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RESUMO

Durante a vida intrauterina, o feto necessita de condi¢cdes adequadas para o0 seu
correto desenvolvimento. Se ocorrer algum insulto ou estimulo diferente, surgem adaptacGes
fisioldgicas e metabolicas que podem repercutir de maneira negativa na vida adulta deste
individuo. Esse conceito é conhecido como programacdo fetal. Sabe-se que o feto depende
dos horménios tireoideanos maternos para o0 seu correto crescimento. Esses exercem acoes
fisiologicas essenciais no funcionamento dos sistemas bioldgicos, com destaque para 0
desenvolvimento do sistema imunoldgico. Baseado em trabalhos que mostraram que o
hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) altera a resposta imunoldgica e que as
condigdes adversas durante o desenvolvimento intrauterino sdo importantes programadoras da
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas alérgicas, como a asma, 0 objetivo desta
pesquisa foi investigar a influéncia do HGE na resposta inflamatoria da prole submetida a
asma alérgica. O HGE foi induzido em camundongos Swiss prenhas pela administracdo de
Metimazol 0,02% na agua de beber, do 9° dia gestacional até o dia do parto. Para verificar a
influéncia do HGE na inflamacdo pulmonar, proles de mées hipotireoideanas (PMH) e
eutireoideanas (PME) foram submetidas a um modelo animal de asma alérgica induzida por
ovoalbumina (AAIQO). Os dados obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média
(E.P.M.). As analises foram feitas utilizando a ANOVA two-way, seguida do pds-teste de
Bonferroni. O nivel critico fixado foi de 5%. A PMH-OVA apresentou menor nimero total de
células no lavado broncoalveolar (LBA) (p < 0,001); houve, também, menor atividade da
mieloperoxidase (MPQ) no pulméo (p < 0,001) e menor conteddo de peroxidase eosinofilica
no LBA (p < 0,05), comparados a PME-OVA. Conclui-se que o HGE teve efeito inibitorio
sobre o recrutamento de leucdcitos totais para o lavado broncoalveolar (LBA), atividade da
MPO no pulmao e contetdo de peroxidase eosinofilica no LBA da prole submetida ao modelo

de asma alérgica induzida por ovoalbumina.

PALAVRAS-CHAVE: programacao fetal; hipotireoidismo gestacional; asma; inflamacao.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Programacéo fetal

A partir de um estudo na década de 80 na Inglaterra e no Pais de Gales, o
epidemiologista David Barker observou que havia uma relacdo entre a mortalidade infantil
dos anos 1921-1925 com a mortalidade por doenca cardiaca isquémica entre 1968-1978.
Sugeriu que isso estaria relacionado com a ma nutricdo durante a vida pré-natal e pds-natal
precoce. Com isso, elocubrou que condi¢Ges adversas durante a vida fetal e na infancia
poderiam tornar os individuos mais suceptiveis a desenvolverem doencas cardiovasculares na
vida adulta (BARKER, 1986).

Posteriormente, em um estudo realizado no Hospital Universitario de Hensinquia,
observou que 0 pequeno tamanho ao nascer e durante a infancia, seguido de um acelerado
ganho de peso dos trés aos 11 anos, estavam associados a incidéncia de doenca coronariana,
diabetes tipo 2 e hipertensdo na vida adulta. 1sso pode ser explicado por dois fendmenos
bioldgicos: plasticidade do desenvolvimento e crescimento compensatorio. Backer, em seu
estudo, cita a chamada “plasticidade fenotipica”, conceito atribuido a capacidade do nosso
organismo de originar estados fisioldgicos e morfoldgicos distintos em resposta aos diferentes
estimulos externos durante o desenvolvimento, possibilitando uma adaptacdo compativel com

0 ambiente que o feto esta sendo exposto (BARKER et al., 2002).

Desde a criagdo da Teoria de Barker, experimentos realizados com diferentes
espécies de mamiferos, tem apoiado a hip6tese de que o ambiente intrauterino adverso gera
uma programacdo na fisiopatologia pos-natal. Quando ocorre uma mudanca no ambiente
intrautero, o feto se adapta para sobreviver. No entanto, essa alteracdo pode persistir além do
ponto de adaptacéo reversivel do feto, gerando uma condicdo irreversivel que pode induzir
doencas na vida adulta (CHEN; ZHANG, 2011).

Estudo recente com o objetivo de esclarecer se o hipotireoidismo gestacional tem
relacdo com o aumento de incidéncia de Transtorno de Espectro Autista nas criangas, mostrou
que o Hipotireoidismo Gestacional Hexperimental (HGE) induzido pela administracdo de

metimazol (MTZ) ndo induz comportamentos da prole que se assemelham ao autismo. No
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entanto, mostrou que 0s machos expostos ao MTZ, ao reconhecerem objetos, passavam mais
tempo explorando um objeto estranho do que um j& conhecido em compara¢do com 0s
machos do grupo controle (MELANCIA et al., 2017).

1.2 Hormonios Tireoideanos

A tireoide é uma glandula formada por unidades funcionais chamadas foliculos
tireoideanos. Eles possuem em seu interior tireoglobulina iodada (TG), participam da
biossintese dos hormanios tireoidianos (HT), que sdo o T4 (tiroxina) e o T3 (triliodotironina),
e sdo formados por células epiteliais foliculares polarizadas, os tiredcitos. Na membrana
apical do tire6cito, hd quatro moléculas que devem agir mutuamente para ocorrer a
biossintese dos hormonios tireoidianos, que sdo: o iodeto (absorvido no trato intestinal), a TG,
0 peroxido de hidrogénio (H.0,) e a tireoperoxidade (TPO). As moléculas de TG que
possuem T4 e T3 sdo armazenadas no limen do foliculo e, quando ocorre a protedlise dessa
molécula, os HT séo liberados no sangue (CARVALHO; DUPUY, 2017).

A sintese e a secrecdo de T4 e T3 é estimulada pelo horménio tireoestimulante
(TSH), liberado pela ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise, cuja regulacdo se da pelo
mecanismo de feedback negativo. O hipotalamo libera horménio liberador de tireotrofina
(TRH), que estimula a hipdfise a secretar TSH (WAJNER et al., 2008). O TSH estimula os
receptores acoplados a proteinas G TSHR (presente na membrana dos tiredcitos) e aumenta a
captacdo do iodeto através de uma proteina transportadora chamada NIS. Apés entrar nos
tiredcitos, o iodeto é translocado para o lumen folicular por uma proteina conhecida como
pendrina (PDS) e é incorporado as moléculas de tireoglobulina. A TPO, apos ser oxidada por
uma molécula de H,O,, é responsavel pela oxidacdo iodeto a iodo (organificacdo) e
incorporacdo do iodo aos residuos tirosilicos da TG, processo conhecido como iodinagdo. A
enzima que produz o H,O, ¢é a dual oxidase (DUOX2), uma NADPH oxidase dependente
(ORTIGA-CARVALHO et al., 2016).

A sintese de T3 e T4 resulta do processo de iodinacdo, em que sdo formados
residuos monoiodinados (MIT) e diiodinados (DIT) que se ligam para formarem os HT,
através de uma transferéncia de um grupo iodofenoxil de um MIT ou DIT “doador” para um

residuo DIT “aceptor”. Antes de serem liberados dos tireocitos, os hormdnios tireoidianos, via
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protdlise, sdo liberados da TG, que libera também MIT e DIT. Esses residuos, entdo, séo
desiodados pela dehalogenase iodotirosina (DEHALL), processo importante para fornecer
uma fonte sustendada de iodeto intratireoidiano. O mais importante transportador dos HT para
fora da célula tireoideana € o monocarboxilato SLC16A2 8 (MCT8) (CARVALHO; DUPUY,
2017; DI COSMO et al., 2010).

A tireoglobulina iodinada que contéem MIT, DIT, T3 e T4 é armazenada no
coloide e a liberacdo dos hormonios é feita através da endocitose e digestdo lisossomal da
tireoglobulina na célula folicular. O horménio biologicamente ativo é 0 T3, mas 0 T4 é 0 mais
produzido. Nos tecidos periféricos, as iodotironinas desiodases tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2)
catalizam a transformacdo metabdlica do hormdnio tireoidiano, convertendo T4 a T3. Para
agirem nas células alvo, ha& sistemas transportadores especificos para os horménios
tireoidianos nos tecidos. A captacdo celular dos HT depende de energia, temperatura e
gradiente de Na®, ocorrendo a translocagio do hormdnio pela membrana. No entanto, em
sitios de baixa afinidade, o transporte é feito por dois tipos principais de transportadores:
trasnportadores de anions organicos e transportadores de aminoacidos tipo L (WAJNER et al.,
2008).

1.3 Funcdao tireoideana na gestacéo

Durante a gravidez, ocorre alteragdes na produgdo dos hormonios tireoidianos que
sdo essenciais para o desenvolvimento do feto, principalmente no primeiro trimestre de
gestacdo. Nesse periodo, ocorre 0 aumento na producdo da gonadotrofina coriénica (hCG), a
qual possui homologia com o TSH e, por esse motivo, ambos 0s horm6nios conseguem se
ligar aos receptores de TSH localizados nos tiredcitos, aumentando consideravelmente a
producdo de T3 e T4, ficando a concentracdo sérica do T4 1,5 vezes maior. Devido a esse
aumento, ocorre inibicdo do eixo hipotdlamo-hipdfise, mecanismo conhecido como feedback
negativo, diminuindo a secre¢cdo do TSH. Por isso, no primeiro trimestre (8-14 semanas), 0
TSH fica mais baixo, mas aumenta durante o segundo e o terceiro trimestre, quando a
producéo da hCG diminui. Além disso, durante a primeira metade da gestacao até o termo, o
estrogénio aumenta a sintese hepatica da globulina transportadora da tiroxina (TBG) tornando
sua concentracdo no sangue maior. Assim, a concentragdo de T3 e T4 livre diminui e as

concentracgdes sericas totais se elevam (BUDENHOFER et al., 2013).
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Os hormoénios tireoidianos durante a gestagdo sdo importantes para 0
desenvolvimento do cérebro, figado, 0ssos, coracdo e musculos. Eles sdo necessarios para a
diferenciacdo, migracao, crescimento e funcao das células. J& foi mostrado em alguns estudos
que a deficiéncia de HTs nas 12 primeiras semanas de gestacdo esta associada a atrasos
cognitivos e neuromotores em criangas de 1 e 2 anos. Além disso, ja foi observado uma
associacdo do hipotireoidismo gestacional com Transtorno de Deficit de Atencdo, com
Hiperatividade e esquizofrenia. Criancas filhas de mées que tiveram hipotireoisdimo na
gestacdo, tem maiores chances de desenvolver essas patologias. Além disso, foi mostrado que
0 sistema nervoso central do feto depende de concentragfes adequada dos hormdnios
tireoidianos durante a gestacao para o seu correto desevolvimento. Em estudos realizados com
animais, observou-se que proles gestadas sob condicdo se hipotireoidismo materno tem
alteracdes no hipocampo, como diminuicdo na propor¢do de fibras de células gliais maduras
(OPAZO etal., 2017).

Os hormdnios tireoideanos também possuem importante papel no funcionamento
do sistema imunoldgico. O TSH faz parte da modulacdo deste sistema e ja foi encontrado
receptores do TSH em células imunes. Isso permite que esse hormdnio melhore a funcédo
imunolégica do organismo, como a capacidade fagocitaria e a secrecdo de citocinas pro
inflamatorias pelas células dendriticas e também a capacidade de proliferacdo de células NK
(NAKAMURA et al., 2007).

Além do TSH, os hormdnios T3 e T4 também possuem participa¢do no sistema
imune. O T4 diminui significativamente a atividade de células NK, como foi mostrado em
pesquisas com modelo murino que apresentavam hipertireoidismo, sugerindo que esse
hormdnio regula indiretamente as células NK através da citocina IL-2 (OPAZO et al., 2017a).
Ja 0 T3, induz a maturacdo de células dendriticas, o que provoca aumento da liberacdo de
moléculas co-estimulatorias e de IL-12. Ademais, o T3 possui a¢do sobre os macréfagos,
polarizando-o para 0s macrofagos classicamente ativados (M1), ou seja, aqueles que
promovem a inflamacdo (PERROTTA et al., 2014).

Além disso, experimentos realizados com uma variedade de animais sugerem que
no hipotireoidismo a resposta inflamatdria torna-se maior, pois foi mostrado um aumento da
proporcao das células T helper em relacdo as celulas T supressoras. Ademais, estudos com

ratos hipotireoideanos, mostrou que essa endocrinopatia altera o metabolismo lipidico nas
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células polimorfonucleadas, que sdo importantes para o funcionamento das células imunes
(OPAZO et al., 2017).

1.4 Hipotireoidismo gestacional

O hipotireoidismo gestacional na maioria das vezes é causado por tireoidite auto-
imune ou por destruicdo da glandula, dificilmente por alteracfes hipotaldamica-hipofisarias
(COSTA et al., 2004). Estima-se que 2% a 3% das mulheres apresentam hipotireoidismo
durante a gestacdo (NATHAN; SULLIVAN, 2014).

Mulheres com hipotireoidismo gestacional apresentam frequentemente mais
abortos espontaneos, anemia, hipertensao gestacional, descolamento placentario, hemorragia
pos parto, morte fetal intra-uterina e pré-eclampsia. Além disso, os fetos tém maiores chances
de nascerem prematuros, com baixo peso ou com malformacdes génicas (BUDENHOFER et
al., 2013). O hipotireoidismo apresenta sintomas como fadiga, pele seca, fraqueza muscular,
depressdo e muitos dos sintomas dessa doencga sdo confundidos com os da gravidez (OPAZO
etal., 2017).

O American College of Obstetricians and Gynecologists ndo recomenda a triagem
tireoidiana em todas as gestantes, apenas nas gravidas que apresentam alto risco para
disfuncdo na tiredide. Assim, como o hipotireoidismo gestacional possui sintomas parecidos
com os da gravidez, seu diagnoéstico se torna essencialmente laboratorial (ANDRADE et al.,

2005) e muitas mulheres desenvolvem esse quadro patoldgico e ndo sdo tratadas.

1.5 Asma

O termo médico asma deriva do grego e surgiu por volta de 400 a.c. com
Hipdcrates. Essa patologia apresenta diferentes fenotipos e manifestagdes. Por isso,
atualmente possui uma definicdo mais complexa do que ha milhares de anos e estd cada vez
mais sendo reconhecida como uma sindrome (MASLAN; MIMS, 2014).

A asma é caracterizada pela obstrucdo variavel das vias aéreas, associado a

broncoconstricdo, inflamacdo da mucosa e secrecdo de muco. E uma doenga heterogénea,



17

tanto clinicamente quanto na sua origem molecular, que compromete o trato respiratério
inferior e tem como sintomas classicos aperto no peito, sibilancia, dispneia e tosse. Esses
sintomas aparecem quando o individuo é exposto a alérgenos, irritantes, infec¢bes do trato
respiratorio superior e exercicio fisico, por exemplo. Fatores socioecondémicos, exposi¢cdo ao
fumo e infecc¢Bes virais nos 3 primeiros anos de vida, também séo considerados fatores de
risco (MCCRACKEN et al., 2017).

A genética da asma é complexa e ndo existe apenas um gene para explicar toda a
fisiopatologia da doenca. Acredita-se que a asma apareca em individuos geneticamente
suscetiveis associado as exposi¢Oes ambientais. A atopia é frequentemente identificada como
um forte fator de risco para o desenvolvimento dessa patologia (MASLAN; MIMS, 2014).

Epidemiologicamente, € mais prevalente e tem maior mortalidade em negros do
gue em brancos. Seu inicio é mais comum em crianc¢as e nos adultos jovens, mas pode ocorrer
em qualquer idade (MCCRACKEN et al., 2017). Essa doenca tem grande impacto no Brasil,
pois gera altos custos para a sociedade e ainda had nimeros elevados de hospitalizagdes e
mortes por ano no pais. Em 2013, 2047 pessoas morreram de asma no Brasil e houve mais de
120.000 hospitaliza¢des por ano (CARDOSO et al., 2017).

Na patogénese da asma, a inflamacdo envolve diferentes celulas, como
eosinofilos, linfdcitos, mastocitos e neutrofilos. A resposta inflamatoria é mediada por IgE
apo6s o contato com o alérgeno. Primeiro ocorre a fase de sensibilizacdo e o IgE se liga aos
mastocitos que é ativado pela reexposicdo ao alérgeno. Posteriormente, ocorre liberacdo de
histamina, infiltracdo de linfocitos, principalmente Th2 e liberacdo de IL-4, IL-5 e IL-13.
Essas citocinas estimulam os mastécitos, causam eosinofilia, promovem leucocitose e
estimulam a producdo de IgE. Essa resposta inflamatdria provoca obstrucdo, infiltracdo e
edema na mucosa, secre¢do de muco e hiperresponsividade das vias aéreas (MCCRACKEN et
al., 2017; HAMELMANN; GELFAND, 2001).

A asma atopica ou alérgica estd associada a rinite alergica e dermatite atopica. Um
estudo de Corren identificou a presenca de rinite em 78% das pessoas com asma e a presenca
de asma em 38% dos pacientes com rinite (MASLAN; MIMS, 2014).

Os sintomas sdo episodicos e reversiveis, mas com o agravamento da doenga a

longo prazo, pode ocorrer hipertrofia e hiperplasia do musculo liso das vias aéreas,
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espessamento da membrana sub-basal, edema e fibrose subepitelial e proliferacéo e dilatacdo
dos vasos sanguineos. A broncoconstricao € a principal causa dos sintomas obstrutivos e pode
ser induzida por vérias vias, como por alérgenos, causada por degranulacdo de mastdcitos,
dependente de IgE, que induz liberacdo de histamina, triptase, leucotrienos e prostaglandinas
(MASLAN; MIMS, 2014;HOLGATE, 2012).

Confirmando que exposi¢des ambientais durante a vida pré-natal pode aumentar o
risco de asma no individuo, um estudo realizou um experimento usando um modelo de asma
alérgica induzida por alérgenos de éacaros relacionado a fumaca do tabaco. Os dados
sugeriram que a exposi¢do ambiental intrauterina a fumaca do tabaco pode aumentar o risco
de asma do individuo (CHRISTENSEN et al., 2017).
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2 NORMAS DE PUBLICACAO

JORNAL BRASILEIRO DE PNEUMOLOGIA

O Jornal Brasileiro de Pneumologia destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos
referentes a Pneumologia e especialidades correlatas. Os manuscritos podem ser submetidos
em portugués, espanhol ou inglés. Os artigos aceitos, originalmente escritos em portugués e
espanhol, serdo traduzidos para o inglés e a versdo disponibilizada neste site. Serdo
considerados para publicagéo, entre outros, trabalhos do tipo artigos originais, comunicagoes
breves e cartas ao editor. Embora artigos de revisdo sejam efetuados a convite, se
espontaneamente submetidos, poderdo ser considerados para publicacdo, na dependéncia da
avaliacdo do Conselho Editorial. Pedimos que os autores interessados em submeter um artigo
de revisao, o facam apenas ap6s uma consulta ao Editor-Chefe.

Os artigos submetidos que contenham erros significativos de metodologia, ou ndo se
enquadrem nas prioridades editoriais da revista, poderdo ser rejeitados diretamente pelo
Conselho Editorial, ndo cabendo recurso. Os demais manuscritos serdo avaliados por sistema
de revisdo por pares. O Jornal Brasileiro de Pneumologia emprega politica de anonimato no
processo de avaliacéo, tanto para autores como para revisores. Na confeccdo do trabalho os
autores devem observar rigorosamente as Instrucdes Redatoriais do jornal. O néo
cumprimento dessas normas implicara no retorno do artigo para corre¢oes, retardando o inicio
do processo de revisao.

Os trabalhos devem ser submetidos exclusivamente por via eletrénica, pelo Sistema de
Gestdo de Publicacbes (SGP). Todo trabalho deve ser acompanhado de Carta de Envio
assinada por todos os autores, assim como por Declaragdes de Conflito de Interesse
individuais, conforme modelos contidos neste site. Tais documentos deverdo ser enviados ao

jornal pelo correio ou fax.

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Pneumologia (JBP) ISSN-1806-3756, publicado de modo
continuo, em seis nimeros ao ano, € um orgdo oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia
e Tisiologia, destinado a publicacdo de trabalhos cientificos referentes & Pneumologia e areas
correlatas. @) JBP esta registrado no PubMed Central

(www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/2395) e no SciELO (http://www.scielo.br/jbpneu).
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Os manuscritos serdo analisados e, de acordo com definicdo do Conselho Editorial,
serdo encaminhados para revisores qualificados, sendo o anonimato garantido no processo de
julgamento. Os artigos que ndo apresentarem meérito suficiente, que contenham erros
significativos de metodologia ou ndo se enquadrem na politica editorial do JBP serdo
rejeitados diretamente pelo Conselho Editorial, ndo cabendo recurso.

Os artigos podem ser escritos em portugués, espanhol ou inglés. Todos os artigos
serdo disponibilizados tanto numa versdo em lingua latina como também em inglés no site do

JBP (www.jornaldepneumologia.com.br). Cada artigo receberd um numero de referéncia na

submisséo para consulta futura.

Nao héa taxas para submisséo, avaliacéo e eventual publicacdo do artigo.

O JBP apoia as politicas para registro de ensaios clinicos da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e do International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE),
reconhecendo a importancia dessas iniciativas para o registro e a divulgacdo internacional de
informacdes sobre estudos clinicos em acesso aberto. Sendo assim, somente serdo aceitos para
publicacdo os artigos de ensaios clinicos que tenham recebido um nimero de identificacdo em
um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e
ICMJE, cujos enderecos estdo disponiveis no site do ICMJE. O ndmero de identificacdo
devera ser registrado ao final do resumo.

Dentro desse contexto, o JBP adota a defini¢cdo de ensaio clinico preconizada pela
OMS, que pode ser assim resumida: "qualquer pesquisa que prospectivamente designe seres
humanos para uma ou mais intervengdes visando avaliar seus efeitos em desfechos
relacionados a saude. Tais intervencgdes incluem drogas, células e outros produtos bioldgicos,
procedimentos cirdrgicos, radioldgicos, dispositivos, terapias comportamentais, mudancas de
processos de cuidados, cuidados preventivos, etc.".

Estudos com humanos devem incluir, na secdo de Métodos, a informagdo sobre a
aprovacdo da Comissdo de Etica Local ou Nacional, preferencialmente com o numero de
aprovacdo, e estar de acordo com os principios da Declaragdo de Helsinki. Estudos
experimentais em animais devem estar alinhados com preceitos éticos.

Os autores garantem que os artigos submetidos ao JBP ndo foram publicados

anteriormente e ndo estdo sendo avaliados simultaneamente para a publicacdo em outro(s)
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periodico(s). O JBP utiliza o programa Crossref Similarity Check (iThenticate) para a

avaliacdo do grau de similaridade com artigos previamente publicados.

CRITERIOS DE AUTORIA

A inclusdo de um autor em um manuscrito encaminhado para publicacdo s6 é
justificada se ele contribuiu significativamente, do ponto de vista intelectual, para a sua
realizacdo. Fica implicito que o autor participou de pelo menos uma das seguintes fases: 1)
concepgdo e planejamento do trabalho, bem como da interpretagéo das evidéncias; 2) redagao

e/ou revisdo das versdes preliminares e definitiva; e 3) aprovou a versdo final.

A simples coleta e catalogacdo de dados ndo constituem critérios para autoria.
Igualmente, ndo devem ser considerados como autores auxiliares técnicos que fazem a rotina,
meédicos que encaminham pacientes ou interpretam exames de rotina e chefes de servigos ou
departamentos ndo diretamente envolvidos na pesquisa. A essas pessoas podera ser feito um
agradecimento especial. A contribuicdo de cada autor para o trabalho e eventuais
agradecimentos devem constar da pagina de identificacdo (title page) obrigatoriamente (ver
no item P&gina de Identificacdo). Os conceitos contidos nos manuscritos sdo de

responsabilidade exclusiva dos autores.

Com excegdo de trabalhos considerados de excepcional complexidade, a revista
considera 10 o numero maximo aceitadvel de autores para 0s artigos originais. No caso de
haver um maior nudmero de autores, enviar carta a Secretaria do JBP descrevendo a

participacdo de cada um no trabalho.

APRESENTACAO E SUBMISSAO DOS MANUSCRITOS

Os manuscritos deverdo ser obrigatoriamente encaminhados via eletrdnica a partir do
sistema de submissdo ScholarOne https://mc04.manuscriptcentral.com/jbpneu-scielo. As
instrucGes e o processo de submissdo estdo descritos abaixo: O formulario de transferéncia de
direitos autorais deve ser assinado a caneta por todos os autores e deve ser carregado como
um arquivo complementar junto ao manuscrito enviado. O modelo esta disponivel

aqui: http://jornaldepneumologia.com.br/sgp/declaracaodeconflitointeresses.zip.
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Pede-se aos autores que sigam rigorosamente as normas editoriais do JBP,
particularmente no tocante ao numero maximo de palavras, tabelas, quadros e figuras
permitidas, bem como as regras para confeccdo das referéncias bibliograficas. A nao
observancia das instrucdes redatoriais implicara na devolucdo do manuscrito pela Secretaria
do JBP para que os autores facam as correcGes pertinentes antes de submeté-lo aos revisores.

InstrucGes especiais se aplicam para a confeccdo de Diretrizes e Consensos e devem
ser consultadas pelos autores antes da confeccdo desses documentos na homepage do JBP.
Diretrizes e Consensos serdo publicados como Artigos Especiais, também na modalidade de
publicacdo continua, em nimeros regulares do JBP.

O JBP reserva o direito de efetuar nos artigos aceitos adaptacdes de estilo, gramaticais

e outras.
ESPECIFICA(;(N)ES POR TIPO DE ARTIGO
Os manuscritos principais deverdo ser submetidos em arquivo Word (.doc ou .docx).

Na tabela abaixo, segue um resumo das especificacbes dos tipos de artigos a serem

submetidos.

250 com 250 com 250 sem 250sem 100 sem sem Ssem
Sem resumo Sem resumo
estrutura estrutura estruturaestrutura estrutura resumo resumo
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3.000 5.000 5.000 3.000 1.500 1.000 500 1.000 200
40 60 60 30 20 10 3 12 3
6 8 8 12 2 1 - 1 2

Artigos originais

O texto deve ter entre 2.000 e 3.000 palavras, excluindo resumo, referéncias e
ilustracOes (isto é, tabelas, quadros e figuras). Deve conter no maximo 6 ilustracdes. O
numero de referéncias bibliograficas ndo deve exceder 40. A sua estrutura deve conter as
seguintes partes: Introducdo, Métodos, Resultados, Discussdo, (Agradecimentos e
Contribuicdo dos Autores somente na title page) e Referéncias. A secdo Métodos devera
conter mengao quanto & aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos, ou pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais, ligados a Instituicio onde o
projeto foi desenvolvido. Nessa se¢do também deve haver descricdo da analise estatistica
empregada, com as respectivas referéncias bibliograficas. Ainda que a inclusdo de subtitulos
no manuscrito seja aceitavel, o seu uso nao deve ser excessivo e deve ficar limitado as sessdes

Métodos e Resultados.

Séries de casos
As séries de casos deverdo ser publicadas como artigos originais, seguindo suas

especificacoes.

Revisdes sistematicas e meta-analises
O resumo deve ser estruturado da mesma forma que artigos originais. O texto nao
deve ultrapassar 5.000 palavras, excluindo resumo, referéncias e ilustra¢cbes. O nimero total
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de ilustracbes ndo deve ser superior a 8. O numero de referéncias bibliogréficas deve se
limitar a 60.

Revisdes e Atualizagdes

Serdo realizadas somente a convite do Conselho Editorial. O texto ndo deve
ultrapassar 5.000 palavras, excluindo resumo, referéncias e ilustragdes. O numero total de
ilustracGes ndo deve ser superior a 8. O numero de referéncias bibliograficas deve se limitar a
60.

Ensaios pictoricos

Serdo igualmente realizados a convite ou ap0s consulta dos autores ao Conselho
Editorial. O texto ndo deve ultrapassar 3.000 palavras, excluidas referéncias e ilustragdes. O
namero total de ilustragdes ndo deve ser superior a 12, e as referéncias bibliograficas ndo

devem exceder 30.

Comunicaces Breves
O texto ndo deve ultrapassar 1.500 palavras, excluindo as referéncias e ilustragdes. O
namero total de ilustracdes ndo deve exceder 2 e o de referéncias bibliograficas, 20. O texto

devera ser confeccionado de forma corrida, sem subtitulos.

Cartas ao Editor
Constituem-se em contribui¢cbes originais contendo resultados preliminares, nao
ultrapassando 1.000 palavras e com nao mais do que 10 referéncias bibliograficas e 1

ilustracao.
Correspondéncias
Serdo consideradas para publicacdo comentérios e sugestfes relacionadas a um artigo

anteriormente publicado, ndo ultrapassando 500 palavras e 3 referéncias no total.

Editoriais



27

Serdo realizados a convite. O texto ndo deve ultrapassar 1.000 palavras, excluidas
referéncias e ilustragdes. O numero total de ilustracGes € 1, e as referéncias bibliograficas ndo

devem exceder 12.

Imagens em Pneumologia
O texto deve ser limitado ao maximo de 200 palavras, incluindo titulo e corpo do texto, e até
3 referéncias. E possivel incluir até 0 maximo de 2 figuras, considerando-se que o contelido

total sera publicado em apenas uma pagina.

Nao aceitamos Relatos de Caso.

PREPARO DO MANUSCRITO

Pagina de identificacdo (Title page)

Ela deve conter o titulo do trabalho, em portugués e inglés, nome completo
(incluindo nomes do meio sem abreviatura), instituicfes as quais estdo vinculados, endereco
completo, inclusive telefone, celular e e-mail do autor correspondente e, se houver, nome do
6rgdo financiador da pesquisa e identificacdo do protocolo de financiamento. Devem-se
incluir os locais onde o estudo foi realizado. Além disso, as informacdes sobre a contribuicédo
de cada autor para o trabalho e eventuais agradecimentos devem constar aqui. Primeiro o item
agradecimentos e depois, o item contribuicdo dos autores. Essas informacgdes serdo publicadas
ao final do manuscrito, antes das referéncias. A pagina de identificacdo deve ser enviada

como um arquivo a parte em Word, separado do manuscrito principal.

Resumo/Abstract

Deve conter informacdes facilmente compreendidas, sem necessidade de recorrer-se
ao texto, ndo excedendo 250 palavras. Deve ser feito na forma estruturada para os Artigos
Originais e Meta-analises com 0s seguintes subtitulos: Objetivo, Métodos, Resultados e
Conclus@es. Quando se tratar de Artigos de Revisdo e Ensaios Pictéricos, o resumo ndo deve
ser estruturado. Para Comunicacdes Breves, ndo deve ser estruturado nem exceder 100
palavras. Uma versdo em lingua inglesa correspondente deve ser fornecida no caso de artigos

submetidos em portugués ou espanhol.
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Descritores e Keywords

Devem ser fornecidos de trés a seis termos em portugués/espanhol e inglés, que
definam o assunto do trabalho, de acordo com os termos dos Descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS), publicados pelo Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em
Ciéncias da Saude (BIREME), disponiveis em http://decs.bvs.br, e dos Medical Subject
Headings (MeSH), disponiveis na

homepage http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html.

Corpo do texto

Com excecgéo das unidades de medidas, siglas e abreviaturas devem ser evitadas ao
méaximo, devendo ser utilizadas apenas para termos consagrados. Estes termos estdo definidos
na Lista de Abreviaturas e Acrdonimos aceitos sem definicdo. Clique aqui (Lista de
Abreviaturas e Siglas). Quanto a outras abreviaturas, o termo deve aparecer a0 menos trés
vezes para que possa ser abreviado e sempre definido na primeira vez em que for citado - por
exemplo, proteina C reativa (PCR). Apds a definicdo da abreviatura, o termo completo nédo
deverd ser mais utilizado. Termos com palavras Unicas ndo devem ser abreviados - por
exemplo, tuberculose (TB). Com excecdo das abreviaturas aceitas sem definicdo, elas néo
devem ser utilizadas nos titulos e evitadas no resumo dos manuscritos se possivel. Para fazer
referéncias ao longo do texto igualmente deve-se evitar a mengdo ao nome de autores, dando-
se sempre preferéncia as citagdes numéricas apenas.

Quando os autores mencionarem qualquer substancia ou equipamento incomum,
deverdo incluir o modelo/nimero do catalogo, o nome da fabricante, a cidade e o pais, por
exemplo: "... esteira ergométrica (modelo ESD-01; FUNBEC, S&o Paulo, Brasil)" No caso de
produtos provenientes dos EUA e Canada, o nome do estado ou provincia também devera ser
citado; por exemplo: "... tTG de figado de porco da Guiné (T5398; Sigma, St. Louis, MO,
EUA)"

Tabelas, Quadros e Figuras (llustragdes)

Tabelas, quadros e figuras devem ser apresentados em preto e branco. As ilustragdes
devem ser enviadas no seu arquivo digital original; tabelas e quadros em arquivos Microsoft
Word e figuras em arquivos JPEG com resolu¢do minima de 300 dpi. Fotografias de exames,
procedimentos cirdrgicos e biopsias nas quais foram utilizadas coloragdes e técnicas especiais

serdo consideradas para impressao colorida, sem custo adicional aos autores. As grandezas,


http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html.
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unidades e simbolos devem obedecer as normas nacionais correspondentes

(ABNT: http://www.abnt.org.br). As tabelas e figuras devem ser numeradas com algarismos

arabicos, de acordo com a ordem de cita¢éo no texto.

Legendas

Legendas deverdo acompanhar todas as ilustragdes. No caso de figuras (gréficos,
fotografias, etc.), as legendas devem ser citadas logo abaixo da imagem e submetidas em
arquivo Word. No caso de tabelas e quadros, as legendas devem estar no topo. Cada legenda
deve ser numerada em algarismos arabicos, correspondendo a suas citacdes no texto. Notas de
rodapé devem ser incluidas da seguinte maneira: primeiramente, todas as abreviaturas e siglas
definidas por extenso; detalhes e informacdes extras a respeito da ilustracdo com letras em
sobrescrito - p.ex., aValores expressos em n (%) -; e sinais tipograficos em sobrescrito (exceto

*) para estatistica - p.ex., *p < 0,05. Eis a sequéncia de uso desses sinais: *, +, ++, |, §, || e #.

Referéncias

Devem ser indicadas apenas as referéncias utilizadas no texto, numeradas com
algarismos arabicos e na ordem em que foram citadas. Deve-se evitar a utilizacdo dos nomes
dos autores ao longo do manuscrito para referenciar partes do texto - utilize, ao invés, "um
estudo™ ou "um autor/um grupo de autores”, por exemplo. A apresentacdo deve estar baseada
no formato Vancouver Style, conforme os exemplos abaixo. Os titulos dos periddicos citados
devem ser abreviados de acordo com o estilo apresentado pela List of Journals Indexed in
Index Medicus, da National Library of Medicine disponibilizada no seguinte
endereco: https://www.ncbi.nim.nih.gov/nlmcatalog?term=currentlyindexed%5BAll%5

D. Para todas as referéncias, cite todos os autores até seis. Acima desse numero, cite 0s seis

primeiros autores seguidos da expressdo et al.


http://www.abnt.org.br/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog?term=currentlyindexed%5BAll%5D
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RESUMO

Objetivos: Investigar a influéncia do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) na
resposta inflamatdria da prole submetida a asma alérgica. Métodos: O hipotireoidismo
gestacional experimental (HGE) foi induzido em camundongos Swiss prenhas pela
administracdo de Metimazol 0,02% na agua de beber, do 9° dia gestacional até o dia do parto.
Para verificar a influéncia do HGE na inflamag&o pulmonar, proles de mées hipotireoideanas
(PMH) e eutireoideanas (PME) foram submetidas a um modelo animal de asma alérgica
induzida por ovoalbumina (AAIO). Os dados obtidos foram expressos em média + erro
padrdo da média (E.P.M.). As anélises foram feitas utilizando a ANOVA two-way, seguida do
pos-teste de Bonferroni. O nivel critico fixado foi de 5%. Resultados: A prole de mée
hipotireoideana sensibilizada com ovalbumina (PMH-OVA) apresentou menor nimero total
de células no lavado broncoalveolar (LBA) (p < 0,001); houve, também, menor atividade da
mieloperoxidase (MPQO) no pulméo (p < 0,001) e menor conteddo de peroxidase eosinofilica
(EPO) no LBA (p < 0,05), comparados a prole de mde eutireoidiana sensibilizada com
ovoalbumina (PME-OVA). Conclusdo: Conclui-se que o HGE teve efeito inibitdrio sobre o
recrutamento de leucdcitos totais para o lavado broncoalveolar (LBA), atividade da MPO no
pulméo e conteudo de peroxidase eosinofilica no LBA da prole submetida ao modelo de asma

alérgica induzida por ovoalbumina.

Palavras-chave: programacéo fetal; hipotireoidismo gestacional; asma; inflamacéo.

ABSTRACT

Objectives: Investigate the influence of experimental gestacional hypothyroidism (EGH) on
the inflammatory response of offspring submitted to allergic asthma. Methods: The EHG was
induced in pregnant Swiss mice by the administration of 0.02% Methimazole in drinking
water from the 9th day of gestation up to delivery. In order to verify the influence of EGH on
pulmonary inflammation, offspring of hypothyroid (OHM) and euthyroid (OEM) mothers
were submitted to an animal model of ovalbumin-induced allergic asthma (OIAA). The data
obtained were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Analyzes were
performed using two-way ANOVA, followed by Bonferroni post-test. The critical level set
was 5%. Results: The offspring of ovalbumin-sensitized hypothyroid mother (OHM-OVA)
had lower total number of cells in the bronchoalveolar lavage (BAL) (p <0.001); There was
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also lower lung myeloperoxidase (MPO) activity (p <0.001) and lower eosinophilic
peroxidase (EPO) content in BAL (p <0.05) compared to egg-albumin-sensitized euthyroid
mother offspring (OEM-OVA). Conclusion: EGH had an inhibitory effect on total leukocyte
recruitment for bronchoalveolar lavage (BAL), lung MPO activity and eosinophil peroxidase

content in BAL of the offspring submitted to the ovalbumin-induced allergic asthma model.

Keywords: gestational hypothyroidism; fetal programming; asthma; inflammation.
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1 INTRODUCAO

Durante a vida intrauterina, o feto necessita de condi¢des adequadas para o0 seu
correto desenvolvimento. Se ocorrer algum estimulo diferente, surgem adaptaces fisiologicas
e metabolicas que podem repercutir de maneira negativa na vida pos-natal deste individuo.
Esse conceito é conhecido como programacdo fetal e surgiu a partir da Teroria de Barker
(1,2).

O feto depende dos hormoénios tireoidianos (HT) da mée para se desenvolver
corretamente, pois 0 seu eixo hipotadlamo-hipdfise-tireoide permanece imaturo até a 382
semana de gestacdo. Assim, as gestantes devem manter os niveis de T4 entre 30% e 100%
maiores para conseguirem suprir adequadamente o feto (3). No entanto, esse aumento

fisioldgico pode ndo ocorrer em gravidas que possuem disfuncéo tireoideana (4).

O hipotireoidismo gestacional é definido pelo aumento do hormdénio
tireoestimulante (TSH) junto com a diminui¢do de T4 livre. Os valores do TSH de até 2,5
mU/L no primeiro trimestre e de até 3,5 mU/L nos outros dois trimestres devem ser
considerados normais na gestacdo, porém, outras referéncias consideram o valor de até 3,0

um/L nos dois ultimos trimestres (4,5).

A triagem universal para patologias tireoidianas na gravidez ndo é recomendada
pela American Thyroid Association (4), embora muitos defendam que o rastreamento seletivo
deixa de diagnosticar disfuncdes tireoidianas em uma parcela significativa de gestantes (6).
Assim, se a mulher possuir hipotireoidismo gestacional, a prole podera apresentar alteracdes
organicas nos sistemas na vida adulta. Por exemplo, esses hormonios sdo essenciais para a
migracdo neuronal, a mielinizagdo e outras alteracfes estruturais do cerebro fetal. Dessa
forma, individuos filhos de mades hipotireoidianas podem apresentar comprometimento

intelectual (4).

Em relacdo ao sistema imune, pesquisas ja mostram que proles de maes com
hipotireoidismo gestacional, apresentam alteracdo na resposta imunoldgica na vida adulta.
Estudo recente evidenciou que a deficiéncia de hormdnio tireoidiano materno durante a

gestacdo aumenta a susceptibilidade da prole em desenvolver doencas inflamatorias no
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sistema nervoso central (SNC), sendo que, a prole de méaes com hipotireoidismo desenvolveu

encefalomielite aguda experimental de uma forma mais severa (7).

Outro estudo mostrou que camundongos fémeas gestados em hipotireoidismo tem
maior taxa de sobrevida e menor disseminacgdo bacteriana apos um desafio com Streptococcus
pneumoniae, 0 que sugere que o hipotireoidismo gestacional aumenta a resisténcia da prole as

infeccOes bacetrianas respiratorias (8).

A asma é um distarbio imunoldgico, com componentes genéticos e ambientais,
que afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo. Estudos atuais sugerem que a exposi¢do
aos estimulos ambientais especificos durante determinados periodos da vida influencia o

desenvolvimento da asma. Um desses periodos criticos € a vida intrauterina (9).

Portanto, sabendo da influéncia dos hormdnios tireoideanos (HTS) no
desenvolvimento do sistema imunologico, a proposta desse estudo € avaliar a influéncia do
hipotireoidismo materno, exclusivamente durante o periodo gestacional, em parametros

inflamatorios da prole submetida a um modelo de asma alérgica na vida pds-natal.



35

2 OBJETIVO

Investigar a influéncia do Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE) na

resposta inflamatdria pulmonar da prole submetida a um modelo de asma alérgica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os animais utilizados para a realizacdo do experimento foram os camundongos
heterogéneos da linhagem Swiss. Todos os animais adquiridos do Biotério Setorial foram
colocados para acasalar e a prole resultante foi utilizada nos experimentos quando completou
60 dias Pés-Natal (DPN).

Os procedimentos realizados estdo de acordo com as normas e principios éticos
preconizados pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA, 2016), bem como pelas Diretrizes da Prética de Eutanasia
(2018), ambas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O
projeto foi submetido para analise do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da

Universidade Federal de Sergipe, sendo aprovado sob o protocolo n° 53/2017 (ANEXO).

3.2 Acasalamento programado

As fémeas foram submetidas a analise colpocitoldgica e quando foi identificada
uma fémea na fase Proestro, esta foi colocada na presenca de um macho e estes foram
mantidos em uma mesma caixa durante a noite, quando supostamente ela estaria na fase
Estro. Apds nove dias, foi considerada prenha a fémea que 0 peso aumentou no minimo 4g
em relacdo ao peso do dia do acasalamento. O dia gestacional zero foi considerado o dia

seguinte a composicao dos casais.
3.3 Inducéo do Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE)

Para a inducdo de HGE foi utilizado o Metimazol (MTZ), uma droga do grupo das
tionamidas, que age inibindo a sintese dos hormonios tireoidianos (5). Essa droga foi ofertada
na concentracdo de 0,02% na &gua dos animais, a partir do nono dia de gestacdo (DG) até o

dia do parto, o que gerou hipotireoidismo nos camundongos prenhas.
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3.4 Asma alérgica induzida por ovoalbumina (AAIO)
3.4.1 Modelo de Inflamag&o Pulmonar

Utilizamos um modelo animal, adaptado de outros estudos (10,11), com duragéo

de 24 dias, que usa a ovoalbumina como sensibilizadora alérgena.

Aos 60 dias pos-natal (DPN), as proles de maes eutireoideanas (PME) e
hipotireoideanas (PMH), foram submetidas a sensibilizacdo através de trés injecdes
peritoneais (i.p.) de solucdo sensibilizadora em intervalos de sete dias, apos o qual foram
realizados trés desafios por via intranasal (no caso, nos dias experimentais 21, 22 e 23). A
solucgéo utilizada na etapa de sensibilizacdo foi composta por 100 pg de ovoalbumina (OVA
Grade Ill; Sigma — Aldrich) adsorvida em 20mg de hidroxido de aluminio (AIOHs3),
solubilizados em 100 pl de salina estéril (NaCl 0,9%), para cada animal. O primeiro dia de

administracdo foi considerado o dia 0 da inducao.

Ja na etapa do desafio as proles foram desafiadas com solucdo composta somente
por 100 pg de OVA em 25 pL de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), por via intranasal. O
grupo controle negativo (salina) foi sensibilizado com 100 L de solucédo salina estéril (NaCl
0,9%), por via intraperitoneal, contendo apenas 20 mg de hidréxido de aluminio, e desafiado

apenas com 25uL de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), por via intranasal.

Quadro 1 Relacdo dos grupos experimentais do protocolo de asma alérgica induzida por
ovoalbumina (OVA) - AAIO

Grupos Tratamentos Abreviacdes N
1 Prole_s de maes eut_lre0|deanas sensibilizadas e PME + Salina 4_9
desafiadas com salina.
Proles de maes eutireoideanas sensibilizadas e
2 desafiadas com OVA. PME + OVA 4-9

Proles de maes hipotireoideanas sensibilizadas
e desafiadas com salina.
Proles de maes hipotireoideanas sensibilizadas
e desafiadas com OVA.

PMH + Salina 46

PMH + OVA 5-8
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3.4.2 Avaliacao dos parametros inflamatorios

3.4.2.1 Obtencdo do lavado broncoalveolar (LBA), preparo e quantificagdo

celular

Apbs 24 horas do ultimo desafio, as proles foram anestesiadas. Para coletar o
lavado broncoalveolar (LBA) foi realizada uma traqueostomia nos animais e uma cénula
vinculada a uma seringa de 1ml foi inserida na traqueia através do orificio formado. Em
seguida foram realizadas cinco infiltragdes intratraqueais de 300 pL de PBS (10 mM, pH 7,4)
— BSA 3%, totalizando um volume de 1500 pL que foi lentamente injetado. O fluido do
lavado recuperado (em média 1200 pL) foi mantido em gelo até o final da coleta e, depois,
centrifugado por 10 min a 1500 rpm e 4°C. O sobrenadante do fluido centrifugado foi
coletado e armazenado em freezer a -80°C, para ser dosado posteriormente, e o pellet de
células foi ressuspenso em 200 uL PBS (10 mM, pH 7,4) — BSA 3%.

Um volume de 10 pL da solugéo contendo o pellet ressuspenso foi acrescentado a
190 pL de ligquido de Turk e a solucdo final foi usada para contagem do numero total de
células em camara Neubauer com o auxilio de microscépio optico (aumento de 100x) e

contador manual. Os resultados foram expressos como nimero de células por LBA.

3.4.2.2 Ensaio da Determinacéo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

Para quantificar o acimulo de neutrofilos no pulmdo, foi usado o ensaio da
mieloperoxidase (MPO), que ja foi descrito por outros estudos (12,13). A MPO é uma enzima
encontrada predominantemente em granulos azuréfilos de leucécitos polimorfonucleares e
tem sido usada como indice quantitativo para avaliar a inflamacdo em vérios tecidos. A MPO
degrada o peroxido de hidrogénio, produzindo anion superdxido, responsavel por converter o
substrato o-dianisidina em composto de cor marrom. A variacdo de densidade dptica em

funcdo do tempo de reacéo foi detectada na absorvancia medida a 460 nm.

Os animais foram anestesiados e perfundidos com 50 ml de tamp&do PBS-
HEPARINA (0,1%). Em seguida, os pulmdes foram coletados, cortados em pequenos
pedacos e homogeneizados em tampdo fosfato (50mM, pH 6,0) com 0,5% de de brometo de

hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Em seguida, aliquotas de 1mL do homogenato foram
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centrifugadas (2 min a 14000 rpm, 4°C), para obtengdo dos sobrenadantes. Em uma placa
contendo 96 pocos, 10uL dos sobrenadantes obtidos foram pipetados, aos quais foram
adicionados 200 uL de uma solucéo contendo solucdo de dihidrocloreto de o-dianisidina. As
alteracdes nos valores das absorbancias detectadas a 460 nm foram registradas com leitor
microplaca com intervalos de 15 segundos por 5-10 min. Os resultados foram expressos como
unidades de MPO por mg de tecido (mMUMPO/mg de tecido). Uma UMPO foi considerada

como a quantidade de enzima que degrada 1 umol de O2/min.

3.4.2.3 Ensaio da Determinacéo da Peroxidase Eosinofilica (EPO) no LBA

A peroxidase dos eosinofilos (EPO) foi estabelecida no lavado broncoalveolar
(LBA), considerando o método especifico para essa enzima, que ja foi relatado por outro
estudo (14).

Utilizou-se uma microplaca com 96 pocgos onde foi colocado 100 uL da solucdo
de substrato contendo o-fenilenodiamina dihidrocloreto — OPD (0.1mM) — e Triton X-100
(0,1%), na presenca de H202 (1 mM) solubilizados em Tris - HCI (0,05 M, pH 8), a 50 uL
de amostra do sobrenadante do lavado broncoalveolar. A reacdo foi incubada por 30 min na
temperatura de 37° graus e interrompida com a adicdo de 50 uL de acido sulfurico [4 M]. A
densidade Optica da reacdo foi lida a 492 nm.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em valores de média e erro padrdo da
média (EPM). Foi utilizado ANOVA two-way, seguida do pés-teste de Bonferroni, para
comparagao entre mais de dois grupos submetidos a interferéncia simultanea de dois fatores

de variacdo. O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Acompanhamento da massa corporea das fémeas prenhas e massa corporea da prole

Comparando a massa corpdrea das maes eutireoideanas (ME) e hipotireoideanas
(MH), aos 0 e 9° dias gestacionais (DG) e no dia do parto (DP) (Figura 1), a analise de
variancia de duas vias (ANOVA two way) mostrou que o peso das fémeas prenhas aumenta
significativamente ao longo do tempo (p < 0,0001). Da mesma forma, observa-se que o
tratamento gestacional ndo tem influéncia significativa sobre essa variavel (p = 0.95). Ou seja,
0 peso dos animais analisados torna-se maior no decorrer da gestacdo independente do

tratamento gestacional (p=0,19).
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Figura 1: ME: mées eutireoidianas; MH: mées hipotireoidianas; DG: dia gestacional; DP:dia do parto.
Influéncia do HGE na massa corporea de fémeas prenhas, apés a cépula (0 DG), nove dias apds a
copula (9 DG) e no dia do parto (DP).

Em relacdo ao peso das proles de mées eutireoideanas (PME) e hipotireoideanas
(PMH) apos o nascimento, aos sete dias pés-natal (DPN) e 14 DPN, figura 2A e 2B,
respectivamente, machos PMH apresentaram massa corporal diminuida em comparagdo aos
machos PME, com valores do Teste T student ndo pareado para os dados do 7 DPN:
(p=0,0057) e 14 DPN: (p=0,0264). Com 21 DPN (Fig. 2C), 30 DPN (Fig. 2D) e 60 DPN (Fig.
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2E) essa diferenca ndo ocorreu, com valores do Teste T student ndo pareado para os dados do
21 DPN (p=0,3463), 30 DPN: (p=0,7096) e 60 DPN: (p=0,9433).
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Figura 2: PME: prole de mées eutireoidianas; PMH: prole de mées hipotireoidianas; DPN: dia
pos natal. Efeito do HGE sobre a massa corpérea da PME e PMH aos 7 DPN (Painel A), 14
DPN (Painel B), 21 DPN (Painel C), 30 DPN (Painel D) e 60 DPN (Painel E).
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4.2 Avaliacdo de parametros inflamatdrios na prole submetida a um modelo de asma

alérgica

Para analisar a influéncia do Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE)
sobre o infiltrado inflamatorio do lavado broncoalveolar (LBA) das proles, foi utilizada a
técnica estatistica de andlise de variancia de duas vias (ANOVA two way), que demonstrou
interacdo dos fatores de variagdo ‘tratamento gestacional’ (TG) e ‘inducdo da asma’ (I1A)
sobre 0 numero total de células do LBA (p = 0,0016). Isoladamente, esses fatores de variagédo
também foram significativos (TG: p = 0.0006; IA: p < 0.0001). Quando analisado, 0 pos-teste
de Bonferroni mostrou que o infiltrado de células inflamatérias no LBA da prole de mées
eutireoideanas que foram induzidas a asma alérgica (PME — OVA) é significativamente maior
guando comparado ao seu controle experimental (PME-Salina) (p < 0,0001). O mesmo padrédo
foi visto entre o LBA das proles de mae hipotireoideanas sensibilizadas com ovalbumina
(PMH-OVA), em comparagdo com 0 seu grupo controle experimental (PMH-Salina). Além
disso, o0 numero total de leucdcitos no LBA da PMH — OVA foi significativamente menor que
0 namero total de leucdcitos no BAL da PME — OVA (p < 0,0001) (Figura 3).
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Figura 3: PME: prole de mées eutireoidianas; PMH: prole de mdes hipotireoidianas; Efeito do
Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE) sobre o numero total de células no lavado
broncoalveolar (LBA) da prole de camundongos submetida um modelo de asma alérgica.
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Em relacdo a atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar, a anélise
de variancia de duas vias (ANOVA two way) também mostrou interacéo significativa do fator
de variacdo ‘tratamento gestacional’ e ‘inducdo da asma’ (p < 0,0001), além de efeito isolado
dos mesmos (p < 0,0001, para os dois fatores) em relacéo a atividade MPO. A analise do pos-
teste demonstrou que a atividade da MPO da PME-OVA foi significativamente maior que da
PME-salina (p < 0,0001) e 0 mesmo ocorreu entre a atividade da MPO da PMH-OVA e a
PMH-salina (p < 0,05). Outra diferenca observada foi a atividade da MPO da PMH-OVA
significativamente menor em relacdo a do grupo PME-OVA (p < 0,0001). Conforme
esperado, ndo houve diferenca estatistica significativa entre a atividade da MPO entre a PME-

salina e PMH-salina (p = n.s.) (Figura 4).
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Figura 4: PME: prole de mdes eutireoidianas; PMH: prole de maées hipotireoidianas. Efeito do
Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE) sobre a atividade da mieloperoxidase (MPQO) no
tecido pulmonar da prole de camundongos submetida um modelo de asma alérgica.

Para quantificar os eosinofilos presentes no lavado broncoalveolar (BAL) foi
estimado o conteldo de peroxidase eosinofilica (EPO) nas amostras de BAL. Usando o
método estatistico ANOVA two way, mostrou-se que 0 os fatores de variagao ‘tratamento
gestacional’ (TG) e ‘inducdo da asma’ (IA) possuem influéncia significante sobre o contetdo
de peroxidase eosinofilica quando tem seus efeitos avaliados isoladamente (TG: p = 0.038;

IA: p =0,020) e também quando se avaliou a possibilidade de interagdo desses fatores sobre a
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EPO (p = 0.045). Com a andlise do pds-teste, observou-se que a0 mesmo tempo em que a
PME-OVA possuiu maior conteudo de EPO do que a PME-salina (p < 0,001), ndo foi
observado diferenca significativa no conteudo de EPO entre a PMH-OVA e PMH-salina (p =
n.s.). Ademais, a PMH-OVA possui menor atividade da EPO do que o grupo PME-OVA (p <
0,05) (Figura 5).
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Figura 5: PME: prole de mdes eutireoidianas; PMH: prole de maes hipotireoidianas; OVA:
ovoalbumina. Efeito do Hipotireoidismo Gestacional Experimental (HGE) sobre a atividade da
peroxidase eosinofilica (EPO) no lavado broncoalveolar (BAL) da prole de camundongos submetida
um modelo de asma alérgica.
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5 DISCUSSAO

O modelo de indugdo do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE)
utilizado neste estudo é um protocolo ja aplicado em diversos experimentos. Estes mostraram
que a administracdo de metimazol (MTZ) 0,02% na agua de beber nas fémeas prenhas, do 9°
dia de gestacdo até o dia do nascimento da prole, diminui a concentragdo dos hormonios T4 e
T3 no final da gestacdo, além de aumentar a de horménio tireoestimulante (TSH) (8,15). Ja
em relacdo a prole, estudos prévios analisaram os niveis de T4, T3 e TSH e mostram que
todas as proles eram eutireoidianas na idade adulta, tanto utilizando o MTZ (7) quanto o PTU
(16).

Além disso, 0 HGE alterou a massa corporal das proles nos dias 7 e 14 dias pés-
natal (DPN), sendo que as PMH tiveram menor massa corporea em relacdo a PME. Esse
achado esta de acordo com o estudo de MELANCIA et al., 2017 que também utilizou MTZ
0,02% na agua de beber das maes até o dia do parto e mostrou que a prole nascida de maes
expostas a0 HGE apresentou um peso corporal reduzido em comparacdo com o0s proles

nascidas do grupo controle nos dias 5, 9, 13 e 30 DPN.

O primeiro estudo a associar o hipotireoidismo materno ao desenvolvimento de
asma em criancas foi um estudo de coorte na Dinamarca entre 1998 e 2007 que mostrou que
os filhos de mées hipotireoidianas apresentavam maior risco de desenvolver asma na infancia.
Uma das explicagdes para essa conclusdo se baseia na hip6tese de que hormdnios tireoidianos
insuficientes no periodo intrauterino podem resultar em pulmdes com estrutura anormal e
menos septos alveolares, o que predispde a crianca a desenvolver asma. No entanto, este é um
estudo epidemioldgico, que apresenta algumas limitacfes, por exemplo, a identificacdo de
hipotireoidismo materno e de asma infantil foi feita a partir de registros de hospitais, assim, 0s

erros de classificacdo ndo podem ser descartados (17).

Os nossos achados néo concordam com o estudo de Liu et al. (2018), que foi
realizado em humanos. O objetivo do nosso trabalho foi analisar em camundongos a
influéncia do hipotireoidismo gestacional, exclusivamente durante a gestacao, sobre o risco da
prole de desenvolver asma alérgica. Assim, analisou-se a resposta inflamatdria das proles de
mées hipotireoidianas e eutireoidianas que foram sensibilizadas com Ovoalbumina (OVA) e

verificou-se que o hipotireoidismo materno diminui a inflamacéo pulmonar da prole.
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Em relacdo modelo de asma alérgica induzido por Ovoalbumina, 0s nossos
resultados s&o semelhantes aos encontrados na literatura. Determinado estudo avaliou os
efeitos da obesidade na inflamacgéo alérgica eosinofilica em camundongos e mostrou que a
provocacdo com ovalbumina nos camundongos sensibilizados causou um aumento

significativo no nimero de células inflamatdrias totais e de eosinofilos (19).

Nossos resultados também mostram que ndo houve diferenca do contéudo da
peroxidase eosinofilica (EPO) entre PMH-OVA e PMH-salina, sugerindo que a resposta
inflamatdria alérgica da prole de mae hipotireoidiana teve fenotipo principalmente
neutrofilico, ndo havendo recrutamento de eosinofilos, devido ao efeito do hipotireoidismo

materno, exclusivamente durante a gestacdo, na resposta imunoldgica fetal.

Apesar dos poucos estudos sobre o assunto, ja se sabe que a falta de hormonios
tireoidianos maternos afeta o sistema imune da prole. Um experimento mostrou que proles
machos expostas, através do leite materno, ao Propriltiouracil (PTU) 0,02% oferecido as maes
em agua potavel, apresentaram peso médio do baco e do timo menores nos dias 22 e 30 DPN,
aumento da proporc¢do de células natural killer (NK) e diminuicdo da proporcdo de células B
no bago aos 14, 22 e 30 DPN, além do aumento de células T aos 22 e 30 DPN, principalmente
das células T CD4. Esse estudo pode justificar os nossos achados, pois a producdo de
anticorpos para a OVA depende das células B, que estdo diminuidas de forma transitoria
devido ao hipotireoidismo materno e, assim, gera uma resposta inflamatoria pulmonar
diminuida (19).

Ha poucos trabalhos na literatura que, assim como este, estudaram a influéncia do
hipotireoidismo materno exclusivamente durante o desenvolvimento fetal na resposta imune
durante a vida pds-natal. Nieto et al., (2016), ja citado anteriormente, foi o primeiro
experimento a relatar que o hipotireoidismo gestacional imprime a prole feminina maior
resisténcia a morte ap6s uma infeccdo por Streptococcus pneumoniae, sugerindo que
apresentam uma alteracdo no recrutamento de células inflamatorias inatas para os pulmdes
apos a infeccdo por essa bactéria e uma expresséo diferencial de citocinas no pulmdes em 48h
apos a infecgdo. Este estudo encontrou alteracdo apenas em fémeas, sugerindo que a
deficiéncia de hormdnios tireoidianos durante a gravidez pode ter afetado os niveis de
hormdnios sexuais femininos da prole. Assim, 0 nosso trabalho é o primeiro da literatura a
mostrar a influéncia do hipotireoidismo materno sobre a resposta imune de machos da

linhagem Swiss PMH.
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o Hipotireoidismo
gestacional experimental (HGE) teve efeito inibitério sobre o recrutamento de leucocitos
totais para o lavado broncoalveolar, atividade da mieloperoxidase no pulmao e contetido de

peroxidase eosinofilica no LBA da prole submetida ao modelo de asma alérgica.
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UFS A e
UNIVERSIDADE DE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORTIA DE POS-GRADUACAD E PESQUISA
COORDENACAO DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAILS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que 4 proposta intitulads “Avaliagio da influéncia do hipotircoidismo gestacional
experimental (HGE) na resposta inflamatéria da prole de camundongos submetidos a um
maodelo de asma alérgica”, registrada com o n* 53/2017, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Daniel Badaué Passos Junior que envolve a producdo, munutengio ou wtilizeglio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), 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 Consclho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe, em reuniiio de 23/04/2018.

Finalidade L) Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigdncia da autorizaclio | Inicio: 062018, Témino: 06/2019
Espécie/linhagem/mca Camundongo heterogénico
N* de animais 340
Peso/Klade . 25-30g / 03 dias
Sexa o | 270M 470 F
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