as seguintes reagoes:

Lo , Lipoproteina Lipase . ro
Triglicerideos + H.O Glicerol + Acidos Graxos

Glicerol Kinase

Glicerol + ATP Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg+2

Glicerol Fosfato

Glicerol-3-Fosfato + O, Fosfato + H,O,

Oxidase Dihidroxiacetona

. Lo Peroxidase .
2 H,0; + 4-Aminoantipirina + P-Clorofenol ————————— Cromogeno cereja + 4 H,O»
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A intensidade da cor vermelha (cromogeno cereja) formada € diretamente proporcional

a concentracao de triglicerideos na amostra.

4.9. Estudos de funcio renal

Os estudos de fungdo renal foram realizados nas maes, somente pela medida da
creatinina plasmatica, e nos animais de 30 dias de idade, através do clearance de creatinina. Os
filhotes foram colocados em gaiolas metabodlicas 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. Posteriormente, foi feita a dosagem de creatinina urinaria e plasmatica por
método colorimétrico (Bioclin), onde as absorbancias das amostras e do padrao foram lidas com
o auxilio de um espectofotometro (510nm). Com as dosagens de creatinina plasmatica,
creatinina urindria e volume de urina em 24h foi possivel a determinag¢do da TFG.

A EUP foi determinada por método colorimétrico (Labtest) nos animais de 30 dias de
idade. Neste experimento, o vermelho de pirogalol reage com o molibdato de sdédio. Estas
substancias formam um complexo, que ao combinar-se com proteinas presentes na amostra em
meio acido desenvolve um cromoéforo de cor azul. A absorbancia obtida pela leitura das
amostras (600nm) em espectrofotdmetro ¢ diretamente proporcional a concentragao de proteina

na amostra.

4.10. Analise estatistica

Para os parametros analisados utilizamos o programa GraphPad Prism (versao 7.00-
Trial), empregando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentavam
ou nao distribuicao normal (Gaussiana). Os dados que apresentaram distribuicao normal foram
analisados por teste paramétrico (ANOVA com pods-teste de Tukey ou Two-way ANOVA com
pos-teste de Bonferroni), e os dados que nao apresentaram distribui¢do normal foram avaliados
por teste ndo paramétrico (Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn). Os testes usados para cada
parametro estudado foram citados na legenda de cada figura no item Resultados. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Dados maternos
O peso corporal materno foi avaliado nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 de gestacao e no 21°
dia de lactacdo. Apesar das maes de todos os grupos terem apresentado ganho de peso durante

a gestacdo, ndo houve diferenga significativa entre os grupos estudados, tanto durante a

gestacdo, quanto no 21° dia de lactagao (figura 9).

Figura 9 - Peso corporal materno.

Peso corporal
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Peso corporal materno dos grupos C (n=6), C+R (n=7), H (n=6) ¢ HtR (n=8): Two-way ANOVA com
pos-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado

foi de p<0,05.



38

A administracdo de T4 durante a gestacdo resultou em alteragdes nas concentragdes
plasmaticas de T3 e de T4 nas maes do grupo H. Foi observado um aumento de T3 no grupo H,
quando comparado ao grupo controle (figura 10A) e um aumento de T4 nos grupos H e H+R,
quando comparados aos grupos C ¢ C+R (figura 10B). O tratamento materno com RSV
reverteu parcialmente apenas o aumento do horménio T3 nos animais do grupo H+R (figura

10A).

Figura 10 - Dosagens dos horménios Triodotironina - T3 (A) e Tiroxina - T4 (B) maternos.

A Triodotironina (T3) B Tiroxina (T4)

10-
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C C+R H H+R (o3 C+R H H+R
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Dosagens dos hormoénios Triodotironina - T3 (A) e Tiroxina - T4 (B) maternos dos grupos C (n=6), C+R
(n=7), H (n=6) e H+R (n=8): Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os valores representam a mediana
com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05

versus C; **C+R: p<0,01 versus C+R.
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A glicemia e a concentracdo de creatinina plasmatica foram avaliadas nas maes no 20°

dia de gestacdo. Nao houve diferenca significativa nestes parametros entre os grupos estudados
(figuras 11A e 11B).

Figura 11 - Glicemia (A) e Creatinina Plasmatica (B) materna.

A Glicemia B Creatinina plasmatica
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Glicemia (A) e Creatinina Plasmatica (B) materna dos grupos C (n=6), C+R (n=7), H (n=6) ¢ H+R
(n=8): ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.
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5.2. Dados da prole

5.2.1. Dados sobre o crescimento e desenvolvimento da prole

O peso corporal foi avaliado na prole de 30 dias de idade e ndo houve diferenca

significativa entre os grupos estudados (figura 12).

Figura 12 - Peso corporal da prole aos 30 dias de idade.
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Peso corporal da prole aos 30 dias de idade dos grupos C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6):
Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os valores representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O nivel

de significancia adotado foi de p<0,05.
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Nao se observou diferencga significativa nos pesos relativos da tireoide (figura 11A),
dos rins (figura 13B) e figado (figura 13C) dos filhotes de 30 dias de idade, entre os grupos
propostos. Porém, o peso relativo cardiaco (figura 13D) do grupo H foi menor, quando
comparado ao grupo C+R. O tratamento com RSV nao produziu efeitos nos animais controles,

mas impediu parcialmente as alteragdes no peso relativo do coragdo em filhotes de maes com

hipertireoidismo.

Figura 13 - Pesos relativos dos 6rgéos dos filhotes de 30 dias de idade: tireoide (A), rins (B), figado (C)
e coracdo (D).

A Peso relativo da tireoide B Peso relativo renal
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Pesos relativos dos filhotes de 30 dias de idade. Peso relativo da tireoide (A), rins (B), figado (C) e
coragdo (D) dos grupos C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) ¢ H+R (n=6): ANOVA com pos-teste de Tukey.
Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C+R:
p<0,05 versus C+R.
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5.2.2. Dados hormonais e metabolicos

Os filhotes de 30 dias de idade de maes com hipertireoidismo (H) apresentaram uma
diminui¢do nos niveis de hormoénios T3 e T4, quando comparados ao grupo C (figuras 14A e
14B). O tratamento com RSV ndo produziu efeitos no grupo controle, mas impediu

parcialmente as alteragdes nos niveis de T3 e T4 observadas em filhotes de made com

hipertireoidismo.

Figura 14 - Dosagens dos horménios T3 (A) e T4 (B) nos filhotes de 30 dias de idade.
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Dosagens dos horménios T3 (A) e T4 (B) nos filhotes de 30 dias de idade dos grupos C (n=7), C+R
(n=7), H (n=8) e H+R (n=6): Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os valores representam a mediana

com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05

versus C.
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Em relagdo a glicemia e colesterol total, ndo foram observadas diferengas

significativas entre os grupos estudados (figuras 15A e 15B). Entretanto, o hipertireoidismo

materno reduziu os niveis de triglicerideos nos filhotes de 30 dias de idade, quando comparado

ao grupo C (figura 15C). O tratamento com RSV ndo produziu efeitos no grupo C+R (figuras

15A, 15B e 15C) mas impediu parcialmente as alteracdes nos niveis de triglicerideos no grupo

H+R (figura 15C).

Figura 15. Glicemia (A), colesterol total (B) e triglicerideos (C) dos filhotes de 30 dias de idade.
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Glicemia (A), colesterol total (B) e triglicerideos (C) dos filhotes de 30 dias de idade dos grupos C (n=7),
C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6). A e B: ANOVA com pds-teste de Tukey. Os resultados representam

a média + EPM. C: Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os valores representam a mediana com 1Q

75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C.
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5.2.3. Dados sobre funcio renal

Foi observada uma diminui¢cdo na TFG dos filhotes de maes com hipertireoidismo,
quando comparado aos demais grupos estudados (figura 16A). O tratamento com RSV nao
produziu efeitos no grupo controle, mas impediu as alteragdes observadas na TFG. Com relagao

a EUP, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos avaliados (figura 16B).

Figura 16 - Taxa de filtragdo glomerular (A) e excregdo urinaria de proteinas (B) dos filhotes de 30

dias.
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Taxa de filtracdo glomerular (A) e excregdo urinaria de proteinas (B) dos filhotes de 30 dias dos grupos
C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6). A: ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados
representam a média + EPM. B: Os valores representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus C; **C+R: p<0,01 versus C+R; *H+R: p<0,05

versus H+R.
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5.2.4. Dados de morfometria e imunohistoquimica: renal e tireoidiana

Em relacdo a morfometria renal, os animais do grupo H apresentaram um aumento na
area do tufo glomerular, quando comparado aos grupos C e C+R, e uma redugdo na area do
espago capsular, quando comparado ao grupo C (figuras 17B e 17C). O tratamento com RSV

ndo provocou mudancas nos grupos C e C+R, mas reverteu parcialmente os efeitos do

hipertireoidismo nesses parametros.

Figura 17 — Analise morfométrica renal: (A) area do corpusculo renal, (B) area do tufo glomerular e

(C) area do espaco capsular.
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Analise morfométrica renal: (A) Areas do corptisculo renal, (B) do tufo glomerular e (C) espago capsular
dos filhotes de 30 dias dos grupos C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6): ANOVA com pos-teste
de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

*C: p<0,05 versus C; **C+R: p<0,01 versus C+R.
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Quanto a morfometria da tircoide, foi observado uma redugao na area do foliculo no
grupo H, em relagdo ao grupo H+R (figura 18A). Além disso, o grupo H apresentou uma
diminui¢do nas medidas de area do epitélio, quando comparado aos grupos C e C+R (figura
18C) e na altura do epitélio, em relacdo aos demais grupos (figura 18D). Nao houve diferenca
significativa na area do coloide entre os grupos estudados (figura 18B). O tratamento com RSV
ndo modificou o grupo controle, mas evitou as alteracdes promovidas pelo disturbio materno

(figura 18D).

Figura 18 — Analise morfométrica da tireoide: (A) area do foliculo, (B) 4rea do coloide, (C) area do

epitélio e (D) altura do epitélio.
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Analise morfométrica da tireoide: (A) area do foliculo, (B) area do coloide, (C) area do epitélio e (D)
altura do epitélio dos grupos C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) ¢ H+R (n=6). A ¢ C: Kruskall-Wallis com
pos-teste de Dunn. Os valores representam a mediana com 1Q 75 ¢ IQ 25. B ¢ D: ANOVA com pds-
teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. 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; **C+R: p<0,01 versus
C+R; *H+R: p<0,05 versus H+R.
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O hipertireoidismo materno aumentou o numero de células PCNA positivas no
compartimento TBI do cortex renal da prole com 30 dias de vida, quando comparado aos demais
grupos estudados (figura 19A). O tratamento com RSV nao produziu efeitos no grupo controle,
mas impediu as alteragdes induzidas pelo hipertireoidismo materno (figuras 19A, 19B e 19C).
Nao houve diferenga significativa entre os grupos avaliados para o nimero de células PCNA

positivas glomerulares (figura 19A) e tireoidianas (figura 19C).

Figura 19 — Imunohistoquimica para PCNA nos rins e na tireoide. (A) PCNA glomerular, (B) PCNA
TBI e (C) PCNA na tireoide.
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Imunohistoquimica para PCNA nos rins e na tireoide. PCNA glomerular (A), PCNA TBI (B) e PCNA
na tireoide (C) dos grupos C (n=7), C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6). A: ANOVA com pos-teste de
Tukey. Os resultados representam a média + EPM. B e C: Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os
valores representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C:

p<0,05 versus C; *C+R: p<0,05 versus C+R; *H+R: p<0,05 versus H+R.
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Figura 20 — Imunohistoquimica para PCNA renal nos grupos C, C+R, H e H+R.

Na figura, observa-se um aumento no nimero de células PCNA positivas no compartimento TBI do
cortex renal dos animais de 30 dias do grupo H, enquanto o tratamento com resveratrol ndo provocou
mudangas no grupo controle (C+R), mas impediu essa alteragao no grupo H+R. Seta preta: célula PCNA

positiva. Aumento: 400x. Fonte: A autora, 2021.
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A imunohistoquimica para alfa actina foi realizada nos rins dos filhotes de 30 dias de
idade e observou-se aumento na expressao deste marcador nos glomérulos dos filhotes de maes
com hipertireoidismo, quando comparado aos demais grupos avaliados (figura 21A).
Adicionalmente, também houve um aumento na expressao deste marcador no compartimento
TBI, no cértex renal no grupo H, quando comparado aos grupos C e C+R (figura 21B). O
tratamento com RSV ndo resultou em mudangas no grupo controle, mas evitou o aumento de

alfa actina induzido pelo hipertireoidismo.

Figura 21 - Expressao de alfa actina glomerular (A) e no TBI (B) dos filhotes de 30 dias de idade.
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Expressdo de alfa actina glomerular (A) e no TBI (B) dos filhotes de 30 dias de idade dos grupos C
(n=7), C+R (n=7), H (n=8) e H+R (n=6). A: ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados
representam a média =+ EPM. B: Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os valores representam a
mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C;
**C+R: p<0,01 versus C+R; *C+R: p<0,05 versus C+R; *H+R: p<0,05 versus H+R.
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Figura 22 — Imunohistoquimica para alfa actina renal nos grupos C, C+R, H e H+R.

Na figura, observa-se que a expressao de alfa actina se restringe & musculatura lisa de vasos nos grupos
C e C+R. No entanto, o hipertireoidismo materno provocou aumento da expressdo de alfa actina no
compartimento glomerular e TBI do cortex renal dos animais de 30 dias e o tratamento com resveratrol

evitou essa alteracdo. Seta preta: expressao de alfa actina na musculatura lisa de vasos. Aumento: 400x.
Fonte: A autora, 2021.
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Quadro 3 - Resumo dos dados maternos

" . Grupos Experimentais
Parametros avaliados P P

C C+R H H+R

- Peso Corporal
g -
E T3 %
e *C
s + +
E T *C, **C+R *C, **C+R
S Glicemia 0 0 0 0
N ..
a Creatlfn.na 0 0 0 0

plasmatica

C: Controle; C+R: Controle + Resveratrol; H: Hipertireoidismo; H+R: Hipertireoidismo + Resveratrol;
0: Sem diferenca com relagdo aos controles; +: Aumento; -: Diminui¢do; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:

p<0,001. Fonte: A autora, 2021.



Quadro 4 - Resumo dos dados da prole

Parametros avaliados

Peso Corporal
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PR renal
PR hepatico

PR cardiaco
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C: Controle; C+R: Controle + Resveratrol; H: Hipertireoidismo; H+R: Hipertireoidismo + Resveratrol;

PR: Peso relativo; 0: Sem diferenga com relag@o aos controles; +: Aumento; -: Diminuigdo; *: p<0,05;

*%: p<0,01; ***: p<0,001. Fonte: A autora, 2021.
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5. DISCUSSAO

Os horménios tireoidianos possuem um papel crucial no processo de organogénese e
qualquer desbalango em sua producao e/ou secrecdo pode prejudicar o desenvolvimento fetal
(MUNOZ et al, 2019). Nesse contexto, modelos experimentais de hipotireoidismo ou
hipertireoidismo gestacionais t€ém contribuido consideravelmente para elucidacio desse papel.
VARAS e colaboradores, em 2001, administraram inje¢des cutdneas de T4 (na dose de
100pg/kg) em ratas Wistar durante a gravidez e a lactacao e observaram um aumento nos niveis
de T3 e T4 nas ratas tratadas, quando comparadas ao grupo controle, estabelecendo um modelo
de hipertireoidismo gestacional. No presente trabalho, optou-se por tratar as maes do grupo H
e H+R com T4, via gavagem, na dose de 250ug/kg, durante a gestagdo. Além disso, o grupo
H+R foi tratado com RSV durante o mesmo periodo. Os niveis de T3 e T4 maternos estavam
aumentados significativamente no grupo H, enquanto que o grupo H+R apresentou um aumento
somente de T4. De qualquer forma, pode-se concluir que houve sucesso na indugdo de
hipertireoidismo materno e que o RSV possa ter minimizado a altera¢ao nos niveis de T3.

A glandula tireoide € responsavel por produzir, em maiores concentra¢des, o0 hormdnio
T4, entretanto, o T3 ¢ sua forma ativa. Em condi¢des fisioldgicas, cerca de 80% do hormonio
T3 presente no plasma humano ¢ originado da conversdo de T4 em T3, através das enzimas
desiodases. Em ratos, esta propor¢ao ¢ de 40-50% (ORTIGA-CARVALHO et al, 2016). As
enzimas desiodases possuem diferentes graus de expressao nos tecidos, por exemplo, a enzima
D1 est4 presente na membrana plasmatica de células do figado, rins, tireoide e pituitaria. Ja a
enzima D2, esta localizada no reticulo endoplasmatico das células e seu principal local de agao
¢ no cérebro, entretanto, ela também pode ser encontrada em menor quantidade em outros
locais, como: tecido adiposo marrom, pituitaria, placenta e em células do sistema imune inato.
A enzima D3, por sua vez, estd presente na membrana plasmatica de neuronios, porém, sua
atividade encontra-se aumentada durante a gestagdo, possuindo um papel importante na
regulacdo dos niveis de T3 para o feto (ORTIGA-CARVALHO et al, 2016; VAN DER SPEEK
etal, 2017). As enzimas D1 e D2 sdo responsaveis pela maior parte da conversao do hormdnio
T4 em sua forma ativa, enquanto a enzima D3 atua na inativa¢do do T3, convertendo-o em T2
ourT3 (VAN DER SPEK et al, 2017; KORHLE, 2018).

O balango entre a atividade das desiodases D1, D2 e D3 ¢ um dos principais fatores
que determinam a quantidade de T3 circulante no organismo. Além disso, distarbios enddcrinos
podem alterar a expressdo de genes que codificam estas enzimas (genes: DIO1 para D1, DIO2
para D2 e DIO3 para D3) (MANCINI et al, 2016). Como exemplo disso, o hipertireoidismo ¢

responsavel por diminuir tanto a atividade da enzima D2, quanto a expressao do gene DIO2,
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enquanto o hipotireoidismo exerce o oposto (KOENIG et al, 2005; SWEIZER et al, 2015;
MANCINI et al, 2016).

Existem poucos trabalhos na literatura que avaliam a correlagdo entre o tratamento
com RSV e a fungdo tireoidiana (DUNTAS et al, 2011; OURIQUE et al, 2013; GIULIANI et
al, 2014; FUJITA et al, 2017; GIULIANI et al, 2017; RAUF et al, 2017). Entretanto, estudos
recentes sugerem que o RSV pode interagir com as enzimas desiodases, embora estes
mecanismos ainda ndo tenham sido esclarecidos. CHESEREK e colaboradores, em 2016,
administraram RSV (65mg/kg) por 26 semanas em camundongos tratados com dieta
hiperlipidica. Nos animais que receberam somente a dieta obesogénica, foi observado um
aumento significativo de TSH e T4, acompanhado de uma diminui¢do nos niveis de T3. Estes
dados corroboram com uma diminui¢do na expressao de DIO1, indicando que a conversao de
T4 em T3 pela enzima D1 estava prejudicada neste grupo experimental. J4 os animais que
receberam RSV e a dieta, apresentaram uma melhora no quadro, visto que os niveis de T3 foram
normalizados. Além disso, estes resultados foram acompanhados de um aumento na expressao
de DIO1. Entretanto, a correlagdo entre o RSV e a expressdao de DIO2 e DIO3 ainda nao foi
investigada.

Em relagdo a este trabalho, a hipdtese € de que o RSV administrado nas maes do grupo
H+R pode ter aumentado tanto a atividade, quanto a expressao da enzima D3 nestes animais,
possibilitando um aumento na conversao periférica de T4 em suas formas inativas (rT3 e T2),
esta hipdtese explicaria os menores niveis de T3 encontrados neste grupo experimental. No
entanto, futuras investigacdes sobre interagcdes entre RSV e desiodases sdo necessarias neste
modelo. Adicionalmente, ¢ importante ressaltar que o grupo C+R nao apresentou alteragdes nos
niveis de T3 e T4, quando comparado aos demais grupos estudados, indicando que o RSV nao
interferiu nesse grupo.

O hipertireoidismo ¢ caracterizado por desenvolver um estado hipermetabodlico nos
pacientes, causando um aumento do gasto energético e, consequentemente, perda de peso
corporal (RIZOS et al, 2011; DIZAYE E MUSTAFA et al, 2019). Este quadro também ¢
observado em modelos animais deste disturbio enddécrino (DIZAYE E MUSTAFA, 2019;
VENEDIKTOVA, 2020). RIINTJES e colaboradores, em 2008, utilizaram uma dieta
suplementada com T4 (150pg/kg) em ratas Wistar durante 12 semanas antes da gestacdo,
continuando com o respectivo tratamento até o desmame dos filhotes, ao 28° dia pds
nascimento. Nao foi observada diferenca significativa nos dados de peso corporal materno
durante a gestagdo e a lactacdo, no tamanho da ninhada e no peso corporal dos filhotes no

primeiro dia de vida. Os dados de peso corporal materno de Rijntjes e colaboradores
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corroboram com os resultados encontrados neste trabalho, visto que ndo houve diferenca
significativa neste parametro entre os grupos estudados, apesar do tamanho da ninhada ndo ter
sido avaliado. No entanto, uma diferenga importante entre os dois trabalhos ¢ o tempo em que
as maes foram expostas ao hipertireoidismo.

O hipertireoidismo pode alterar o metabolismo de glicose através de diversos
mecanismos, como por exemplo, o aumento da gliconeogénese hepatica e a diminui¢cdo da
secrecao de insulina pelas células B-pancreaticas e estas altera¢des estao relacionadas com agdes
especificas do T3 nestes tecidos (CRUCKHORN e PATTI, 2008). Neste trabalho, foi avaliada
a glicemia nas ratas gravidas ao 20° dia de gesta¢do. Entretanto, nenhuma alteracdao foi
observada neste parametro. FUKUCHI e colaboradores, em 2002, utilizaram um modelo de
hipertireoidismo em ratos da linhagem Sprague-Dawley, com injec¢des intraperitoniais de T4
em menor (100ug/kg) e maior dose (600pug/kg), em um periodo de 2 semanas. Apds realizarem
uma sobrecarga de glicose por via oral nos animais, apenas o grupo que recebeu a maior dose
de T4 apresentou alteracao glicémica. No entanto, a dose de T4 utilizada neste estudo, pode nao
ter sido suficiente para causar este tipo de alteragao.

Os hormonios tireoidianos exercem um papel importante na fungao renal, participando
do crescimento e desenvolvimento do 6rgdo, garantindo a homeostase de eletrolitos, a
manuten¢do da TFG e a capacidade absortiva e secretoria dos tibulos renais (DEHOLANDER
et al, 2005; BASU e MOHAPRATA, 2012; SOMNEZ et al, 2019). A literatura traz evidéncias
de que o hipertireoidismo pode prejudicar os rins através do aumento da TFG e do fluxo
plasmatico renal (FPR), e o principal mecanismo envolvido nestas alteracdes ¢ o SRA, que
geralmente encontra-se hiperativado nestas condi¢cdes (SOMNEZ et al, 2019; ALBRAHIM et
al, 2020). No presente trabalho, a avaliagdo da fun¢do renal materna foi realizada através da
dosagem de creatinina plasmatica no 20° dia de gestacdo e o hipertireoidismo nao interferiu
nesse parametro. Existem poucos trabalhos na literatura que avaliam a fun¢do renal em modelos
animais de hipertireoidismo gestacional, a maioria avalia esse pardmetro somente em ratos ou
camundongos adultos, ou seja, fora do periodo gravidico. DIZAYE e MUSTAFA, em 2019,
trataram ratos Wistar machos com T4 (0,0012%) na 4gua de beber durante 30 dias consecutivos
e foi observado um aumento nos niveis séricos de creatinina destes animais, quando
comparados ao grupo controle. A divergéncia nos resultados encontrados neste trabalho em
comparacdo com os dados de DIZAYE e MUSTAFA pode ser explicada por trés fatores:
primeiro, o tempo de tratamento com o hormoénio T4, que pode interferir na magnitude das
alteracdes causadas por este distirbio enddcrino; segundo, o sexo do animal utilizado no

modelo experimental; e terceiro, a dose e o método de administracdo de T4.
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Em ratos, o eixo HPT e a glandula tireoide atingem a maturidade somente no 21° pos-
natal, que coincide com o periodo de desmame destes animais. Antes do nascimento, o feto
sofre grande influéncia das concentragdes de T3 e T4 plasmaticas da mae, visto que estes
hormonios atravessam a barreira placentaria. Depois do nascimento, a prole continua a receber
determinadas quantidades destes hormonios através do leite materno (WALLING et al, 2016).
A literatura mostra que filhotes de maes com hipertireoidismo tratadas com T4 durante a
gravidez e a lactagdo possuem um aumento tanto de T3, quanto de T4 nos primeiros dias de
vida, como foi visto no trabalho de VARAS (2001) e AHMED (2012). Entretanto, no estudo
de VARAS, ndo houve diferenga signiticativa nos niveis destes hormonios nos filhotes de maes
hipertireoideas, a partir do 21° dia de vida, enquanto que no de AHMED, os filhotes de maes
hipertireoideas com 21 dias de vida ainda apresentavam altos niveis de T3 e T4. Estes dados
mostram que, apds a maturagdo completa da glandula e a interrup¢ao do fornecimento materno
de hormonios via lactagdo, a prole possui comportamentos diferentes em relagdo a produgado e
secre¢do de T3 e T4. E importante ressaltar que as doses de T4 administradas nestes trabalhos
foram diferentes, apesar do tempo de tratamento ter sido o mesmo. VARAS e colaboradores
administraram doses de T4 via injecdes subcutaneas, na dose de 100pg/kg, enquanto AHMED
e colaboradores, administraram doses de T4 via gavagem que se iniciaram na concentragao de
50ug/kg nos primeiros dias de tratamento, até atingirem gradativamente a dose de 200ug/kg,
além de terem oferecido aos animais, desde o inicio da gestagdo, a dose de 0,002% de T4 na
agua de beber, ad libitum. Diferente dos trabalhos de VARAS (2001) e AHMED (2012), este
estudo interrompeu o tratamento materno com T4, apds o parto, e dosagens hormonais maternas
nao foram feitas durante a lactacdo. No entanto, foram avaliados os niveis de T3 e T4 da prole
no 30° dia de vida. Os filhotes de maes hipertireoideas apresentaram uma diminui¢ao nos niveis
destes hormodnios, quando comparados ao grupo controle. Possivelmente, a exposi¢dao
intrauterina a altos niveis de hormonios tireoidianos prejudicou o desenvolvimento da glandula
nos filhotes do grupo H. Esta hipotese € refor¢ada pelos resultados de morfometria da tireoide,
que demonstraram diversas alteracdes que serdo discutidas no decorrer deste estudo, como:
diminui¢do nas medidas de area e altura do epitélio folicular, bem como uma diminui¢do na
area do foliculo.

Estudos demonstram que modelos animais de hipertireoidismo gestacional podem
impactar na razao entre o peso de 6rgaos e o peso corporal da prole (KOBORI et al, 1998;
VARGAS et al, 2006; RIJNTJES et al, 2008; BASU e MOHAPRATA 2012; LINO et al, 2012).
Neste trabalho, ndo houve diferenca entre o peso corporal dos filhotes de 30 dias de idade, nem

nos pesos relativos da tireoide, rins e figado. Entretanto, foi observada uma diminui¢ao no peso
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relativo cardiaco na prole do grupo H, quando comparado ao grupo C+R, indicando que sua
organogénese foi prejudicada pelo disturbio enddcrino materno. Por outro lado, o tratamento
com RSV reverteu este quadro, uma vez que os filhotes do grupo H+R apresentaram
comportamento semelhante aos grupos C e C+R. Embora existam poucos estudos que avaliem
os efeitos do tratamento com RSV no hipertireoidismo gestacional, existem alguns trabalhos
que evidenciam efeitos cardioprotetores deste composto em outros distirbios maternos, como
hipertensdao e sindrome metabdlica (CARE et al, 2016; HOU et al, 2019). Dentre seus
beneficios, destacam-se a¢des antioxidantes e anti-inflamatoérias (ZHENG et al, 2018; HOU et
al, 2019).

Para avaliacdo dos dados metabodlicos da prole, ¢ importante destacar que um dos
efeitos programados pelo hipertireoidismo materno, principalmente nos filhotes de 30 dias do
grupo H, foi o desenvolvimento de um quadro de hipotireoidismo, sendo menos severo nos
filhotes do grupo H+R. Os hormdnios tireoidianos sdo responsaveis por regular tanto os niveis
de colesterol e triglicerideos, quanto a secre¢do de insulina. Portanto, alteragdes nos niveis de
T3 e T4 podem causar um desbalancgo nos perfis lipidico e glicémico do individuo (RIZOS et
al, 2011). Apesar destas evidéncias, ndo foram observadas alteragdes de glicemia e colesterol
total na prole. Possivelmente estas alteragdes poderiam ser evidenciadas mais tardiamente, visto
que animais de 30 dias ainda sdo considerados jovens. Entretanto, uma diminui¢ao nos niveis
de triglicerideos foi observada no grupo H.

Pacientes com hipotireoidismo geralmente apresentam altos valores de triglicerideos,
porém, baixos valores neste parametro ja foram relatados (NIKKILA e KEKKI, 1972; RIZOS
et al, 2011). BOLKINI e colaboradores, em 2019, realizaram um estudo utilizando
camundongos Swiss com hipotireoidismo e hipertireoidismo, com o objetivo de avaliar os perfis
metabolico e lipidico destes quadros. Além disso, eles avaliaram os possiveis beneficios do
tratamento com o composto natural Saussurea lappa nestes grupos, conhecido por suas agdes
antioxidantes e anti-inflamatodrias. O modelo de hipotireoidismo utilizado se deu através da
administracdo de uma droga que inibe a producdo de hormonios tireoidianos, denominada
propiltiouracil (PTU), a 0,05%, na agua de beber dos animais. O modelo de hipertireoidismo
foi realizado com administragdo de T4, na dose de 100pg/kg, também na agua de beber. Ambos
os tratamentos duraram 4 semanas. Os niveis séricos de colesterol e triglicerideos estavam
aumentados no grupo hipotireoideo, enquanto que no grupo hipertireoideo, estes parametros
diminuiram. O tratamento com o composto antioxidante normalizou o perfil lipidico de ambos
os grupos, gerando resultados semelhantes aos do grupo controle. Comparando-os com os

dados deste trabalho, observa-se uma divergéncia entre os resultados, pois apesar dos animais
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do grupo H apresentarem um quadro de hipotireoidismo aos 30 dias de vida, seu metabolismo
de triglicerideos encontrou-se elevado, causando uma diminui¢do nos seus niveis séricos. No
entanto, esta divergéncia de dados pode ser explicada pelo fato da prole ter sido exposta a um
ambiente intrauterino hipertireoideo, que pode ter alterado o metabolismo lipidico dos filhotes.

Curiosamente, quando se observa o estudo de BOLKINI e colaboradores (2019) em
relacdo ao tratamento de animais portadores de distirbios tireoidianos com um composto
antioxidante e anti-inflamatdrio, houve uma reversao nas alteragdes de perfil lipidico destes
animais. Neste trabalho, observou-se uma reversao parcial no grupo H-+R, de maes
hipertireoideas tratadas com RSV. Estes dados reforcam a hipdtese de que o RSV possa atuar
na programacao fetal, interferindo também no metabolismo de colesterol e triglicerideos da
prole.

Os distarbios da tireoide podem causar severos impactos na fun¢do renal do portador.
Geralmente, o hipertireoidismo ¢ caracterizado por elevar a TFG, o FPR e a EUP, enquanto o
hipotireoidismo possui agoes opostas (LAGNSTON et al, 2006; BASU e MOHAPRATA,
2012). O principal mecanismo envolvido nestas alteracdes ¢ a atividade do SRA, que encontra-
se alterada em ambos os quadros (VARGAS et al, 2006). O presente trabalho observou uma
diminui¢ao na TFG dos animais do grupo H, quando comparada aos demais grupos estudados,
enquanto a EUP ndo sofreu alteracdes. O resultado de baixa TFG se assemelha a diversos
modelos animais de hipotireoidismo (TAYLOR et al, 1964; MICHAEL et al, 1972;
EMMANUEL et al, 1974) e ensaios clinicos humanos desta doenga (MONTENEGRO et al,
1996; DIEKMAN et al, 2001; SUHER et al, 2005), embora existam poucos estudos na literatura
que avaliem a funcao renal de filhotes de maes com disturbios da tireoide. Vale destacar ainda,
que o tratamento materno com RSV impediu a perda de funcdo renal da prole de maes
hipertireoideas. Apesar de existirem poucos estudos que avaliem os mecanismos protetores
renais do RSV em modelos de disfuncado da tireoide, o RSV mostrou-se benéfico nos rins de
animais expostos a modelos experimentais de diabetes mellitus (KITADA et al, 2013).
SHARMA e colaboradores, em 2006, reportaram que o tratamento com RSV, nas doses de 5 e
10mg/kg, melhorou a EUP e o estresse oxidativo renal em ratos diabéticos. Adicionalmente,
PALSAMY e SUBRAMARIAN (2011) observaram a normaliza¢do da TFG e da inflamagao
renal em ratos diabéticos tratados com RSV, na dose de Smg/kg.

CANAVAN e colaboradores, em 1994, avaliaram o crescimento dos rins, figado e
diafragma de neonatos com disfungdes da tireoide em relacdo ao turnover de proteinas. Os
orgdos foram coletados na prole no 12° dia de vida. Para o modelo de hipotireoidismo, os

autores utilizaram a droga PTU, na dose de 200mg/L, na dgua de beber de ratas Wistar durante
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o 12° dia de gravidez até lactagdo e, para o modelo de hipertireoidismo, foi administrado o
hormdnio T4 nos neonatos, na dose de 10ug/kg, do 3° até 12° dia de vida. Foi constatado um
retardo no crescimento da prole de maes hipotireoideas em 12%, além de um déficit no
desenvolvimento dos trés 6rgaos avaliados. Quanto aos neonatos hipertireoideos, ndo foram
observadas diferencas no crescimento do figado e do diafragma, porém, os rins apresentaram
um leve grau de hipertrofia. Contudo, estes resultados mostram que os 6rgaos podem responder
de maneiras diferentes em relagdo ao crescimento e desenvolvimento quando estao expostos a
modelos de disfungdes da tireoide. E importante salientar, que neste trabalho o peso relativo
renal ndo foi diferente entre filhotes de maes hipertireoideas e controles. No entanto, o
hipertireoidismo materno, além de reduzir a TFG na prole de 30 dias, provocou alteragdes
morfométricas renais importantes como aumento do tufo glomerular e redu¢do do espago
capsular, além do tratamento com RSV ter revertido parcialmente essas alteragdes.
ALBRAHIM e colaboradores, em 2020, analisaram os efeitos protetores renais de um extrato
de semente de uva (Vitis vinifera), rico em flavonoides e polifendis, incluindo pequenas doses
de RSV (ZHENG et al, 2018), em camundongos Swiss com hipertireoidismo. O modelo de
hipertireoidismo se deu através da administracdo de T4 (100ug/kg), por trés semanas, € o
tratamento com o extrato (50mg/kg) ocorreu nas trés semanas seguintes, apos o quadro
hipertireoideo ser estabelecido. Os animais com hipertireoidismo demonstraram uma
diminui¢do na area glomerular, um aumento no espago capsular e infiltracdo de células
inflamatorias no compartimento TBI. J& os animais hipertireoideos, posteriormente tratados
com o extrato de semente de uva, apresentaram todos estes parametros normalizados, ou seja,
semelhantes ao grupo controle. Ao comparar os resultados deste trabalho com aqueles
apresentados por ALBRAHIM, ¢ importante ressaltar que o referido grupo de estudo avaliou
os impactos renais do hipertireoidismo para os animais portadores adultos, ndo se tratando,
portanto, de um estudo de programacao fetal. Além disso, o extrato da semente de uva contém
doses baixas de RSV, juntamente com inimeros outros compostos quimicos, que podem ter
também auxiliado nos beneficios retratados pelo estudo. Contudo, ¢ curioso observar que o
tratamento com RSV ou com o extrato de V. vinifera é capaz de melhorar os quadros de injtria
renal causados por disfun¢des da tireoide em diferentes magnitudes e contextos, visto que neste
trabalho, os animais de 30 dias de idade de maes hipertireoideas apresentaram baixos niveis de
T3 e T4, enquanto os de ALBRAHIM, apresentaram-se hipertireoideos.

Complementando as avaliagdes renais, foram realizadas reagdes de
imunohistoquimica para os marcadores PCNA e alfa actina nos rins dos filhotes de 30 dias de

idade. O Proliferation Cell Nuclear Antigen (PCNA) € uma proteina nuclear de 36 kD, em que
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a expressao estd relacionada com a fase S do ciclo celular (CELIS e CELIS, 1985; HALL et al.,
1990). Sendo assim, em estudos imunohistoquimicos, células PCNA positivas indicam células
em proliferacdo (HALL et al., 1990; MARQUEZ et al., 2002). J4 a alfa actina, em condi¢des
normais, ¢ uma proteina com fun¢do de contratilidade e encontra-se expressa em vasos
sanguineos, porém, sob condi¢des patoldgicas, algumas células renais podem apresentar
alteracdes no seu fendtipo e passarem a expressar alfa actina como células mesangiais e
miofibroblastos intersticiais (NOVAKOVIC et al, 2012; ZHOU et al, 2020). Estas células
comegam a expressar alfa actina e aumentam a producao de coldgeno e outros componentes da
matriz extracelular, e estes fatores podem resultar em fibrose tecidual (EDDY, 1996; HOWIE
et al., 1995; ZHANG; MOORHEAD; EL NAHAS, 1995). Durante o desenvolvimento renal,
tanto a expressdo de PCNA, quanto de actina encontram-se aumentadas, uma vez que o 0rgao
ainda esta em formacao, entretanto, suas marcacoes tendem a diminuir, conforme ocorre a
maturagdo renal (SAIFUDEEN et al, 2002). Em ratos, a nefrogénese se inicia por volta do 12°
dia de gestacdo, e se completa entre 10 a 15 dias apos o nascimento (NIGAM et al, 1996).
Contudo, o aumento da expressdo de PCNA e alfa actina em rins maduros pode indicar lesdo
tecidual. Neste trabalho, o hipertireoidismo gestacional aumentou o niimero de células PCNA
positivas apenas no compartimento TBI e foi responsavel também pelo aumento da expressao
de alfa actina nos compartimentos glomerular ¢ TBI do cortex renal da prole de 30 dias, em
relagdo aos demais grupos. Alids, o aumento de alfa actina glomerular pode explicar o aumento
do tufo glomerular no cortex renal da prole de maes hipertireoideas, devido ao aumento de
matriz extracelular, e consequente reducao do espaco capsular, ja que a area do corpusculo renal
nao sofreu modificac¢des, dados que provavelmente contribuiram para a redu¢do da fungdo renal
apresentada pela prole do grupo H. Além disso, o tratamento materno com RSV impediu as
mudancas na expressdo de alfa actina e presenga de células PCNA positivas induzidas pelo
hipertireoidismo. Estes resultados, em complementacdo com a baixa TFG apresentada pelo
grupo H, demonstram que os rins destes filhotes sofreram consequéncias em nivel funcional e
de arquitetura tecidual, apds a exposicao a um ambiente intrauterino com altos niveis de T3 e
T4.

BOHLE e colaboradores, em 1987, avaliaram biopsias renais de pacientes que
apresentavam quadros de injuria tecidual. Os autores concluiram que lesdes tubulointersticiais,
como fibrose e atrofia tubular, podem levar a uma redugdo da TFG, visto que a passagem de
fluxo sanguineo nos vasos pos-glomerulares encontra-se comprometida. Além disso, BOHLE
observou que os glomérulos podem se adaptar a estas alteragdes tubulares, causando ou nao

mudangas estruturais a nivel glomerular. Comparando com os resultados deste trabalho, os
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filhotes de maes hipertireoideas apresentaram lesdo no compartimento TBI no cortex renal,
evidenciada com o aumento de alfa actina neste local. Contudo, estas alteragdes podem ter
influenciado na diminuicao da TFG apresentada por este grupo experimental, entretanto, sdo
necessarios outros experimentos para investigar a causa do aumento da area do tufo glomerular
observada nestes filhotes.

Em mamiferos, o tufo glomerular ¢ composto por trés células principais: as células
endoteliais, os podocitos e as células mesangiais (ZIMMERMAN et al, 2018). Em quadros de
injuria glomerular, podem ocorrer lesdes em qualquer uma, ou em mais de uma destas
populagdes celulares. Além disso, estas alteragdes podem ocorrer em diferentes magnitudes,
dependendo do grau e da origem do problema (FOGO, 2015). No caso de lesdes que atingem o
mesangio, estas células podem sofrer proliferagdo, migracdo e/ou excesso na producdo de
matriz extracelular, e estes fatores possuem correlagdo positiva com uma diminui¢ao na TFG
(BOHLE et al, 1987; ABBOUD 2012). Além disso, um aumento na produ¢ao de ROS também
pode causar alteragdes importantes neste local, como: hipertrofia, acimulo de matriz
extracelular e aumento na expressao de fatores de crescimento. Entretanto, ainda ndo foram
desenvolvidos marcadores especificos para lesdes mesangiais (ABBOUD, 2012;
ZIMMERMAN et al, 2018). Estas evidéncias mostram outra hipdtese sobre o aumento da area
do tufo glomerular e a diminui¢do da TFG observadas nos filhotes de maes hipertireoideas,
visto que um quadro de hipertrofia mesangial poderia ocasionar alteracdes semelhantes a estas
na prole. Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para confirmar o tipo especifico de
lesdo renal que estes filhotes apresentaram.

Além das avalicdes metabdlicas e renais, a tireoide da prole de 30 dias também foi
analisada. O hipertireoidismo materno ndo alterou o nimero de células PCNA positivas nos
foliculos tireoidianos, entretanto, alteracdes morfométricas foram evidenciadas. Os animais do
grupo H apresentaram uma diminui¢@o na area do foliculo, quando comparado ao grupo H+R.
Além disso, houve uma diminui¢do na area do epitélio folicular, quando comparado aos grupos
C e C+R, e a altura deste epitélio mostrou-se menor em relacdo aos demais grupos
experimentais. AHMED e colaboradores, em 2010, avaliaram o desenvolvimento da tireoide
de filhotes de ratas Wistar com disfungdes tireoidianas durantes a gravidez e a lactagdo. Para o
modelo de hipotireoidismo gestacional, as fémeas foram tratadas com Metimazol, outra droga
que inibe a produ¢do de hormonios tireoidianos, na agua de beber, na concentragao de 0,02%.
J& para o modelo de hipertireoidismo, as maes foram tratadas com doses de T4 via oral que se
iniciavam com 50pg/kg e eram aumentadas gradativamente até atingirem 200ug/kg. Além

disso, as fémeas hipertireoideas receberam T4 também pela 4gua de beber, na concentragao de
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0,002%. A glandula tireoide da prole de maes hipotireoideas apresentou diversas alteragoes,
como: desintegragdo do lumen folicular, hiperplasia, proliferagcdo de fibroblastos e diminui¢ao
na area do coloide. Estas alteracdes foram acompanhadas de uma diminui¢do nos niveis de T3
e T4 da prole, demonstrando que estes filhotes estavam com um quadro hipotireoideo. Quanto
a glandula tireoide da prole de maes hipertireoideas, as alteracdes observadas foram: atrofia da
glandula, diminui¢do na area folicular e na altura do epitélio e deformagdo de alguns foliculos.
Estes resultados foram acompanhados de um aumento nos niveis de T3 e T4 da prole. Portanto,
os resultados dos filhotes de 30 dias de idade do grupo H deste estudo, corroboram com os
achados de AHMED (2010), em relagdo a diminui¢ao da area folicular e altura do epitélio,
embora esses animais (grupo H) tenham apresentado reducdo dos niveis de T3 e T4. Baseado
nestas informacoes, as alteracdes encontradas neste trabalho em relagdo a estrutura da tireoide
mostram que a exposi¢do da prole ao hipertireoidismo materno prejudicou o desenvolvimento,
o crescimento e a funcdo da glandula nestes animais. O tratamento com RSV impediu
parcialmente estas alteragdes, visto que a altura do epitélio folicular do grupo H+R mostrou-se
menor, em comparacdo ao grupo controle. Entretanto, sabe-se que o tamanho e niimero das
células foliculares podem ser alterados conforme a producao de horménios T3 e T4 e/ou pela
influéncia de TSH. No presente trabalho, hé indicios de que os provaveis niveis elevados de
TSH da prole, devido aos niveis reduzidos de T3 e T4 no grupo H, ndo sejam suficientes para
promover aumento da proliferacdo celular na tireoide ou mesmo uma hipertrofia do epitélio,
uma vez que nao houve alteragdo no niimero de células tireoidianas PCNA positivas € nem no
peso relativo da tireoide, além da area e altura do epitélio foliculares estarem reduzidos. Sendo
assim, estudos devem ser conduzidos no sentido de se avaliar também o desenvolvimento da
pituitaria e do hipotalamo em filhotes de maes hipertireoideas.

Por fim, futuras investigacdes sdo necessarias para analisar os mecanismos pelos quais
o hipertireoidismo materno ¢ capaz de programar efeitos renais importantes na prole e também
como o RSV pode atenuar esses efeitos, uma vez que o tratamento das maes do grupo controle

com RSV nio repercutiu em nenhum dos parametros avaliados neste estudo.
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6.1 CONCLUSAO

O hipertireoidismo materno interferiu no metabolismo de triglicerideos e programou
alteragOes estruturais renais e tireoidianas importantes, que resultaram em perda de fungao renal
e hipotireoidismo, respectivamente, na prole jovem de ratas Wistar. No entanto, o tratamento

de maes hipertireoideas com RSV foi capaz de amenizar esses efeitos para a progénie.
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ANEXO

@ Universidade Federal de Uberlandia d CM(Q

— Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais — Ublizag 8o de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo dos parametros metabdlicos,
renais e cardiovasculares da prole de ratas Wistar com hipertireoidismo
materno: beneficios do Resveratrol”, protocolo n°® 051/19, sob a
responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que envolve a produgao,
manutengdo e/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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 04 de Outubro de
2019.

(We certify that the project entitled “Avaliagdo dos parametros metabdlicos, renais e
cardiovasculares da prole de ratas Wistar com hipertireoidismo materno: beneficios do
Resveratrol” protocol 051/19, 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 October 04th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 20/10/2019  Término: 01/10/2022

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Ratos da linhagem Wistar

Numero de animais 364

Peso / Idade 300g — Machos Adultos
180g — Fémeas Adultas

Sexo Macho e Fémea

Origem / Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
REBIR-UFU

Local onde serdo mantidos os animais: Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
REBIR-UFU

Uberlandia, 07 de Qutubro de 2019,

Prof. Dr-&LdcieVilela Carneiro Girao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais /UFU
Coordenador da CEUA
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