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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 OS HORMONIOS TIREOIDEANOS

1.1.1 A GLANDULA TIREOIDE

A tireoide € uma glandula enddcrina contendo dois lobos que se encontram de cada
lado da traqueia ligados por um istmo, pesa 20g e possui em sua face dorsal dois pares de
glandulas paratireoides (Aires M, 2008). Os hormonios produzidos por essa glandula, e a
ampla quantidade e distribuicdo de receptores para eles, permitem que desempenhem um
papel essencial no desenvolvimento de diversos 6rgaos e tecidos desde a vida embrionaria. A
glandula é altamente vascularizada e inervada, histologicamente € composta por
aproximadamente trés milhdes de foliculos, suas unidades funcionais, que sdo estruturas
cisticas, constituidas por uma camada simples de células, os tiredcitos, e um ldmen
preenchido por um coloide rico em tireoglobulina (TG) (Campbell, 2011). Nos espacos
interfoliculares do parénquima estdo as células C, as quais participam da homeostase do

célcio, secretando calcitonina quando ha aumento da calcemia (Aires M,2008).

A tireoide produz a 3,5,3”,5” — tetraiodotironina (tiroxina ou T4), 80% da producéo;
3,5,3° — triiodotironina (T3), aproximadamente 20%, e menos de 1% de 3,3°,5 -
triiodotironina (T3 reverso), forma inativa, e os lancam na corrente sanguinea (Maia et al.,
2011a). Em ratos, a glandula é responsavel por produzir cerca de 50% de todo T3 circulante
(Maia et al.,2011a). O T3 é a forma mais ativa e responsavel pela diferenciacdo dos 6érgdos,
logo, sua manutencdo em niveis adequados é regulada por mecanismos centrais e de
conversdo periférica pelas enzimas D1 e D2, expressas inclusive no sistema nervoso central
(Antunes-Rodrigues, 2005).



1.1.2 SISTEMA HIPOTALAMO-HIPOFISE-TIREOIDE

O sistema tireoidiano conta com o controle de duas estruturas essenciais, o hipotalamo
e a glandula hipdfise. Neurdnios localizados no nucleos paraventriculares e periventriculares
do hipotdlamo, estabelecem sinapses com capilares da circulacdo porta-hipotalamo-
hipofisaria. Sob estimulos adequados, esses neurdnios liberam horménio liberador de
tireotrofina (TRH) e somatostastina (SS) para esses capilares, que levam estes horménios
hipotaldamicos para a adeno-hipdfise, onde se ligam a receptores de membrana presentes nos
tireotrofos (céluas da hipdfise). Os tireotrofos, a partir do estimulo do TRH, produzem
hormonio tireoestimulante (TSH); enquanto que o estimulo pela SS inibe a sua produgdo. O
TSH estimula os tiredcitos a produzirem T3 e T4, que em concentracdo elevada, pelo
mecanismo de feedback negativo, inibem a producdo de TRH pelo hipotadlamo e de TSH pela

hipofise a fim de manter a homeostase (Antunes-Rodrigues,2005).

1.1.3 A PRODUCAO TIREOIDIANA DE T3 E T4

A biossintese e a secrecdo dos horménios tireoidianos (T3 e T4) recebem interferéncia
do TSH em todo o processo. No interior das células foliculares tireoidianas ocorre o
transporte ativo de iodeto, pelo estimulo de TSH, por meio da proteina cotransportadora
(2NA+/1-) NIS presente na membrana basal e basolateral dos tiredcitos
(Bizhanova&Kopp,2009;Mihai,2011). A concentracdo plasmatica dessa proteina € regulada
pelo TSH e pela quantidade de lodeto plasmatico. Na sequéncia, apds a entrada de iodeto na
glandula, este vai para os tiredcitos em sua membrana apical e € transportado por um canal de
anions cloreto-iodeto, a pendrina (Aires M, 2008; Mihai, 2011). Recentemente sugeriu-se
que, além disso, a pendrina atua em condic¢des de excesso de iodeto nos tiredcitos mediando
um efluxo de iodeto (Aires M, 2008;Mihai, 2011). Em contrapartida, ha estudos que
guestionam o papel da pendrina no transporte apical de desse ion (Bizhanova &Kropp,2011).
Outras proteinas como a SLC5A8 e o canal de cloreto 5(CLC-5) também sdo sugeridas como
participantes do transporte apical de iodeto. (Rodriguez et al.,, 2002; van den Hove et
al.,2006).



Ja na luz folicular o iodeto sofre oxidacao pela selenoproteina tireoperoxidase (TPO), a
qual se encontra ancorada, via dominio transmembrana C-terminal (Grasberger,2010). O
peroxido atua como co-substrato desse processo, doando O2, gerado por duas glicoproteinas
homdlogas, dual-oxidase 1 e 2 (DUOX 1 e DUOX 2) (De Deken et al., 2000; Morand et
al.,2003; Moreno et al., 2002).

A iodinacédo especificamente dos aminoacidos tirosina da tireoglobulina, glicoproteina
molde dos HTs, resulta na formag&o das monoiodotirosinas (MITs) e diiodotirosinas (DITSs).
As MITs e DITs se acoplam no interior do col6ide folicular para a formacdo das
iodotironinas. Em seguida, a TG ¢ estocada no limen do foliculo tireoideano como coloide.
Para a liberacdo de T3 e T4 para a corrente sanguinea, é necessaria a ligacdo da tireoglobulina
ao receptor megalina (Marino et al., 2000; Zheng et al., 1998). Sob ac¢do do TSH, o coloide
intrafolicular é endocitado devido ao aumento da motilidade das microvilosidades da
membrana apical da célula folicular tireoidiana. Formam-se, entdo, vesiculas que séo
fagocitadas por lisossomos. As proteases hidrolisam o coloide e libera, T3 e T4, MITs e DITs

para o citoplasma, e T3 e T4 para a corrente sanguinea (Aires M, 2008).

As MITs e DITs sofrem acdo da dehalogenase (DEHAL) e sdo desiodadas. Esse iodeto
é entdo reciclado para nova sintese de T3 e T4 (Gnidehou et. al.,2004). Os HTs deixam o
tiredeito por difusdo simples (Aires M,2008), e pequena quantidade da TG intacta deixa a

célula folicular.

Os horménios tireoidianos, em sua maioria, sdo transportados ligados a proteinas
plasmaticas na corrente sanguinea. A principal proteina € a globulina, a qual transporta 75%
dos HTs séricos. A albumina transporta 10% e a pré —albumina 15% (Mihai,2011). Apesar de
apenas 0,4% do T3 e 0,02% do T4 encontrar-se livre, essa é a forma biologicamente ativa dos
HTs, sendo a porcédo ligada uma espécie de reserva (Aires M,2008). Devido a maior forga de
ligagdo do T4 as proteinas, a concentracdo de horménios livres sdo similares, mesmo a

concetracgdo sérica de T4 sendo maior (Bianco & Kim,2006%, Verloop et. al.; 2014).
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1.1.4 A CONVERSAO PERIFERICA

A secrecdo tireoidiana é predominantemente de T4, mas como o é o T3 a forma ativa,
perifericamente ha trés selenoproteinas desiodases responsaveis pela conversao hormonal. A
Desiodase do tipo 1 (D1) localiza-se na membrana plasmaética celular, a desiodase tipo 2 (D2)
na membrana do reticulo endoplasmatico, ambas proteinas integrais, desempenham um papel
importante na conversao de T4 em T3, via deiodacdo do anel externo (Darras&Van Herck,
2012), e D2, além disso, é conhecida pela sua producéo local de T3 (Bianco et al., 2002; Maia
et. al., 2011a). D1 é uma enzima multifuncional, inativando e ativando os HTs de acordo com
seu ponto de clivagem (Darras et. al., 2015), e seu substrato preferido é o T3 reverso (T3r). A
Desiodase do tipo 3 (D3), por sua vez, € a principal enzima de inativacao de T3, convertendo-
0 em T2 e T4 para T3r por meio da deiodacdo. Esta presente na membrana plasmatica celular

e na membrana nuclear.

As desiodases tem um padréo de expresséo variado de acordo com o tecido. (Bianco et
al., 2002; Kohrle, 1999). D1 é expressa no figado, rim, tireoide e hipofise; D2, no SNC
pituitaria, masculo esquelético, tireoide, coracdo, 0sso e tecido adiposo marron; ja D3, no
SNC e placenta (Bianco et. al., 2002). Essas selenoproteinas formam um sistema
homeostatico de controle da concentracdo intracelular de Hts ativos (Gereben et. al.,2000),

sendo D2 a principal via de conversdo de T4 (Bianco & Kim,2006a).

1.1.5 TRANSPORTADORES DE MEMBRANA

A entrada dos hormonios tireoidianos na célula alvo é facilitada por vérias proteinas
transportadoras de solutos (SLC), que inclui os transportadores monocarboxilato (MCT),
responsaveis pelo transporte de anios organicos (Muzzio et al., 2014; Stathatos,2012), e os
tipo L, transportadores de aminoacidos (LAT1 e LAT2).

Dos transportadores monocarboxilatos, apenas os MCT8 e MCT10 funcionam como
transportadores de HTs (Halestrap & Meredith,2004; Visser et al., 2011). O MCT8 mostra
uma distribuicdo tecidual ampla em humanos e em ratos, inclusive acoplada a NIS na

membrana do tireocito (Ishido et al.,2015), no coracdo e figado (Price et al.,1998).
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Desenvolve importante papel no transporte de T2, T3, T4 e rT3 devido a sua alta afinidade
por todas as formas (Friesema et. al.,2003). J& 0 MCT10 possui maior afinidade por T3,
porém também tranporta, em menor quantidade, T4 (Friesema et al., 2008; Visser & Visser,
2012). Além desses, 0s OATP medeiam o transporte celular independente do sédio do HTs,
sua distribuicdo ainda ndo é muito clara, mas o subtipo OATPC1 apresenta boa distribuicdo

placentéaria e cerebral, e tem maior afinidade por rT3 e T4.

Os transportadores tipo L (LAT1 e LATZ2) estdo presentes no tecido adiposo, no
testiculo, na placenta, no pancreas e nos mastocitos (Heuer & Visser, 2013) ,além disso o
LAT2 esta no rim, intestino e no figado (Heuer & Visser, 2013). Visto isso, é importante
destacar que o mecanismo de transporte dos HTs € heterogénio, uns dependem de sodio,

outros ndo, além de toda expressado localizada especificamente.

1.1.6 RECEPTORES INTRA-CELULARES DE HTS

Os HTs apds entrarem no citoplasma celular, ligam-se aos receptores nucleares 0s
quais sofrem alteracGes estruturais (Sandler et al.,2004). Existem dois tipos de genes
receptores THRa (NR1A1) e THRP (NR1B1). Os alfa receptores dividem-se em TRal, TRa2
e TRa3, diferindo entre si no comprimento da cadeia de aminoécidos na porgdo C terminal.
Somente o TRal se liga ao T3, estd predominantemente expresso em pulmdo, coracdo,
musculo esquelético, rim e figado (Brent, 2012; Williams,2000). E também o principal
subtipo expresso no cérebro de adultos vertebrados, 80% (Schwartz et al.,1992). Osegundo
grupo, os THRP, também apresenta trés variantes TRB1, TRB2 e TRP3 que se ligam ao T3
(Brent,2012). A primeira forma, TRP1, esta principalmente expressa em rim e figado, e em
menor quantidade em cérebro, coragdo, pulmao, musculo esquelético baco (Williams, 2000).
TRP2 ¢ primariamente expresso no cérebro, retina e ouvido interno. J& TRB3, em figado, rim

e pulméo (Cheng et al.,2010). Essas formas diferem entre si pelo comprimento e sequéncia de
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aminoacidos no dominio amino-terminal. De todos os receptores, apenas as isoformas TRal,
TRP1 e TRP2 sdo considerados receptores reais dos hormonios tireoidianos, por se ligarem ao
T3 e ativarem e inibirem a transcricdo génica (Fraichard et al., 1997). Quase todos o0s
receptores de HTs tém maior afinidade para T3, mesmo a concentracdo de T4 sendo maior
(Lin et al.,1990), fazendo T3 0 hormdnio ativo predominante nas concetracdes dos receptores

nucleares na maioria dos vertebrados (Darras et al.,2015).

1.2 DESENVOLVIMENTO DA TIREOIDE

1.2.1 HUMANOS

A tireoide € a glandula de desenvolvimento mais precoce no embrido humano (Trueba
et al.,2005), seu surgimento ocorre entre 16° e 17° dia de gestagcdo (Chung, 2014) pelo
espessamento do assoalho da faringe, e inicialmente independe da acdo do TSH. No 48°
atinge a regido anterior a traqueia, onde comeca a formar foliculos (Trueba et al.,2005). Mas,
somente na 10%-11% semana apds a concepcdo, a glandula esta apta a incorporar iodo e
sintetizar T4. A partir desse periodo, HTs passam a ser detectados no soro fetal (Chung,
2014), embora grande parte deles sejam provenientes da transferéncia via placenta
(Contempré et al.,1993). TSH e T4 aumentam progressivamente desse periodo até o parto,
enquanto T3 permanece em niveis relativamente mais baixos (Kratzsc &Pulzer, 2008). Esse
aumento ocorre por varios motivos, além da maturagdo e da estimulacdo da glandula, ha um
aumento da concentragdo sérica de globulina ligadora de tiroxina (TBG). Apesar da TBG ser
identificada na glandula tireGidea na 5%emana, sua maturacdo leva muito mais tempo (De
Nayer et al., 1984; Sobrero et al., 2007), e alcangam niveis adultos no terceiro trimestre,
provavelmente devido a maior producdo proteica do figado. A resposta ao TRH ocorre por
volta da 25% semana de gestacdo. Apesar do T3 ter uma baixa concentragdo circulante, por
volta da 20 a 262 semana 0s niveis cerebrais desse hormdnio ja ultrapassou 50% dos valores
adultos. As concentracOes de desiodases conversoras durante a gestacao sao variaveis, D1 tem

uma baixa concentragéo, enquanto de D2 e D3 séo elevadas (Kester et al., 2004).
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1.2.2. RATOS

Em ratos a formacdo e a capacidade secretora da tireoide ocorre mais precocemente,
por volta do 20° dia embrionario encontra-se pronta para captacdo de iodo e producéo
hormonal (Feldman et al.,1961). Os niveis de HTs T3 e T4 aumentam significativamente do
18° dia gestacional até o nascimento devido a maturacdo da glandula. Apds o nascimento o T4
atinge no 17° dia seu pico de concentracdo plasmatica (Fisher, et al.,1976), enquanto o T3
atinge seu pico por volta do 28° pds-natal, e sua concetracdo basal de adulto no 40° dia. Assim
como nos humanos, os HTs séo essenciais para o desenvolvimento cerebral (Solis &Valverde,
2006). Isso é tdo marcante que se observa o inicio da formacéo do tubo neural, junto ao inicio
do desenvolvimento tireoidiano e do surgimento dos receptores, por volta do 8° dia
embrionario (Bradley et al., 1992). Em fetos de ratos, 0 T3 ndo é permeavel, mas a razao
ainda é desconhecida, mas sabe-se que ndo é devido a fraca expresséo do transportador MCT8
(Grijota-Martinez et al.,2011). Sendo assim, a concentracdo cerebral nessa fase € proveniente
da conversdo do T4, enquanto no periodo pos-natal e adulto, parte do T3 cerebral €

proveniente do sangue e outra parte da deiodacédo de T4.

1.2 INDUCAO DO HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo ocorre em sua maioria devido a defeito ou destruicdo da glandula
tireoide que pode ser congénito ou adquirido (hipotireoidismo primario). Ou ainda de origem
central devido a falha hipofisaria na secrecdo de TSH (hipotireoidismo secundario), ou
deficiéncia na liberacdo de TRH pelo hipotdlamo (hipotireoidismo terciario). Além disso,
pode-se apresentar resisténcia generalizada ou parcial dos tecidos aos HTs (Brenta et al.,
2013).

Drogas utilizadas para o tratamento de hipertireoidismo experimentalmente sdo
importantes para a indugdo do hipotireoidismo. O Metimazol impede o adesdo de iodo aos
residuos tirosil, reduzindo entdo a concentragdo de HTs (Goodman LS et al., 2007). O PTU

(propiltiouracil), outra dorga antitireoidiana, também atravessa a placenta e é encontrada no
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leite materno, e produzem um hipotireoidismo fetal transitorio, com retorno ao estado

eutireoideo dentro de semanas apos o nascimento. (Diav-Citrin & Ornoy,2002).

1.4 TIREOIDE E GESTACAO

A gestacdo promove diversas mudancas fisiologicas inclusive tireoidianas (Maraka S
et. al., 2015). Devido a isso, sugere-se faixas de normalidade especificas de TSH em cada
trimestre gestacional e para cada localidade geografica da gestante. Na auséncia de valores
especificos, adota-se TSH normal entre 2,5mIU/L e 3mlU/L (Stagnaro-Green et. al., 2011).
Partindo desses valores, existe uma taxa de variacdo de hipotireoidismo gestacional entre 5,5
e 15% (Blatt et al., 2012; Ong et al., 2014a). A partir disso, tém-se evidenciado estreita
relagdo entre 0s acontecimentos intrauterinos e nos primeiros anos de vida com
acometimentos na vida adulta (Barker et al.,1989). Nesse contexto, tém-se preocupado cada
vez mais com os estudos do desenvolvimento fetal, bem como o papel, nessa etapa, dos HTs
(Maciel & Magalhaes, 2008).

Ja no primeiro trimestre da gestacdo ocorrem algumas alteragdes na concentracdo
plasmatica dos HTs. Devido ao aumento do estrogeno, hd& um aumento de TBG, e por
consequéncia, uma reducdo dos T4 e T3 livres, resultando em estimulo do eixo hipotadlamo-
hipofise-tireoide (Stricker et al., 2007; Vieira et al., 2004). Em contrapartida, ha estimulacdo
direta da tireoide materna pelas concentracfes elevadas de gonadotrofina coriénica (hCG).
Este aumento é acompanhando por inibicdo do eixo hipotalamo-hipofise, promovendo

aumento temporario de T4 livre (Glinoer,1997; Glinoer et al., 1993).

H4, durante a gestacdo, um aumento do volume da glandula de 10 a 40%, da producéo
de T4 e T3 em 50%, resultando também no aumento da necessidade diaria de iodo. Toda essa
alteracdo evidencia a importancia dos HTs para o desenvolvimento somatico e manutencdo da

homeostase durante os periodos fetal e neonatal (Chung,2014; Li et al., 2014).

No periodo gestacional ocorre alteracdo, também, na atividade da desiodase tipo 2, a
qual é expressa na placenta, o que modifica 0 metabolismo dos HTs devido a desiodacéo,
mantendo a producéo local de T3 quando as concentragdes maternas de T4 reduzem; e da

desiodase tipo 3, a qual converte T4 em T3re T3 em T2.
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A permeabilidade placentéria aos HTs é baixa mas existe até o nascimento(Jatin Patel
et al.,2011; Roti et al., 1983). Varios transportadores de membrana placentarios séo descritos,
como MCT8, MCT10, LATL, LAT2, OATP1A2 e OATP4A1 presentes na placenta a partir
da 62 semana de gestagdo e durante toda a gravidez (Loubiére et al.,2010).

N&o ha, porém, evidéncias de mecanismos reguladores da reducdo de HTs maternos, o
que sugere que essas alteracBes podem promover danos encefalicos importantes ao feto
(Chan et al.,2009).

1.5 HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL E REPERCUSSOES NA PROLE

Sabe-se que a vida fetal tem forte influéncia nas doencas adultas devido a plasticidade
desse periodo. A caréncia dos HTs materno pode resultar em diversas patologias na vida
adulta devido a insuficiéncia hormonal fetal (Chan & Rovet, 2003), principalmente
relacionadas ao sistema nervoso central (SNC), pois quantidades insuficientes desses
hormdnios leva a hipoplasia dos neurdnios corticais, atraso de mielinizagdo e redugdo da
vascularizacdo. A deficiéncia de T3, mais especificamente, retarda o crescimento, pode
resultar em surdez, neurogénese prejudicada e ma formac@es cardiacas congénitas (Li et al.,
2014), ja a deficiéncia de T4, ou alta de TSH, pode resultat em prejuizo cognitivo na prole
(Kasatkina et al., 2006; Li et al., 2010). Nos estudos de hipotireoidismo por indu¢do com
MTZ ou PTU do 1° dia de prenhez até a 3% semana de amamentacdo, verificou-se que ha
reducdo na prole da atividade da enzima acetilcolinesterase (AchE), o que leva a um aumento
consequente de acido gama-aminobutpirico (GABA), com supressdo de ATPases para sodio,
potassio, célcio e magnésio, no cérebro, cerebelo e bulbo (Ahmed et al., 2010). A deficiéncia
de HTs maternos acarreta, também, elevacdo prematura de Oxido nitrico sintase neuronal
(nNOS), e morte neuronal no neocortex embrinonario de ratos (Sinha et al., 2008). A
reposicdo de tiroxina deve ser feita, entdo, precocemente ap0s 0 nascimento para evitar

maiores danos.

As disfuncdes tireoidianas tém efeitos significativos, também, sobre a funcgéo

cardiovascular (Balli et al., 2016; Danzi & Klein. 2014), logo, a prole de mdes com
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hipotireoidismo gestacional apresentam hipotensdo arterial na vida adulta (Santos et al.,
2012). Além desses dois sistemas, a visdo e o sistema reprodutor dessa prole também podem
ser afetados (Hasegawa and wada, 2013; Kobayashi et al., 2014), assim como o sistema
autoimune, com aumento das chances de encefalite autoimune na vida adulta (Albornoz et al.,
2013).

Nos roedores, desordens que afetem o desenvolvimento estrutural e funcional do
sistema sotamossensorial podem levam a alteracdes na sensibilidade a dor e os demais
sistemas sensoriais (Fitzgerald & Jennings, 1999). Partindo desse principio, o hipotireoidismo
experimental pdde demonstrar que h& hipersensibilidade a estimulos nocivos da prole nas
mais diferentes idades, além da reducdo da performance motora dos machos filhos de maes
hipotireoideas (Alves et al., 2013).

H4, entdo, evidéncias de alteracbes definitivas em diversos 6rgédos e sistemas da prole
ao longo da vida, e, principalmente, em circutarias neuronais e somatossensoriais fetais, que
sdo claramente dependentes de HTs de origem materna. Devido a isso, deficiéncias desses
horménios acarretam em doencas hiper e hipoalgésicas crénicas, sem causa aparente, em

individuos adultos.

1.6 CIRCUITARIA DE DOR

Dor se define, segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou

potencial ou descrita em termos de tal dano.

1.6.1 NOCICEPTORES: OS SENSORES DAS VIAS DE DOR

A sensibilidade de um receptor para dor é alta apenas para um tipo de estimulago,
porém, ha outro receptores polimodais que respondem a estimulos de diversas origens. Os
neurdnios tém diferencas constitucionais na membrana e em estruturas acessorias que 0S

envolvem, o que propicia diversidade de sensibilidade quanto a natureza e a intensidade dos
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estimulos que recebem. Os termoreceptores sdo constituidos por terminagdes nervosas livres,
histologicamente indiferenciadas, mas com funcdes diferentes, assim, variam suas
sensibilidades térmicas, uns mais sensiveis a temperaturas mais frias, outros a temperaturas
elevadas, sendo os receptores de frio associados as fibras Ad e os receptores quentes as fibras
do tipo C. Outros séo sensiveis a extremos de temperatura, mas ndo geram sensacao térmica,

mas sim, sensacdo dolorosa.

A morfologia das terminacgdes nervosas sensoriais nociceptivas de roedores e humanos
sdo altamente semelhantes (Andrew & Greenspan, 1999; Foulkes & Wood, 2008; Lewin &
Moshourab, 2004; Raja et al., 1988). Porém, devido a caracteristica silenciosa da parte
elétrica dos nociceptores, a informacg6es periféricas devem alcancar centros superiores e gerar
potenciais de acdo de alta frequéncia nos neurénios aferentes, passar pela somacgdo temporal

pré e pds sinaptica para assim gerar influéncias centrais (Dubin & Patapoutian, 2010).

1.6.2. TRANSMISSAO DA DOR

Neurdnios sensoriais tém sua velocidade de transmissdo diretamente relacionada ao
didametro e a presenca ou ndo de mielina. A maioria dos nociceptores tem pequeno diametro e
axonios desmilinizados — Fibras C (Woolf & Ma, 2007), sdo agrupados em fasciculos e
rodeados por células de Schwann. A dor primaria, de aparecimento rapido, é mediada por
nociceptores com axdnios mielinizados e alta velocidade de conducdo — Fibras A. Ja as fibras
mielinizadas de médio calibre Ao sdo as de mais rapida conducgdo. Assim sendo, fibras
mielinizadas Ad provocam a dor primdria, rapida, de natureza ‘“‘cortante”, enquanto as

amielinizadas do tipo C evocam uma fase de dor cronica, “magante” (Millan, 1999).

A maioria das fibras se originam de neurénios com corpos celulares medulares dorsais,
fazem sinapse com neurénios do corno dorsal da medula — secundéarios — e estes ddo origem
as vias ascendentes de dor gue transmitem impulsos supraespinhais. A susbstancia cinzenta da
medula espinhal pode ser dividida em 10 Iaminas, com base na citoarquitetura ou com base
nas caracteristicas citologicas neuronais. As fibras aferentes Ad e C sdo responsaveis por
enviar os estimulos nocivos até as laminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal, ja

as AP levam para camadas mais profundas.
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1.6.3 MODULACAO DA DOR

O cérebro apresenta circuitos modulatorios cuja principal funcdo é regular a percep¢édo
da dor e afetar a resposta a estimulos nocivos. Na medula espinhal econtram-se os sitios
iniciais de modulacdo, onde as interconexdes entre vias podem controlar a transmissdo de
informacdes de nocicepcdo. No SNC também ha centros de regulacéo para atenuar a resposta
a estimulos nocivos, este controle pode ser feito em diversos locais, mas os mais importantes

sdo a PAG, nucleos da rafe e o locus ceruleus (LC).

Um mecanismo importante de modulacdo ascendente da transmissdo nociceptive
espinhal é o de vias descendentes do PAG através do RMV para o corno dorsal da medulla
espinhal (Velazquez et al., 2007). A nivel medular, a modulaco de sinapses entre neuronios
de primeira e segunda ordem pode envolver encefalinas e outros neurotransmissores como
dopamine e GABA (Sorkin & Wallace, 1999). Todd &Millar em 1983 observaram que a
serotonina também estimula interneurénios GABAEérgicos o que, por sua vez, auxiliaria na
reducdo da dor. Isto ocorre devido a funcdo inibitéria do aminoéacido, além de ser o
neurotransmissor mais amplamente distribuido no sistema nervoso. Aproximadamente 40%
das terminacBes nervosas no PAG sdo GABAGérgicas. Atua na reducdo da excitabilidade
neuronal através da ligacdo a receptores GABA que promovem a abertura de canais de Cl- ou
de K+ na membrana do nervo destes receptores. O influxo de Cl- ou o efluxo de K+ na célula
pos-sinaptica hiperpolariza a membrana celular, e inibe a transmissao sinaptica reduzindo a

propagacdo do potencial de acao.
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foram publicadas ou enviadas para publicacdo em outros periddicos (impresso ou eletrénico).
O Artigo Original representa um trabalho clinico ou laboratorial substancial. Em geral,
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com ndo mais de duas ilustragdes (tabelas ou figuras, ou uma de cada).
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Relato de caso

Um Relato de Caso é uma comunicacdo breve que apresenta um ou VAarios casos de
significancia clinica ou cientifica. Estes relatos devem ser concisos e objetivos, e devem ter
como foco a questdo a ser discutida. Eles devem abordar a observacdo de pacientes ou
familias, trazendo conhecimento substancial sobre a etiologia, patogénese e delineamento da
historia natural ou manejo da condicdo descrita. Os Relatos de Caso devem ter 2000 palavras
ou menos, com ndo mais de quatro figuras e tabelas e ndo mais de 30 referéncias. Ressaltamos
que somente serdo considerados para publicacdo relatos de casos que tragam uma grande
contribuicdo bésica translacional ou clinica, de preferéncia acompanhados de revisao

literatura.
Cartas ao Editor

As Cartas ao Editor podem ser submetidas em resposta a artigos que foram publicados
no periddico. As Cartas devem ser comentarios curtos relacionados a pontos especificos de
concordancia ou discordancia com os artigos publicados. As Cartas ndo devem ser usadas
para apresentacdo de dados originais que nao tenham relacdo com o artigo publicado. As
Cartas ndo devem ter mais de 500 palavras e cinco referéncias completas. Elas também néo

devem incluir figuras ou tabelas.
PREPARACAO DO MANUSCRITO
Formato Geral

Todos os manuscritos devem ser apresentados com o texto em uma Unica coluna, de
acordo com as diretrizes abaixo: O manuscrito deve estar em formato de MS-Word. Todo o
texto deve ser apresentado em espaco duplo com margens de 2 cm em ambos os lados e fonte
Times Roman ou Arial tamanho 11. Todas as linhas devem ser numeradas ao longo de todo o
manuscrito e 0 documento inteiro deve ter suas paginas numeradas. Todas as tabelas e figuras
devem ter titulo e devem ser colocadas depois do texto. Os artigos devem estar completos,

incluindo uma péagina de titulo, resumo, figuras e tabelas.

Os artigos que ndo tenham todos estes componentes serdo colocados em espera até que
0 manuscrito seja completado. Todas as submissdes devem incluir: Uma carta de apresentacao
requerendo a avaliagdo do manuscrito para publicacdo nos AE&M e quaisquer outras

informagdes relevantes sobre o artigo. Em outro ponto do formulario de submisséo, os autores
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podem sugerir até trés revisores especificos e/ou requerer a exclusdo de até trés outros. O

manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:
1. Pagina de titulo
2. Resumo estruturado (ou sumario, para os relatos de caso)
3. Texto principal
4. Tabelas e Figuras, citadas no texto principal em ordem numérica
5. Agradecimentos

6. Declaracdo sobre financiamento, conflito de interesses ou quaisquer bolsas

relacionadas com o artigo
7. Lista de referéncias
Pagina de titulo
A pagina de titulo deve conter as seguintes informacdes:
1. Titulo do artigo (declaracéo concisa do contetdo principal do artigo).

2. Nomes completos de todos os coautores, com seus departamentos, instituicdes,

cidade e pais.

3. Nome completo, endereco de correspondéncia, e-mail, telefone e fax do autor para

correspondéncia.
4. Titulo abreviado com ndo mais de 40 caracteres para os cabecalhos das paginas.

5. Até cinco palavras-chave ou frases adequadas para 0 uso em um indice

(recomendamos o uso de termos MeSH).

6. Numero de palavras — excluindo a pagina de titulo, o resumo, as referéncias e as

figuras/tabelas e suas legendas.
7. Tipo de artigo.
Resumos estruturados

Todos os Artigos Originais, Comunicacdes Breves, Revisoes e Relatos de Caso devem
ser enviados com resumos estruturados de ndo mais que 250 palavras. O resumo deve ser

independente e claro sem necessidade de referéncia ao texto, e deve ser escrito para o tipico
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leitor do periddico. O resumo deve incluir quatro secGes que mostrem as divisdes do texto
principal. Todas as informacBes que estejam no resumo devem aparecer no manuscrito.

Devem ser usadas frases completas em todas as se¢fes 0 resumo.
Introducgéo

O artigo deve comecar com uma breve introducdo que coloque o estudo em

perspectiva histdrica e que explique seu objetivo e sua importancia.
Materiais e Métodos

Os Materiais e Métodos devem ser descritos e referenciados em detalhe suficiente para
que outros pesquisadores possam repetir o estudo. Devem ser apresentados os fornecedores de
horménios, produtos quimicos, reagentes e equipamentos. Para métodos modificados, apenas

as modificacbes devem ser descritas.
Resultados e Discusséo

A secéo Resultados deve apresentar, de forma breve, os dados experimentais em texto,
tabelas e/ou figuras. Veja abaixo os detalhes sobre a preparacdo de tabelas e figuras. A
Discussdo deve ter como foco a interpretacdo e significancia dos achados, com comentarios
objetivos e concisos que descrevam a relacdo destes achados com outros estudos na area. A
Discussdo nao deve repetir os Resultados.

Autoria

Os AE&M seguem as diretrizes de autoria e contribuicdo definidas pelo International
Committee of Medical Journal Editors (www.ICMJE.org). Permite-se a autoria conjunta
irrestrita e um maximo de dois autores para correspondéncia. Os requerimentos uniformes
para manuscritos submetidos a periédicos médicos declara que o crédito pela autoria deve se

basear apenas em contribuicdes substanciais:
1. a concepcdo e desenho ou a analise e interpretagéo dos dados.

2. a composigédo do artigo ou sua revisao critica com relagdo ao contetdo intelectual

relevante.

3. & aprovacdo final da versdo a ser publicada. Todas estas condi¢cBes devem ser

respeitadas. O autor para correspondéncia é responsavel por garantir que todos aqueles que
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contribuiram adequadamente sejam listados como autores, e que todos os autores tenham

concordado com o contedido do manuscrito e sua submissdo aos AE&M.
Conflitos de interesse

Deve ser incluida, no documento principal, uma declaracdo de conflito de interesse
para todos os autores, colocada logo apds o texto, na se¢cdo Agradecimentos. Se os autores ndo
tiverem conflitos de interesse relevantes a serem declarados, isto também deve ser indicado na

secdo Agradecimentos.
Agradecimentos

A secdo de agradecimentos deve incluir os nomes de todas as pessoas que contribuiram
para o estudo, mas ndo atenderam aos requerimentos necessarios para a autoria. O autor para
correspondéncia é responsavel por informar a cada pessoa listada na secdo de agradecimentos
que ela foi incluida. Ele(a) também é responsavel por fornecer a elas uma descricdo da
contribuicdo, de forma que estas pessoas saibam a atividade pela qual foram consideradas
responsaveis. Cada pessoa listada nos agradecimentos deve dar permissdo - por escrito, se
possivel - para o0 uso do seu nome. Estas informacGes sdo de responsabilidade do autor para

correspondéncia.
Referéncias

As referéncias a literatura devem ser citadas em ordem numeérica (entre parénteses) no
texto, e devem ser listadas na mesma ordem numérica ao final do manuscrito, em uma ou
mais pagina separadas. O autor é responsével pela exatiddo das referéncias. O nimero de
referéncias a serem citadas é limitado para cada categoria de artigo e esta indicado acima.

Tabelas

As tabelas devem ser enviadas no mesmo formato do artigo (Word) e ndo em outro
formato. Nota: ndo podemos aceitar tabelas em Excel no manuscrito. As tabelas devem ser
autoexplicativas e os dados que contém ndo devem ser duplicados no texto ou nas figuras. As
tabelas devem ser construidas da forma mais simples possivel e devem ser compreensiveis
sem referéncia ao texto. Cada tabela deve ter um titulo conciso. Pode-se apresentar uma
descricdo das condicOes experimentais junto com as notas no rodapé da tabela. As tabelas ndo

podem simplesmente duplicar o texto ou as figuras.
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Figuras e legendas

Todas as figuras devem ser numeradas. Tamanho da figura: O autor é responsavel por
fornecer imagens de tamanho adequado e cortadas corretamente, e com espaco adequado
entre elas. Figuras coloridas serdo reproduzidas em cores na edicdo online sem custo
adicional. Os autores devem pagar a reproducéo de figuras coloridas na edi¢do impressa (0

editor vai fornecer o orcamento no momento do aceite do manuscrito).
Fotografias

Os AE&M prefere publicar fotos de pacientes sem méscara. Recomendamos a todos 0s
autores interessados que trabalhem com as familias antes da submisséo e abordem o assunto
da permissdo para revisdo e possivel publicacdo de imagens de pacientes. Se seu artigo
contétm QUALQUER imagem identificavel de paciente ou outra informacdo de saude
confidencial, E OBRIGATORIA a permissio do paciente (ou do seu responsavel ou
representante legal) por escrito antes que o material especifico circule entre os editores,
revisores e funcionarios para a possivel publicacdo nos AE&M. Se for necessario identificar
algum paciente, recomenda-se 0 uso de numeros (por exemplo, Paciente 1), ao invés de

qualquer outro tipo de indicacdo, como iniciais.
Unidades de medida

Os resultados devem ser expressos em unidades métricas. A temperatura deve ser

expressa em graus Celsius e o horario, em relégio de 24 horas (por exemplo, 08:00h, 15:00 h).
Padronizagéo das abreviaturas

Todas as abreviaturas devem ser imediatamente definidas depois de apresentadas pela

primeira vez no texto.
Sujeitos de pesquisa experimental

Para serem consideradas para publicacdo, todas as investigacdes clinicas descritas nos
manuscritos devem ser conduzidas de acordo com as diretrizes da Declaracdo de Helsinki, e
devem ter sido formalmente aprovadas pelo comité institucional de revisdo ou seu
equivalente. A populacdo estudada deve ser descrita em detalhes. Os sujeitos devem ser
identificados apenas com numeros ou letras, ndo por iniciais ou nomes. As fotografias dos

rostos de pacientes devem ser incluidas apenas se forem significativas em termos cientificos.



36

Para o uso de fotografias, os autores devem apresentar o consentimento dos pacientes por
escrito. Para mais detalhes, veja as Diretrizes Eticas. Os sujeitos de pesquisa devem ser
informados sobre os potenciais conflitos de interesse relacionados ao estudo e a descri¢do de

que isso foi feito deve estar apresentada no manuscrito.
Experimentos com animais

Deve ser incluida no manuscrito uma declaragdo confirmando que todos os
experimentos com animais descritos foram conduzidos de acordo com os padrdes aceitos de

bem-estar animal, como descritos nas Diretrizes Eticas.
Descri¢cdes em genética molecular

Use a terminologia padrdo para variantes, apresentando os nimeros rs para todas as
variantes relatadas. Estes podem ser facilmente determinados para novas variantes
descobertas no estudo. Onde forem fornecidos nimeros rs, os detalhes do ensaio (sequéncia
de primers, condi¢cOes de PCR, etc.) devem ser apresentados de forma concisa. Os pedigrees
devem ser determinados de acordo com padrbes publicados (Veja Bennett et al. J Genet
Counsel (2008) 17:424-433 -DOI 10.1007/s10897-008-9169-9).

Nomenclaturas

Use a notacdo genética e os simbolos aprovados pelo HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC) — (http://www.genenames.org/) para os genes. Para a nomenclatura de
mutacdes, use as diretrizes sugeridas pela Human Genome Variation Society
(http://www.hgvs.org/mu- tnomen/). Fornega informacgdes e uma discussio sobre derivagdes
do equilibrio de HardyWeinberg (HWE). O célculo do HWE pode ajudar a mostrar erros de
genotipagem e o impacto em métodos analiticos downstream que considerem o HWE.
Ofereca frequéncias genotipicas assim com a frequéncia alélica. Também é desejavel que as
frequéncias dos haplétipos sejam fornecidas Sempre que possivel, os medicamentos devem
ser indicados pelo seu nome generico. Quando o nome comercial for usado, ele deve se iniciar
com letra mailscula. As abreviaturas devem ser usadas apenas quando estritamente necessario

e explicadas na primeira vez em que forem apresentadas no texto.

Os artigos devem ser escritos em inglés claro e conciso. Evite os jargbes e
neologismos. N&o faremos grandes correcbes de gramatica e ortografia, o que €

responsabilidade do autor. Se o inglés ndo for a lingua nativa dos autores, o artigo deve ser
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revisado por um revisor nativo de lingua inglesa. Para ndo nativos de lingua inglesa e autores
internacionais que necessitem de assisténcia na escrita do manuscrito antes da submisséo,
sugerimos os servicos da Voxmed Medical Communications, American Journal Experts ou

PaperCheck.
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RESUMO

Objetivo: Investigar as repercussdes do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) nos
sistema neuroquimicos encefalicos na prole de ratas aos 60 dias pos-natal. Materiais e
métodos: Para a indugdo de HGE foi utilizado o metimazol (MTZ) 0,02% na &gua de beber a
partir do 9° dia de gestacdo até o dia do parto. Aos 60 dias pos-natal (DPN), os machos da
prole de mées eu- (PME; controle) e hipotireoidianas (PMH) foram submetidos a avaliacdo da
nocicepc¢do supraespinhal, por meio da exposicdo ao aparato da placa quente a 52+0,2 °C, e
da medida do lapso de tempo entre a exposicéo e a manifestacdo de lambida vigorosa da pata
traseira. Os testes foram realizados a nivel basal e apds administracdo i.p. de alpha-methy p-
tirosina (AMPT), inibidor da tirosina hidroxilase (TH) (nos tempos 0 e 3 h apos a injecao).
Ademais, foi realizada a quantificagdo de neurbnios da porgdo ventrolateral da substancia
cinzenta periaquedutal (PAGvI) imunomarcados pela TH e a quantificagdo de glutamato no
liguor. ANOVA de 3- ou 2-vias de medidas repetidas, Bonferroni e Student t test foram
utilizados quando apropriados. Resultados: A quantificacdo de glutamato no liquor revelou a
reducdo do conteudo deste neurotransmissor na PMH (p<0.01). A inibicdo da TH ndo alterou
a resposta comportamental termonociceptiva. Da mesma forma, o nimero de neurénios TH-
positivos na PAGvI ndo diferiu entre os grupos. Conclusdo: A auséncia de HTs maternos,
exclusivamente na vida intrauterina, afeta componentes neuroquimicos de controle termo-
nociceptivo e pode provocar desordens termo-nociceptivas que atualmente s&o de origem

desconhecida.

Palavras-chave: Hipotireoidismo gestacional, Nocicepcdo, Glutamato, Catecolamina,

Imunomarcacao.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the repercussions of experimental gestational hypothyroidism (1) on
the neurochemical brain system in the rat prosthesis at 60 days postnatal. Materials and
methods: For the induction of I, 0.02% methimazole (MTZ) was used in drinking water from
the 9™ day of gestation until the day of delivery. At 60 days postnatal (TLD), the male
offspring of I (PME) and hypothyroid (PMH) mothers underwent a supra-spinal nociception
evaluation by means of exposure to the hot plate apparatus at 52 £ 0.2 ° C, and the
measurement of the time interval between exposure and vigorous licking of the hind paw. The
testes were basally achieved and after i.p. of alpha-methyl-p-tyrosine (AMPT), tyrosine
hydroxylase (TH) inhibitor (at 0 and 3 h post injection). Quantification of the lateral ventral
portion of the periaqueductal gray matter (PAGvl) immunolabelled by TH and the
quantification of glutamate in the cerebrospinal fluid was performed. 3 — way or 2 — way
ANOVA, Bonferroni and Student ‘s t test were investigated when. Results: The
quantification of glutamate in the liquid reduced the content of this neurotransmitter in PMH
(p <0.01). Inhibition of HT did not alter the thermociceptive behavioral response. Likewise,
the number of TH-positive neurons in PAGv1 did not differ between groups. Conclusion:
Absence of maternal HTs, exclusively in intrauterine life, under the neurochemical principle
of thermo-nociceptive control and can provoke thermo-nociceptive disorders that are of

unknown origin.

Key-works: Gestational hypothyroidism, Nociception, Glutamate, Catecholamine,

Imunmarcation.
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INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, tem sido dado um relevante valor ao estudo das consequéncias de
eventos ocorridos durante a vida intrauterina como determinantes de alteragcdes dos padrdes
de funcionamento dos sistemas fisioldgicos de controle, sobretudo na vida poés-natal, sendo
muitas vezes consideradas causas de doenca por hora sem etiologia conhecida.

As alteracdes fisiologicas, metabolicas e neuroenddcrinas ocorridas no decorrer da gestacdo
resultam em uma reprogramacao permanente no padréo de desenvolvimento celular que pode

resultar em doencas na vida adulta (1);(2).

A disfuncao tireoidiana durante a gestacdo € o segundo distarbio mais comum, ficando atras
apenas do diabetes problema de salde publico ainda pouco assistido, com diversas
controversas acerca de triagem, avaliacéo e controle (3). Sua prevaléncia varia de 5,5% a 15%
(4); (5). Como o feto ainda ndo consegue suprir toda sua necessidade de hormonios
tireoidianos, a oferta materna é essencial para o0 bom desenvolvimento de sistemas como o
sistema nervoso central (6). A deficiéncia desses horménios no periodo intrauterino e pos-
natal leva a hipoplasia neuronal, atrasa a mielinizagéo, reduz a vascularizacdo e as sinapses
(7); (8); (9) (10); (11); (12); (13); (14); (15); (16), além de redugdo do desempenho e de
habilidades cognitivas (17)). Dados pioneiros foram publicados pelo nosso grupo acerca da
nocicepc¢do da prole de maes hipotireoideas. Nesse estudo evidenciou-se experimentalmente
que ratos filhos de maes hipotireoideas apresentam hipersensibilidade térmica na vida
neonatal até a adulta (18). No entando, mesmo com tais evidéncias, ndo é consenso entre as
sociedades de endocrinologia a dosagem desses hormonios, e € importante destacar que isso
pode levar a ndo diagnosticar e tratar de 33 a 81% das mulheres gestantes com
hipotireoidismo (19); (20); (21); (22); (23). E, embora tenha aumentado os estudos acerca das
alteracdes uterinas e suas repercussdes na vida adulta, pouco se tem feito para buscar

ativamente essas alteracdes e reduzir maiores danos a prole.
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MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental em que foram utilizados trés grupos de ratos Wistar
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe. Grupo 1: Fémeas adultas
(150 a 200g) que foram acompanhadas para acasalamento programado. Apos 0 acasalamento,
e confirmada a gestacdo, foram submetidas ao protocolo de inducdo dehipotireodismo
gestacional (grupo metimazol -MTZ) ou receberam agua de torneira (grupo controle); Grupo
2: Machos adultos(250 a 300g) para acasalamento com as fémeas; Grupo 3: ratos machos com
60 dias pds-natais (DPN) filhos de maes eu ou hipotireoideas.

As fémeas antes de estarem gestantes tinham seu ciclo estral analisado diariamente por
colpocitologia para que na fase de proestro fossem expostas aos ratos mchos para
acasalamento. A confirmacdo do coito era feita no dia seguinte por meio de visualizagédo de
espermatozoide no lavado vaginal. Confirmado o coito, cada fémea era individualizada em
todo periodo de gestacdo, parto e amamentacdo. No 3°DPN os filhotes eram sexados e
mantidos em ninhadas de nimero de 8 para amamentacdo. No 21° DPN eram desmamados, 0s
machos foram separados em grupos de 5 animais por caixa, € as fémeas eutanasiadas por
overdose com tiopental 100mg/kg. Durante todo o experimento 0S animais tiveram acesso
livre a 4gua e racdo propria para roedores, foram mantidos em sala de manutencdo no
laboratério de Neuroendocrinologia Basica e Comportamental(LANBAC) com iluminacéo
controlada de ciclo claro/escuro 12/12h e temperatura de 23+2 °C. Todos os procedimentos
realizados estavam de acordo com as normas e principios éticos pela Lei Arouca e aprovados

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da UFS, sob o niimero 29/12.

O metimazol a 0,02%, inibidor da iodoperoxidase, foi a droga de escolha para a inducdo do
hipotireoidismo gestacional experimental, administrado ad libitum na agua de beber a partir
do nono dia gestacional (DG) até o dia do parto (24). Esta concentracdo ofertada por 10 dias €
suficiente para gerar o HG, visto através da redugdo dos niveis de T3 e T4 totais (25). O grupo

de fémeas controle recebeu agua de torneira ad libitum.

Inicialmente os animais foram anestesiados com ketamina (90mg/kg) e xilazina (10mg/kg)
por injecdo intraperitoneal, verificada a cessacdo dos estimulos raquimedulares, realizou-se
uma incisdo longitudinal desde a regido pabica até a incisura jugular para retirada da pele e

visualizagdo dos musculos. Outra incisdo foi feita na regido pubica em dire¢cdo ao processo
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xifoide para visualizacdo do diafragma ap0s a retirada do muasculo. Realizou-se uma pequena
incisdo no diafragma para exposicdo da caixa toracica, em seguida, deslocou-se o pulmao
permitindo livre acesso ao coracdo. Apds isso, injetou-se no ventriculo esquerdo uma agyulha
sem bisel conectada a um sistema de perfusdo com o objetivo de trocar o tecido sanguineo por
uma solugdo salina 0,9% tamponada a temperatura ambiente, por 5 minutos a um fluxo de
8ml/min. Apos esse tempo, a solucdo salina foi substituida por solucdo de Formol 10%

tamponado a temperatura ambiente por 40 minutos, no mesmo fluxo anterior.

Posteriormente, os animais foram decaptados e foi feita uma incisdo média na cabeca para
retirada de pele e subcutaneo e exposicdo da calota craniana. Em seguida, abriu-se a calota e a
duramater, o encéfalo foi exposto e retirado e submetido a um processo de pos-fixacdo através

de imersdo por 2 horas na solu¢do de formol utilizada na perfuséo.

Por fim, o cérebro foi armazenado em solugdo de sacarose a 30% tamponada por 48 72 horas
até completa precipitacdo a temperatura de -4°C.

Apos a precipitacdo completa dos cérebros, foram levados ao criostato (Leica CM1520), a -20°C
para a obtencdo de sec¢des seriadas coronais do mesencéfalo com 20um de espessura atraves da

subestancia cnzenta periaquedutal ventrolateral (PAGvI) guiada pelo estereotéxico.

Os fragmentos cerebrais a serem avaliadas foram processados em flutuacdo a temperatura de 22°C
e lavadas, inicialmente, em solucéo fosfato salina (0,01 M), PBS (cinco lavagens de 5 minutos
casa). Essa lavagem também ocorria e apds a exposicdo a cada reagente. Posteriormente, o
material foi incubado em uma solucédo de soro de cavalo a 10% e Triton X-100 (0,1%) diluido em

PBS para bloqueio de ligacOes inespecificas.

Apos esse bloqueio, o material foi submetido a lavagens com anticorpos primarios contra tirosina
hidroxilase (policlonal, produzido em coelho, Sigma Aldrech — Lote: SLBK118V) na dilui¢éo
1:5000, overnight. Ap6s o periodo de exposicdo aos anticorpos primarios, os cortes foram
incubados com os anticorpos secundarios anti-coelho produzido em burro e conjugado ao
Alexa Fluor 488 (policlonal, Life Technologies) 1:2000 em solucdo de PBS (0,01 M)
contendo Triton (0,1%), durante duas horas.

Por fim, as laminas gelatinizadas foram montadas com o material, cobertas por 70uL de
solucdo de montagem e laminulas, vedados com tinta esmalte, e levadas ao microscopio

eletronico do LANBAC no departamento de fisiologia da UFS.
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Foi utilizado um sistema computadorizado com microscopico (Nikon Eclipse Ci 45505) acoplado
a uma camera de video (Nikon DS Ril) para captura e digitalizacdo das imagens das areas
cerebrais. Apés a captura, as areas foram devidamente delimitadas, e as células com citoplasma
positivo pata tirosina hidroxilase foram contadas manualmente por 3 avaliadores cegos, ndo
havendo diferenca significativa entre a contagem dos mesmos (ANOVA two-way, fator

avaliador p > 0,05).

Aos 60DPN os machos filhos de maes hipo e eutireoideas foram submetidos ao aparato de placa
quente (aquecida a 52 £0,2 °C) para avalia¢do da nocicepg¢do. A resposta ao estimulo doloroso foi
analisada por meio da medida do lapso de tempo entre a aplicacdo do estimulo térmico e o
momento da lambida da pata traseira. Os filhotes foram analisados novamente 3 horas apos a
aplicacdo intraperitoneal do inibidor da tirosina hidroxilase (Alpha Methyl Para-Tirosina-AMPT,
100 mg/kg, i.p.; Sigma Chemical Company) dose Unica (26). O AMPT inibe a TH, enzima
limitante para a biossintese das catecolaminas (27). Todos os animais foram filmados e seu

comportamento avaliado posteriormente por um avaliador cego.

A quantificacdo do glutamato no liquido cerebroespinhal foi feita pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com aliquotas de sobrenadante isento de células. As amostras
foram derivatizadas com o-phthalaldehyde e a separacédo foi realizada com uma coluna de fase
inversa (Supelcosil LC-18, 250 mm x4,6 mm, Supelco) em parceria com o Porf. Dr. Diogo
Onofre da UFRGS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, ndo foi observada nenhuma diferenga no comportamento nociceptivo na
placa quente das PMH e PME no tempo basal e trés horas ap6s a administracdo do inibidor da
tirosina hidroxilase, 0 AMPT. Os dados sdao mostrados em mediatEPM. Anova two-way,
seguido do Bonferroni post hoc test. (FIGURA 1).

Em relacdo a quantificacdo de neurdnios positivos para tirosina hidroxilase (TH) na
substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (PAGvI) também nédo se observou diferengas

entre os grupos. Dados sé@o mostrados em mediazEPM. Student t test. (FIGURA 2).
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Sabendo-se que as catecolaminas sdo de importante participacdo na cascata da
resposta nociceptiva, a utilizacdo de um inibidor da tirosina hidroxilase —~AMPT-, enzima
participante da cascata de producdo das catecolaminas (27), para analise nociceptiva da PMH
torna-se de extremamente interessante. Até o presente momento, nenhum estudo avaliou a
influéncia dos HTs na formacgéao dessas catecolaminas, nem a influéncia do HG na nocicep¢éo
da prole. Entdo, de acordo com nossos achados a caréncia desses hormdnios maternos
aparentemente ndo afeta a circutaria catecolaminérgica nociceptive, visto que ndo observamos
diferenga significativa entre a PMH e PME ap0s a inibicdo da TH e na contagem neuronal
com expressdo de TH na PAG. Porém, nosso estudo realizou a administracéo sistémica de
AMPT, assim, os efeitos provocados em outros sistemas podem ter contribuido para a
auséncia de resposta. Estudos, entdo, com aplicacdo direta do inibidor no SNC podem

eliminar esse vies e permitir uma avaliacdo mais efetiva.

Ja em relacdo a quantificacdo de glutamato no liquor cefalorraquidiano (LCR) houve
reducdo de glutamato no liquor da PMH quando camparado ao grupo controle (4,32 + 0,71 vs
2,11 £ 0,14, p<0.01). Student t test. (FIGURA 3)

Em estudo prévio, como evidenciamos hiperalgesia térmica no tail flick, o esperado
seria encontrar um aumento do contetdo de glutamate no LCR por ser um estimulante do
SNC. Porém, é valido ressaltar a interacdo que ocorre entre 0s HTs e o glutamato. Estudo
demonstrou reducdo da liberacdo de glutamato no cérebro de ratos devido a hipotireoidismo
cirargico (28);(29). Em contrapartida, um estudo em humanos mostra maior concentracéo de
glutamato no cértex cingulado anterior de 18 pacientes hipotireoideos (30), resultado
condizente com o de Yi et al., (2014)(31), que encontrou aumento da transmissdo sinaptica
glutamatérgica e reducdo da gabaérgica no cortex cingulado anterior (CCA) de ratos com
hipotireoidismo induzido por MTZ associado a perclorato de potassio na dgua de beber por 4
semanas. Os autores acreditam que isso ocorra, em parte, devido ao aumento da expressao de
receptores de glutamato e redugdo dos GABA. Isso porque estes autores ja haviam encontrado
uma up-regulation da subunidade GIuR1 do receptor AMPA e da subunidade NR2B do

NMDA em neurdnios do CCA e down-regulation da subunidade a2 dos receptores GABA.

Dessa forma, & possivel que mesmo em concentracdo reduzida de glutamato, o
aumento na expressdo de seus receptores promova um aumento na transmissdo sinaptica

excitatéria compensatdria a redugdo do glutamato no liquor ou resultado do hipotireoidismo
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materno. Resultando na hiperalgesia térmica observada no tail flick. Além disso, as alteragdes
gabaérgicas também merecem atencéo para ndo perdermos o balance excitatério/inibitdrio téo
importante para a resposta nociceptiva. Para isso, estudos utilizando técnicas como Western

Blotting podem contribuir para elucidar essas alteragdes.

GRAFICOS E FIGURAS
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FIGURA 1: Efeito do HGE na nocicepcao térmica (A) na placa quente da prole aos 60 DPN
antes e 3 horas ap6s a injecdo i.p. de AMPT. Grupo Controle (prole de mées eutiredideas
[PME], n=10) e Grupo Hipotireoidismo (prole de mées hipotiredideas [PMH], n=10). Dados
sdo mostrados em mediaxtEPM. Anova two-way, seguido do Bonferroni post hoc test.
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212  FIGURA 3: Efeito do HGE no contetido de glutamato no LCR na prole aos 60 DPN. Grupo
213  Controle (prole de maes eutiredideas [PME] n=6) e Grupo Hipotireoidismo (prole de mées
214 hipotiredideas [PMH], n=6). p<0.01, Student t test.
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