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RESUMO

Distarbios endocrinos durante a gestagdo podem ser responsaveis pelo aparecimento de
doengas na vida adulta da prole, por provocarem mudang¢as no ambiente intrauterino.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar as repercussdes renais e metabolicas
do hipotireoidismo materno, induzido por metimazol, para a prole de ratas Wistar. A droga
foi diluida na 4gua de beber e oferecida as ratas do Grupo Experimental (GE), do 8° dia de
gestacdo até o 21° dia de amamentagdo, enquanto que as ratas do Grupo Controle (GC)
tiveram acesso a agua normalmente e a ragdo foi disponibilizada ad libitum para os 2
grupos. Os filhotes de 1, 7, 30 e 90 dias de idade de cada grupo foram anestesiados e
tiveram seus rins coletados, mas os de 90 dias foram primeiramente submetidos a aferi¢io
de pressdo arterial e posterior coleta de sangue e urina, para determinagdo de pardmetros
metabolicos e renais, para depois terem seus rins retirados. As dosagens de hormonios
tireoidianos maternos e dos filhotes de 90 dias também foram realizadas. Como resultados
tém-se que, o consumo de liquido e ragdo ndo foi diferente entre as maes dos GE e GC,
mas as maes experimentais apresentaram menor ganho de peso durante a gestagdo,
menores niveis plasmaticos de T3 e T4 e um menor numero de filhotes, comparadas as
controles. Os pesos corporal e renal dos filhotes de 30 e 90 dias foram menores no GE em
relagdo ao GC. Os niveis de T3 e T4, colesterol total, a pressdo arterial sistolica e a perda
de proteinas urinarias ndo foram diferentes entre os grupos, mas o teor de triglicerideos, a
taxa de filtragdo glomerular ¢ o nimero de glomérulos de GE foram menores, quando
comparados aos controles. Portanto, pode-se concluir que o hipotireoidismo materno em
ratas Wistar, reduziu o tamanho da ninhada, além de ter prejudicado os desenvolvimentos

corporal e renal da prole, resultando em reduzida TFG na vida adulta.

Palavras chaves: Hipotireoidismo materno, metimazol, ratas Wistar, fungio renal.



1. INTRODUCAO

A tiredide ¢ uma glandula alveolar, altamente vascularizada, localizada na parte
anterior do pescoco, logo a frente da traquéia. Consiste em 2 lobos (direito e esquerdo)
conectados pelo istmo glandular, ¢ formada por células foliculares, envolvidas na sintese de
hormonios tireoidianos (HT), células endoteliais, células parafoliculares ou C (secretoras de
calcitonina), fibloblastos, linfécitos e adipocitos (MOLINA, 2014).

A sintese e libera¢do dos HT sdo reguladas, por retroalimenta¢do negativa, pelo eixo
hipotaldmico-hipofisario-tireoideano. O Hormodnio Liberador de Tireotrofina (TRH),
produzido por neurdnios localizados no nucleo paraventricular hipotaldmico, atua na hipofise
anterior estimulando a produ¢do do Hormonio Estimulante da Tireoide (TSH), por células
chamadas de tiredtrofos. O TSH, por sua vez, alcanga a glandula tiredide onde induz a
producgio e libera¢do de T3 e T4 para a circulacio sistémica (FEKETE; LECHAN, 2013). A
liberagdo dos componentes centrais deste eixo (TRH e TSH) ¢é diretamente regulada pelos
periféricos (HT), de forma que a liberagdo de TRH e TSH ¢ inibida principalmente por T3 (a
partir da conversdo de T4 em T3 no hipotalamo e hipodfise, respectivamente). A contribuigdo
deste T3, de origem intracelular, na inibi¢do de TRH e TSH, por retroalimentacdo, negativa ¢
maior que a de T3 derivada da circulagdo (MOLINA, 2014).

A tire6ide 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 horménio. O T4 se liga mais efetivamente as proteinas plasmaticas
de ligagdo e, portanto, apresenta menor taxa de depura¢do 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 sera
convertida em T3 pelas enzimas desiodinases. A sintese dos HT ocorre resumidamente de
acordo com as seguintes etapas (Figura A):

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

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

3) oxidag¢do do iodeto feito pelas tireoperoxidades (TPO);

4) iodagdo da tirosinas presentes nas moléculas de TG, dando origem as monoiodotirosinas

(MIT) e as diiodotirosinas (DIT),
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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 coldide pelo tiredcito;

7) clivagem e liberag@o de T3 e T4 para a corrente sanguinea (KOEPPEN; STANTON, 2012).

Figura A. Sintese ¢ liberagio de HT pela glandula tiredide.
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Fonte: KOEPPEN; STANTON 2012 (modificada).

Os efeitos dos HT consistem principalmente em estimular a atividade das células,
sendo de fundamental importancia para o desenvolvimento, crescimento, metabolismo
(KOEPEN, STANTON, 2012) e funcionamento adequado de todos os sistemas como:
cardiovascular, renal, sistema imune, entre outros (VANDERPUMP, TUNBRIDGE 2005).

O individuo cuja fungdo da tiredide estd normal se encontra no chamado estado
eutiredideo. O estado clinico resultante de alteragdo da fungdo tireoidiana é classificado em
hipotireoidismo (baixa fun¢@o) ou hipertireoidismo (fungdo excessiva). A deficiéncia ou
excesso na produgdo dos HT pode ser resultante de disturbios em qualquer nivel do eixo
hipotaldmico-hipofisario-tireoidiano (MOLINA, 2014). O hipotireoidismo caracteriza-se pela
diminui¢@o ou a ndo produgdo dos hormdnios T3 e T4, seja pela deficiéncia de 1odo, causa
bastante comum, ou por inflamagdo cronica da tirecide causada pelo sistema imune

caracterizando a doenga de Hashimoto (ZALETEL; GARBERSCEK, 2011). O quadro de
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hipotireoidismo que tem como origem alteragdes na glandula tiredide ¢ chamado de primario,
constituindo uma das causas mais comuns de doengas enddcrinas, de acordo com Chakera e
colaboradores (2012). Ja o hipotireoidismo que afeta estruturas centrais como hipotalamo e
hipofise, é chamado de central e geralmente ¢ causado por tumores ou irradia¢des devido a
localiza¢do dos mesmos, interferindo diretamente na produgdo de TSH ou TRH (GUPTA,;
LEE, 2011).

Os rins desempenham diversas fungdes no organismo, sendo sua unidade funcional
denominada de nefro. Essas unidades sdo responsaveis pela filtragdo sanguinea, retengdo 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 6rgdo exige interagdes entre
tecidos e eventos morfogenéticos complexos (SCHEDL, 2007).

O desenvolvimento embrionario dos rins passa por alguns estagios de formag¢do como
o pronefro, mesonefro e o metanefro. Na maioria dos mamiferos, incluindo, portanto,
humanos e roedores, os pronefros e mesonefros aparecem cedo na gestagdo e sofrem
regressdo, ao passo que os metanefros se diferenciam e ddo origem ao rim adulto. Os rins
definitivos desenvolvem-se a partir do blastema metanéfrico e do broto ureteral, que ¢
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 conclusdo deste processo s se completa apds o
nascimento (MICHOS, 2009). E importante destacar que a gravidez humana tem duracio 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 altera¢des
no ambiente intrauterino, algumas anomalias renais e do trato urinario podem acontecer,
levando a complicac¢des futuras (COSTANTINI, KOPAN, 2010). Acredita-se que algumas
doengas apresentadas na vida adulta podem ter sido programadas na vida intrauterina, devido
a algum disturbio desenvolvido e mantido durante a gestacdo. Um exemplo disso € o diabetes
durante a gravidez (diabetes gestacional), que influencia diretamente o padrao de crescimento
do feto, resultando em macrossomia (KC, SHAKYA; ZHANG, 2015), além de outras
repercussdes. Em modelos experimentais, o diabetes gestacional e obesidade materna sdo
capazes de induzir restricdo de crescimento intrauterino, além de alteragdes metabodlicas na
prole, que podem resultar em Diabetes tipo 2 (ZAMBRANO; NATHANIELSZ, 2013;
CAPOBIANCO et al., 2015). Estudos mostram que o ambiente intrauterino hiperglicémico

ndo so pode resultar em perturbagdes renais na prole como a redugdo do numero de nefros,
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como também comprometer o sistema cardiovascular, levando a hipertensdo (SIMEON,
2009). Franga-Silva e colaboradores (2015) verificaram que o diabetes materno do tipo 1,
induzido por aloxana, foi responsavel por alteracdes estruturais renais importantes que
resultaram em reduc¢do da funcdo renal e aumentos da pressdo arterial e da perda de proteinas

urinarias na prole de ratas Wistar.

2. JUSTIFICATIVA

De acordo com Garbert e colaboradores (2012), mulheres que se encontram nas fases
gestacional, pds-parto ou menopausa estdo mais propensas a desenvolverem alguns distirbios
endocrinos como o hipotireoidismo. O hipotireoidismo durante a gestacdo 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 e no desenvolvimento
neuropsicolégico (BALUCAN; MORSHED,; DAVIES, 2013; DOUSDAMPANIS et al,,
2014; FANNI et al., 2015; NAWROTH et al., 2004; ROVET, 2014; ZIMMERMANN, 2012:
VARGAS-URICOECHEA; BONELO-PERDOMO; SIERRA-TORRES, 2014). Além disso, a
crianca que nasce com deficiéncia de HT (hipotireoidismo congénito), distirbio também
chamado de cretinismo, esta exposta ao atraso no seu desenvolvimento (DE ESCOBAR,;
OBREGON; DEL REY, 1987). Efeitos de coordenagdo motora pobre, ataxias, displegia
espastica, hipotonia muscular, estrabismo e distarbios de aprendizado também sdo relatados
(BUYUKGEBIZ, 2003).

Existem dados na literatura bastante conclusivos sobre as repercussdes de disturbios
tireoidianos, durante a gestacdo, para a propria mae e parte dos seus efeitos Osseos e
neurologicos para a prole. Jena e colaboradores (2012) até mostraram que o hipotireoidismo,
induzido por propiltiuracil (PTU) em neonatos, parece prejudicar o crescimento e
desenvolvimento renal interferindo possivelmente na fungio 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.
Portanto, pouco se sabe sobre as repercussdes renais e metabdlicas do hipotireoidismo

materno para a prole de diferentes idades de ratas Wistar.

3. OBJETIVOS



13

3.1 Geral

Avaliar as repercussdes renais e metabolicas do hipotireoidismo materno para a prole de ratas

Wistar.

3.2 Especificos

a) Avaliar os consumos de liquido e de ragcdo, bem como a variagdo de peso corporal durante
a gestagdo e os niveis plasmaticos de HT das ratas Wistar gravidas hipotiredideas;

b) Avaliar o nimero de filhotes, pesos corporal e renal da prole de diferentes idades de ratas
Wistar hipotireoideas;

¢) Avaliar o numero de glomérulos, os niveis plasméaticos de Colesterol total (CT) e
triglicerideos (TGL), Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG), pressdo arterial sistolica (PAS) e
excrecdo urinaria de proteinas (EUP) apresentada pela prole adulta (90 dias) de ratas Wistar

hipotireoideas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

A metodologia apresentada neste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica para
Utilizag¢do de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com protocolo
registrado sob nimero 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 Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Esses animais foram alocados em caixas e separados por sexo no Biotério da Area de
Ciéncias Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM). 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 e
submetidas ao esfregago vaginal para a constatagdo de uma possivel gravidez, pela presenca

de espermatozoides.
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4.2 Delineamento Experimental

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

Grupo 1 (Controle): filhotes de 1 (n=6), 7 (n=5), 30 (n=9) e 90 (n=7) dias de maes
que beberam dgua normalmente durante a gestagcdo até o periodo de desmame, cerca de 21
dias ap0s a gestacdo.

Grupo 2 (Experimental): filhotes de 1 (n=12), 7 (n=9), 30 (n= 16) e 90 (n=9) dias de
maes que tiveram acesso ao metimazol, diluido na agua de beber (0,02%), desde o 8° dia de
gestacdo até o periodo de desmame, cerca de 21 dias ap0s a gestagao.

O quadro de hipotireoidismo experimental pode ser obtido pela tireoidectomia materna
seguida por um tratamento com drogas antitiroideanas ou mantendo-se as ratas gravidas sob a
acdo de agentes antitiredideos, como 2mercapto-1-metimazol ou PTU, durante o periodo de
alta concentracdo de receptores nucleares, que nos fetos de ratos corresponde ao ultimo quarto
da gestacdo, e depois do nascimento, durante a amamentacio (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, do 8° dia de gestacdo ao 21° dia de amamentacao, diluido
na agua de beber (0,02%). Esta droga bloqueia a TPO, uma enzima que atua impedindo a
oxidagdo central do iodeto e, desta forma, a incorporagdo do iodo a TG (ABUID,; LARSEN,
1974), inibindo diretamente a sintese de T4 e, consequentemente a de T3 (MOOKADAM et
al., 2005). Deste modo, o estado hipotiredideo das maes do grupo Experimental pode ser
sugerido pelos niveis plasmaticos reduzidos de T3 e T4 livres, quando comparados aos das
maes do grupo Controle, embora as dosagens de TSH ndo tenham sido realizadas.

Aos 20 dias de gestacdo foram coletadas amostras de sangue das ratas dos grupos
propostos para dosagem de horménios T3 e T4 para confirmagdo dos quadros eutireoideo das
ratas de grupo Controle e hipotiredideo das ratas do grupo Experimental. A dosagem desses

hormédnios também foi realizada nos filhotes de 90 dias de ambos os grupos.

4.3 Coleta de rins, determinacio da relacio peso renal/peso corporal e contagem de

glomérulos.

Apds o nascimento, os filhotes fémeas de 1, 7 e 30 dias foram pesados, anestesiados

com Halotano (Cristdlia) e tiveram seus rins retirados e também pesados para determinacgio
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da relag@o peso renal/peso corporal. Apds a pesagem, os rins foram fixados em metacarn por
24 horas e deixados em alcool 70% até o momento da inclusdo. Em seguida, os rins foram
processados e incluidos em parafina para estudos posteriores.

Os animais de 90 dias dos grupos propostos, primeiramente foram submetidos a
afericdo da PAS e posterior coleta de sangue e urina para realizagdo das dosagens de CT, TG,
TFG e EUP, para depois serem anestesiados também para coleta dos rins (como descrito
acima). Os rins incluidos em parafina foram submetidos a realiza¢do de cortes de 4 um de
espessura com auxilio de um microtomo. Em seguida, foram corados com metilgreen para

contagem de glomérulos/area de secc¢do renal.

4.4 Determinacio do Perfil Lipidico

Os niveis de CT foram determinados pelo método enzimatico-Trinder e avaliado nos
animais de 90 dias dos 2 grupos propostos (Controle: n=7 e Experimental: 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 e a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade maxima
em 500nm. A intensidade da cor vermelha formada na reagdo final ¢ diretamente proporcional
a concentracdo do colesterol na amostra.

Os TGL também foram determinados por método enzimatico-Trinder nos animais de 90
dias dos 2 grupos propostos (Controle: n=7 e Experimental: n=9). A lipoproteina lipase
promove hidrélise dos TGL liberando glicerol, que € convertido pela agcdo 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 peroxido 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

vermelha formada ¢ diretamente proporcional a concentra¢do de TGL na amostra.

4.5 Determinacio da PAS

A PAS foi avaliada de maneira indireta por pletismografia nos filhotes de 90 dias dos

2 grupos propostos (Controle: n=7 e Experimental: 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.
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Tanto para a habituacdo, quanto para a medida efetiva, os animais foram previamente
aquecidos em uma camara durante alguns minutos e, em seguida, submetidos a 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.

4.6 Estudos de funcio renal

Para os estudos de fung@o renal dos 2 grupos, os filhotes de 90 dias (Controle: n=7 e
Experimental: n=9) foram colocados em gaiolas metabolicas durante 24 horas para adaptacio.
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 determinagio do
clearance de creatinina e, consequentemente, da TFG, a dosagem de creatinina urinaria e
plasmatica foi feita utilizando-se um método colorimétrico (YAN et al., 2014).

A EUP foi determinada nos filhotes de 90 dias dos 2 grupos (Controle: n=7 e
Experimental: n=9) por colorimetria com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest). Esta
substancia reage com o molibdato de sodio formando um complexo que, quando combinado
com a proteina em meio acido desenvolve um cromoforo de cor azul. A absorbancia
resultante obtida pela leitura das amostras em espectrofotometro € diretamente proporcional a

concentragdo de proteina na amostra.

4.7 Dosagem de HT

Os niveis plasmaticos de hormoénios tireoidianos foram dosados em amostras de
sangue coletadas das ratas gravidas no 20° dia de gestag@o e nos filhotes de 90 dias dos 2

grupos propostos, pela técnica de radioimunoensaio.

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Irial).
Primeiramente, verificou-se se os dados apresentavam ou ndo distribui¢do normal utilizando-
se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando apresentaram distribui¢do normal, utilizou-se um

teste paramétrico para analise dos dados, sendo, foi utilizado um teste ndo-paramétrico. Os
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testes utilizados para cada parametro estudado esta citado em cada um dos graficos da se¢do

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

5. RESULTADOS

5.1 Dados maternos

Os niveis plasmaticos dos hormonios tireoidianos T3 (Figura 1A) e T4 (Figura 1B)
maternos do grupo Experimental foram significativamente menores que os das méaes do grupo
Controle.

Com relag¢do aos parametros consumo de liquido (Figura 2A) e consumo de ragdo
(Figura 2B) maternos, avaliados durante a gestag@o, ndo houve diferencas entre os grupos
estudados. Ja a variagdo de peso corporal (Figura 3) foi menor nas maes do Grupo

Experimental quando comparadas as Controles.

Figura 1. Graficos das dosagens dos niveis plasmaticos de T 3 ¢ T4 maternos durante a gestagio.

Triiodotironina (T3) A Tetraiodotironina (T4) | B
4- 2.0
3 Controle
e [ Experimental

3 —— 1.5+
- -
E E
&2 2 101
o <t
(A4 -

14 e 0.5-

=l ;
0 , 0.0 , s
Grupos
Grupos

Fonte: O autor.

Dosagens dos niveis plasmaticos de T3 (em pg/mL) (A) € T4 (em ng/mL) (B) maternos durante a gestacdo dos
grupos Controle (n=5) ¢ Experimental (n=8). Teste T com corre¢do de Welch para dosagem de T3 e Teste de
Mann-Whitney para dosagem de T4. Os dados sio apresentados como Média+EPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. ***p<0,001versus Controle; **p<0,01 versus Controle.
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Figura 2. Graficos dos consumos didrios de liquido ¢ de ragdo maternos durante a gestagdo.

Consumo de liquido Consumo de ragio
A B
60+ 30-
[ Controle
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E 40- % 20+
2 E
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c T 0 T

Grupos Grupos

Fonte: O autor.

Consumos diarios de liquido (A) e ragdo maternos (B) (em mL) durante a gestagio dos grupos Controle (n=5) ¢

Experimental (n=14). Teste T com corregio de Welch. Os dados sdo apresentados como Média+EPM. O nivel de
significncia adotado foi de p<0,05.

Figura 3. Grifico da variacdo de peso corporal materno durante a gestagdo.

Variagao de peso corporal
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Fonte: O autor.

Variacio de peso corporal materno (em g) durante a gestacdo dos grupos Controle (n=5) ¢ Experimental (n=5).

Teste de Mann-Whitney. Os dados sio apresentados como MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05.

5.2 Dados da Prole

O numero de filhotes das maes do grupo Experimental foi significativamente menor
que o das mées do grupo Controle (Figura 4A), embora ndo tenha sido registrada diferenca
entre o nimero de machos e fémeas entre os grupos estudados (Figura 4B). Os animais de 30

e 90 dias de idade do grupo Experimental apresentaram menores pesos corporal (Figura 5A)
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e renal (Figura 5B), além de menor numero de glomérulos (Figura 7), quando comparados
aos animais controle de mesma idade. Sendo assim, a relagdo peso do rim — peso corporal ndo

foi diferente entre os grupos (Figura 6).

Figura 4. Graficos do nimero total de filhotes e do numero de filhotes machos e fémeas ao nascimento.

Namero total de filhotes A Nimero de filhotes (machos e fémeas) B

151 8-
[ Controle

e ] B Experimental

[ Machos
B Fémeas

.I

10

N° de machos e fémeas
R ¢a

o

Grupos Controle Experimental

Fonte: O autor.

Numero total de filhotes (Controle: n=12,00+£0,50 ¢ Experimental: n= 9,71+0,46) (A) ¢ numero de filhotes
machos (Controle: n=5,89+0,42 ¢ Experimental: n=6,11+0,63) ¢ fémeas (Controle: n=4,88+0,48 ¢ Experimental:
n=5,06£0,35) (B). Teste de Mann-Whitney para Numero total de filhotes ¢ ANOVA com pods-teste de
Newmann-Keuls para nimero de filhotes machos e fémeas. Os dados sdo apresentados como Média=tEPM. O
nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **p<0,01 versus Controle.

Figura 5. Graficos dos pesos corporal e renal da prole em 1, 7, 30 e 90 dias de idade.

Peso corporalda prole | A Peso renal da prole B

[ Controle

= 15 — =xcqo [ Experimental

Peso (g)
2

100' H Hkk
0.5 €30
H ***cso .
0-:.*_1— : . . 0.0l == ru_] - T T
1D 7D

1D 7D 30D 90D 30D 90D

Fonte: O autor.

Pesos corporal (A) ¢ renal da prole (B) (em g) em 1, 7, 30 ¢ 90 dias de idade dos grupos Controle (1D: n=6, 7D:
n=35, 30D: n=9 ¢ 90D: n=7) e Experimental (1D: n=12, 7D: n=9, 30D: n=16 ¢ 90D: n=9). ANOVA com pods-teste
de Newmann-Keuls. Os dados sido apresentados como Meédia+tEPM. O nivel de significancia adotado foi de
p<0.,05. ***C30p<0,001 versus controle de 30 dias; ***C90p<0,001 versus Controle de 90 dias.
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Figura 6. Grafico da relagido peso do rim - peso corporal da prole de 1, 7, 30 e 90 dias de idade.
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Fonte: O autor.

Relagio peso do rim - peso corporal da prole (em %) em 1, 7, 30 ¢ 90 dias de idade dos grupos Controle (1D:
n=6, 7D: n=5, 30D: n=9 ¢ 90D: n=7) ¢ Experimental (1D: n=12, 7D: n=9, 30D: n=16 ¢ 90D: n=9). ANOVA,
teste de Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn. Os dados sio apresentados como MédiatEPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 7. Grafico do nimero de glomérulos nos rins da prole de 90 dias de idade.

Numero de glomérulos

e 1 Controle

Experimental
64 *k%

Namero de glomérulos
T

90 dias

Fonte: O autor.

Numero de glomérulos nos rins da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle ( n=5) ¢ Experimental (n=5).
Teste T com corregdo de Welch. Os dados sio apresentados como Média+tEPM. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. ***p<0,001 versus Controle.

No que diz respeito ao perfil lipidico avaliado nos filhotes de 90 dias, ndo houve
diferengas significativas entre os grupos para os niveis plasmaticos de CT (Figura 8), mas o

teor de TGL (Figura 9) foi menor no grupo Experimental em relagdo ao grupo Controle.
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Figura 8. Grifico dos niveis plasmaticos de CT na prole de 90 dias de idade.

Colesterol total
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Fonte: O autor.

Niveis plasmaticos de colesterol total (em mg/dL) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) ¢
Experimental (n=9). Teste de Mann-Whitney. Os dados sfo apresentados como McédiazEPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 9. Grifico dos niveis plasmaticos de TGL na prole de 90 dias de idade.
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Fonte: O autor.

Niveis plasmaticos de TGL (em mg/dL) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) ¢ Experimental
(n=9). Teste t com corregido de Welch. Os dados sio apresentados como Média=EPM. O nivel de significincia
adotado foi de p<0,05. **p<0,01 versus Controle.

A PAS (Figura 10), bem como a EUP (Figura 11), foram avaliadas na prole com 90
dias de idade e ndo houve diferenca significativa entre os grupos para os dois parametros

estudados.
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Figura 10. Grafico da PAS da prole de 90 dias de idade.

Pressao Arterial Sistolica (PAS)

150+
3 Controle
G Experimental
I =
£ 100-
£
g
o 504
o
o
0 T
90 dias

Fonte: O autor.
Pressdo Arterial Sistélica (PAS em mmHg) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) ¢
Experimental (n=9). Teste t com corre¢do de Welch. Os dados sdo apresentados como MédiazEPM. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 11. Grafico da EUP da prole de 90 dias de idade.

Excrec¢ao Urinaria de Proteina (EUP)
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Fonte: O autor.
Excrecdo Urinaria de Proteina (EUP em mg/24h) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) ¢

Experimental (n=9). Teste de Mann-Whitney. Os dados sdo apresentados como MédiaxEPM. O nivel de
significncia adotado foi de p<0,05.

A TFG foi menor nos animais de 90 dias do Grupo Experimental quando comparados aos
controles de mesma idade (Figura 12). Ja a dosagem dos niveis plasmaticos de T3 e T4

mostrou que ndo houve diferengas entre os grupos (Figura 13).
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Figura 12. Grafico da TFG da prole de 90 dias de idade.
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Fonte: O autor.
Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG em mL/min/100g) da prole de 90 dias de idade dos grupos Controle (n=7) ¢
Experimental (n=9). Teste t com corre¢do de Welch. Os dados sdo apresentados como MédiaxEPM. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05. *p<0,05 versus Controle.

Figura 13. Graficos das dosagens dos niveis plasmaticos de T3 ¢ T4 da prole de 90 dias de idade.

A B
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Fonte: O autor.
Dosagens dos niveis plasmaticos de T3 (em pg/mL) e T4 (em ng/mL) da prole de 90 dias de idade dos grupos

Controle (n=5) e¢ Experimental (n=5). Teste T com correcdo de Welch. Os dados sdo apresentados como
Média=EPM. O nivel de significAncia adotado foi de p<0,05.

6. DISCUSSAO

O aparecimento da tiredide em ratos acontece por volta do nono dia embrionario (E9),
quando a glandula ja concentra TG no coldide e € capaz de realizar a captagdo de iodeto. A
detecgdo hormonal tireoidiana no embrido de rato acontece ja em E9, com niveis diferentes de
T3 e T4, sendo T3 o mais abundante e, até esse momento, a fonte hormonal do embrido €

materna. Estudos demonstraram que mesmo pequenas deficiéncias de iodo materno sdo
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capazes de diminuir os niveis de T4 do feto (KLEIN et al., 2001), evidenciando que os niveis
sorologicos normais maternos de T4 sdo fundamentais para a manutencdo dos niveis
adequados deste hormonio no embrido e uma adequada conversdo local em T3. Os niveis
totais de T3 e T4 aumentam significativamente de E18 até o nascimento, pela maturacdo da
glandula tireoide. Apos o nascimento, os niveis plasmaticos de T4 sobem de forma acentuada
até atingirem um pico no décimo sétimo dia pos-natal (DPN17), seguidos por uma elevagao,
em paralelo, dos niveis de T3, que irfo atingir seu pico em DPN28. Os niveis totais de T3,
que serdo padrdo em ratos adultos, sdo alcangados em DPN40 (FISHER et al., 1976; FISHER,
KLEIN, 1981; WALKER; DUBOIS; DUSSAULT; 1980).

De acordo com as diretrizes da Associacdo Americana de Tireoide (do inglés
American Thyroid Association — ATA) (2017), a gravidez estd associada com aumentos na
excrecdo renal de iodo, um aumento das proteinas transportadoras de T4, aumento na
produ¢do de HT e efeitos estimulantes da tireoide pelo horménio hCG (gonadotrofina
coridnica). Todos esses fatores influenciam nos testes de fungdo tireoidiana em pacientes
gravidas, embora uma tiredide saudavel seja capaz de se adaptar a essas condi¢des através de
mudangas no metabolismo de HT, captagdo de iodeto e na regulagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide. Sendo assim, os testes de funcdo tireoidiana de mulheres saudaveis gravidas
sdo diferentes dos testes em mulheres saudaveis ndo gravidas. Além disso, dependendo da
fase da gestagdo em humanos, as dosagens de TSH, T3 e T4 (livres e/ou total) podem variar
justamente devido as adaptagdes pelas quais a glandula esta sujeita nesta fase. No entanto, a
caracterizacdo detalhada dessas adapta¢des, bem como os niveis plasmaticos de TSH, T3 e T4
(livres e/ou total) de referéncia, ainda ndo foram bem estabelecidas durante a gestacdo de
ratos Wistar.

Dentre os varios sintomas do hipotireoidismo tem-se a fadiga, bradicardia, ganho de
peso, fraqueza muscular, hipertensdo, etc. Com relacdo ao peso, ha também indicios de
dificuldade de perda de peso, apesar de uma redug@do na ingestdo calorica (GOEL et al., 2017,
PATEL, 2013; SINGH et al, 2017). No entanto, as maes do grupo Experimental
apresentaram menor ganho de peso ao longo da gestagdo, quando comparadas as do grupo
Controle, embora o consumo de ragdo ndo tenha sido diferente entre os grupos, como também
foi constatado por Lopez-luna e Morales (1985) em ratas gravidas tireoidectomizadas. J4 um
estudo prospectivo com 8879 mulheres mostrou uma relagdo entre niveis plasmaticos
reduzidos de T4 livre e aumentados de TSH com maior indice de massa corporal (IMC) antes
da gravidez e maior ganho de peso durante a gestacio (COLLARES et al., 2017). Esta

divergéncia de resultado pode ser explicada pelo reduzido tamanho da prole, ja que as maes
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do grupo Experimental tiveram um menor nimero de filhotes em relagdo as maes controle,
mostrando que o hipotireoidismo materno também interfere no tamanho da ninhada. Este
resultado também foi encontrado por Varma e colaboradores (1978), mas estudando
hipotireoidismo materno induzido por radiotireoidectomia em ratos. Os autores atribuiram o
achado a uma maior tendéncia a reabsor¢@o de fetos implantados em maes hipotiredideas. Da
mesma forma, Morreale e colaboradores (1985) verificaram que a tireoidectomia materna
resultou em significativa redu¢do no numero e pesos individuais dos conceptos (fetos e
tecidos anexos) viaveis no decorrer da gestacdo de ratos. Deve-se destacar também que os
estudos de Collares e colaboradores (2017) foram realizados em humanos, enquanto que este
trabalho, bem como os de Lopez-luna e Morales (1985), Morreale (1985) e Varma e
colaboradores (1978) em roedores, e com hipotireoidismo induzido de formas diferentes.

Como foi exposto anteriormente, o consumo de ra¢do avaliado por 5 dias, durante a
gestacdo, ndo foi diferente entre os grupos propostos. Karbalaei e colaboradores (2014)
também avaliaram este parametro, mas no decorrer dos 21 dias de gestacdo, em ratas expostas
ao metimazol somente durante a gravidez e ndo verificaram diferengas entre as ratas
experimentais e controles até o 13° dia, mas do 14° dia até o parto, o consumo foi menor no
grupo hipotiredideo em relagdo ao controle.

Além dos niveis plasmaticos de T3 e T4 livres, consumo de racdo e ganho de peso
maternos durante a gestagdo, analisou-se a adesdo dos animais em relagdo ao consumo de
metimazol diluido na agua de beber e ndo houve diferenga entre os grupos para o consumo de
liquidos, ou seja, o metimazol ndo alterou a palatabilidade da agua disponivel para ingestdo
dos animais.

Quanto aos parametros avaliados na prole, os pesos corporal e renal aumentaram no
decorrer do tempo, como era esperado, no entanto os animais de 30 e 90 dias do grupo
Experimental apresentaram menores pesos corporal e renal quando comparados aos animais
controle de mesma idade, o que ndo modificou a relacio peso do rim-peso do corpo,
mostrando que o hipotireoidismo materno prejudicou o desenvolvimento da prole como um
todo. Este dado esta de acordo com Ozgiir e colaboradores (2016) que evidenciaram em seus
experimentos o mesmo déficit de crescimento e desenvolvimento da prole proveniente de
maes expostas ao metimazol, desde a gravidez até o término da lactacdo e apenas durante a
lactagdo. Santos e colaboradores (2012) também registraram redugdo de peso corporal dos
filhotes de 14, 21, 30 e 60 dias de méaes com hipotireoidismo, quando comparados aos
controles, mas administrando metimazol as ratas gravidas somente durante a gestacdo (do 9°

dia até o parto).
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No que diz respeito ao perfil lipidico avaliado nos filhotes de 90 dias (adultos), ndo
houve diferengas significativas entre os grupos para os niveis plasmaticos de CT, mas o teor
de TGL foi menor no grupo Experimental em relagdo ao grupo Controle, contrariando os
achados de Lopez-Luna e Morales (1985), que encontraram niveis aumentados de lipideos
totais em filhotes de ratas tireoidectomizadas, durante a gestacdo. Ha véarios trabalhos na
literatura sobre alteragdes no perfil lipidico de ratas gravidas hipotiredideas, 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 reducdo drastica de TGL no leite, devido a diminui¢do da
sintese de TGL hepatica e nos niveis de TGL circulantes maternos, que, juntamente com a
absor¢do mamaria reduzida de acidos graxos causados pela diminui¢do da expressdo de lipase
lipoproteica e, possivelmente diminui¢do da lipogé€nese mamdria, resultaram em uma
diminui¢do da producdo mamaria de TGL. Os autores acreditam que o crescimento
prejudicado das ninhadas das maes hipotiredideas 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 altera¢cdes similares e
resultar nos dados encontrados na prole no presente trabalho.

Em relacdo aos niveis pressoricos, a PAS avaliada de maneira indireta por
pletismografia nos animais de 90 dias ndo foi diferente entre os grupos estudados. No entanto,
Santos e colaboradores (2012) mostraram que o hipotireoidismo experimental induzido por
metimazol, exclusivamente durante a gravidez, aumentou a PAS, bem como a Pressdo
Arterial Média e a Pressdo Arterial Diastolica e reduziu a frequéncia cardiaca na prole de 60
dias em condigdes basais. Quanto aos dados de funcio renal dos animais adultos, ndo houve
diferenca entre os grupos estudados para a EUP. No entanto, a TFG obtida pelo clearance de
creatinina foi significativamente menor na prole de maes do grupo Experimental quando
comparada as maes controle. Além disso, o nimero de glomérulos nos animais experimentais
foi menor que o registrado nos controles, o que pode ter contribuido para a redugdo da TFG,
ja que os rins também eram menores. 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 apds o parto, e constataram que os filhotes de 14 dias de maes
hipotiredideas (sem suplementagdo com selénio) apresentaram aumento da creatinina
plasmatica e reducdo do clearance de creatinina em comparag@o aos controles. Além disso, o

selénio foi capaz de minimizar essas alteragdes.
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Por ultimo, comparando-se as drogas antitireoidianas, metimazol e PTU, por peso, o
metimazol ¢, ao menos, 10 vezes mais potente que o PTU, o qual, em testes clinicos com
humanos, demonstrou indices maiores de hepatotoxicidade (NAKAMURA et al., 2007). O
metimazol ainda € capaz de atravessar a barreira placentaria e € transportado via leite
materno, garantindo também a disponibilidade do medicamento a prole (GOODMAN;
GILMAN, 2012). O fato da droga atravessar a barreira hematoplacentaria poderia ter
comprometido o desenvolvimento da tiredide e consequentemente resultar em reducdo de HT
também na prole, no entanto, os filhotes de méaes hipotiredideas apresentaram-se em estado

eutiredideo na vida adulta.

7. CONCLUSAO

O hipotireoidismo materno em ratas Wistar, induzido por metimazol durante a
gestacdo e amamentagdo, reduziu o tamanho da ninhada, além de ter prejudicado os

desenvolvimentos corporais e renais da prole, resultando em reduzida TFG na vida adulta.
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ANEXO
r I Universidade Federal de Uberlandia ( ‘
SR
U) — Comissio de Etica na Utilizagao de Animais — ﬁﬁu"l'.';'.'ci%:;:ﬁﬂ:
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos do hipotireocidismo
materno para o desenvolvimento renal e 6sseo pds-natais e suas
repercussdes na vida adulta da prole de ratos Wistar” , protocolo n°
108 /16, sob a responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que
envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizacdo 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 ésseo pds-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 Taxondmicos Ratos Wistar

NUmero de animais 152

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

Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local Biotério

Numero da Autorizagdo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 20 de dezembro de 2016.

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