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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 PROGRAMACAO FETAL

Na década de 1990, o médico e epidemiologista David James Purslove Barker (1938-
2013), apos realizar diversos estudos epidemiolégicos retrospectivos propbs a teoria de que
alteracOes placentarias e do desenvolvimento fetal estdo correlacionadas a fatores de risco para
doencas desenvolvidas na vida adulta. Em um dos seus trabalhos, Barker demonstrou que o
risco de hipertensdo arterial entre homens e mulheres, por volta dos 50 anos de idade,
correlacionam-se com o baixo peso ao nascer, bem como com peso placentario elevado, fatores
estes relacionados a desnutricdo materna (BARKER et al., 1990). Surgiu, assim, a conhecida
“hipotese de Barker”, a qual estimulou o desenvolvimento de pesquisas subsequentes com o
intuito de relacionar patologias, muitas vezes idiopaticas, a eventos ocorridos no utero materno
(BARKER, 2002; ERIKSSON et al., 2013).

O maior determinante do desenvolvimento fetal € o suprimento placentario de nutrientes
e oxigénio maternos para o feto. Contudo, a vida intrauterina possui ainda periodos criticos nos
quais perturbacdes a homeostase feto-placentaria podem desencadear alteracbes de ordem
metabolica, morfoldgica, fisiologica e epigenética. A persisténcia de alguma dessas alteracdes
pode repercutir de forma tardia no desenvolvimento do individuo, desta forma predispondo-o a
determinadas doencas na fase adulta (BARKER et al., 1993; CHEN; ZHANG, 2011;
SFERRUZZI-PERRI; CAMM, 2016).

1.2 HORMONIOS TIREOIDIANOS

A tireoide é a glandula responsavel pela sintese e liberacdo dos horménios tireoidianos
(HT) triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4). Ela € constituida de dois lobos e se localiza
anteriormente a traqueia, a nivel do segundo e terceiro anéis tragueais. Ambos 0s HT possuem
iodo em sua composicdo. O T4 é o principal hormdnio sintetizado, enquanto o T3 é o0 hormdnio
de maior atividade (ORTIGA-CARVALHO et al, 2016; STATHATOS, 2012). Esses
horménios possuem importante papel em processos relacionados ao crescimento,
desenvolvimento e metabolismo humanos (MCANINCH; BIANCO, 2014).



11

A sintese e liberacdo de hormdnios tireoidianos séo reguladas pelo eixo hipotalamo-
hipofise-tireoide (HHT). O horménio liberador da tireotrofina (TRH) € sintetizado e excretado
pelo hipotalamo, e constitui o principal estimulador da sintese e liberacdo do hormonio
tireoestimulante (TSH) pela adeno-hipo6fise. Este hormonio estimula a captacéo de iodo e uma
série de etapas que culminam na sintese dos HT. A regulacdo da liberacdo dos HT ¢é feita
principalmente pelo mecanismo de feedback negativo que os HT tém sobre os neurdnios
produtores do TRH. Em determinadas situacdes, outros fatores locais, neurais e humorais
também modulam o eixo HHT, podendo alterar seu funcionamento (ORTIGA-CARVALHO et
al., 2016).

Uma vez secretados na circulacdo, os HT sdo carreados, em sua maior parte, por
proteinas plasmaticas enquanto uma pequena parcela se mantem na forma livre (SCHUSSLER,
2000). Seu principal mecanismo de acdo celular se baseia na modulacéo da transcricdo de genes
especificos. Portanto, o T3 é captado pelo receptor do hormdnio tireoidiano (TR) localizado no
nacleo celular o qual d& origem a complexos regulatorios que desenvolverdo os efeitos no
metabolismo celular (DAVIS; GOGLIA; LEONARD, 2016). Nos ultimos anos, pesquisas tém
descrito ainda as chamadas agdes “ndo-genémicas” dos HT. Por mecanismos que independem
da conhecida captacdo citoplasméatica de T3 e formacdo de complexos com receptores
intracelulares, os HT regulam funcionamento e atividade de células e tecidos (DAVIS;
GOGLIA; LEONARD, 2016).

1.3 FUNCAO TIREOIDIANA NA GESTACAO

A gestacao determina uma série de alteracbes hormonais e metabdlicas no organismo
materno. Nas semanas iniciais, demonstrou-se que os niveis elevados do hCG (gonadotrofina
coriénica humana) produzido no trofoblasto fetal tém efeito estimulante direto sobre a glandula
tireoide. Em uma gestacdo normal, tal estimulo leva a elevacdo dos niveis séricos de T4, a qual
resulta em supressdo dos niveis de TSH em até 20% das gestantes nesse periodo (MOLETI,;
TRIMARCHI; VERMIGLIO, 2014). Sabe-se também que a TBG (proteina transportadora da
tiroxina), principal molécula de transporte dos HT, tem elevacdo de seus niveis séricos na
primeira metade da gestacdo em resposta ao estimulo estrogénico. Disto resulta um aumento da
concentracdo total de HT e a reducdo da fragdo livre, alteracBes que, em Ultima anélise,

estimulam a sintese de mais HT visando a estabelecer o equilibrio hormonal (GLINOER, 1997).
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A principal alteracdo na fungdo tireoidiana associada a gestag&o € a necessidade de uma
producdo aumentada de HT, a qual depende diretamente da disponibilidade adequada de iodo
na dieta e da integridade da maquinaria glandular (GLINOER, 2007). Estudos com gestantes
submetidas a suplementacdo com iodo nas primeiras semanas de gestacdo demonstraram a sua
relagdo com o melhor desempenho neuropsicomotor dos lactentes (PEARCE, 2009). Por outro
lado, a sintese de HT pela tireoide fetal s6 se da a partir da 102-122 semana de gestacdo, o que
torna o concepto dependente da transferéncia placentaria de hormdnios maternos para seu
desenvolvimento e para a adequada implantacdo da placenta (LOUBIERE et al., 2010;
STATHATOS, 2012; THORPE-BEESTON; NICOLAIDES, 1993). Neste quesito,
demonstrou-se que fetos de ratos e camundongos se comportam de maneira similar quanto a
dependéncia de HT maternos. A funcdo tireoidiana fetal destes roedores sé se da na segunda
metade da gestacdo, tornando-os igualmente dependentes dos HT maternos por boa parte do
periodo gestacional (MORREALE DE ESCOBAR; OBREGON; ESCOBAR DEL REY,
2000).

Diversas alteracbes sdo observadas na tireoide materna durante a gestacdo e a
incapacidade de se adaptar a essas mudancas fisiolégicas pode determinar disfuncao
tireoidiana. Disfungbes na tireoide sdo relativamente comuns no periodo gestacional e
representam risco para a saude fetal e materna (MANNISTO et al., 2010). O hipotireoidismo
gestacional, neste contexto, possui elevada incidéncia no Brasil e no mundo e seus efeitos
deletérios para mée e feto sdo amplamente reconhecidos. Ele é definido como a presenca de
elevados niveis de TSH e de niveis diminuidos de T4 livre, ambos fora dos limites de referéncia
para a idade gestacional(ALEXANDER et al., 2017). Por outro lado, o hipotireoidismo
subclinico, definido pela elevacdo no TSH sérico com niveis normais de T4 livre, representa
outra entidade frequentemente encontrada durante a gestacdo, sendo a sua repercussdo nos
eventos perinatais bem como no desenvolvimento pds-natal um tema que requer ampliacdo de
conhecimento (ALEXANDER et al., 2017; MARAKA et al., 2016). Atualmente, instituicdes
de referéncia como a American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) e a American
Thyroid Association (ATA) ndo recomendam o screening universal de doencas tireoidianas na
gestacdo, defendendo sua obrigatoriedade apenas em gestantes com fatores de risco associados.
De acordo com os manuais de pré-natal do Ministério da Satde, o Sistema Unico de Salde
(SUS) também ndo realiza tal medida. Contudo, diversos estudos tém demonstrado que 30-90%
das gestantes podem estar sendo subdiagnosticadas com essa abordagem (NAZARPOUR et al.,
2016).
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1.4 HORMONIOS TIREOIDIANOS E SISTEMA IMUNOLOGICO

Uma grande variedade de processos patoldgicos tem parte de sua etiologia atribuida a
disfungdes imunoldgicas, tais como céncer, diabetes, aterosclerose, doencas inflamatérias e
reumatoldgicas. Dentre as inimeras a¢oes reconhecidas dos HT, sabe-se também que exercem
papel em diferentes componentes do sistema imunoldgico. Estudos recentes tém demonstrado
que diferentes células do sistema imune inato sdo alvo da acdo dos HT. (PERROTTA et al.,
2014)) demonstraram o papel do T3 tanto na maturagdo de macrdéfagos quanto na sua funcao,
desde a interferéncia no recrutamento celular até o processo de fagocitose. Outro estudo recente
demonstrou que a diminuicdo da concentracdo intracelular de T3 em modelos animais foi
associada a menor indice de sobrevivéncia a infecgdo pneumococica (VAN DER SPEK et al.,
2018). Sabe-se também que os HT tém influéncia na proliferacdo e diferenciacdo de células
tronco hematopoiéticas humanas (GRYMULA et al., 2007).

No contexto da programagéo fetal, estudos recentes tém demonstrado que disturbios na
regulacdo dos horménios tireoidianos durante a gestacdo estdo associados a alteracdes na
responsividade do sistema imunoldgico a determinados quadros patolégicos na vida adulta. Um
grupo de pesquisadores chilenos demonstrou que camundongos adultos em cuja gestacao houve
hipotireoidismo gestacional tiveram um curso mais severo da doenca em modelo experimental
de encefalomielite autoimune (ALBORNOZ et al., 2013). Em outro estudo, houve menores
taxas de mortalidade por pneumonia pneumococica em camundongos fémea da prole de maes

com hipotireoidismo gestacional em modelo experimental (NIETO et al., 2016).

1.5 SEPSE

A sepse, atualmente, é definida como uma disfuncdo orgéanica que ameaca a vida
causada por uma resposta desregulada do individuo a uma infeccdo. A despeito do uso de
modernos antibidticos e terapias de ressuscitacdo, ela € uma das principais causas de morbidade
e mortalidade em pacientes criticos (GUL et al., 2017). Suas manifesta¢oes clinicas sdo variadas
e inespecificas, tais como febre, confusdo mental, taquipneia, taquicardia, hipotensao,
leucocitose e disturbios de coagulacdo. A sepse esta entre as principais causas de admissdo em
unidades de terapia intensiva por todo o mundo. Nos EUA, a incidéncia de sepse severa é de
30 casos por 10.000 habitantes, e a mortalidade por choque séptico — estado agudo de faléncia

dos mecanismos de controle hemodinamicos secundéario a sepse — é de aproximadamente 40%.
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Os gastos com ela envolvidos tem cifras muito elevadas, com uma estimativa anual de 20
bilhdes de dolares nas unidades de satde americanas (TAEB; HOOPER; MARIK, 2017).

Os fatores de risco para sepse severa se relacionam tanto com a predisposicdo do
paciente a infeccdes como com a probabilidade de disfungdo orgénica aguda quando instalada
a infeccdo. Dentre os pacientes portadores de doencas cronicas, acredita-se que os fatores de
risco incluam a composicao genética do individuo, o organismo causador e a condicéo clinica
prévia (ANGUS; VAN DER POLL, 2013).

A identificacdo precoce do paciente séptico € um objetivo crucial em unidades de
emergéncia, tendo sido objeto de diversos debates ao longo do tempo. Assim, estudos diversos
foram elaborados e aprimorados no intuito de gerar pardmetros e protocolos que indiquem de
forma sensivel a evolucéo e prognostico desses pacientes, facilitando a intervencéo precoce.
Como exemplo, os préoprios parametros de SIRS por muito tempo foram usados para identificar
a disfuncéo orgéanica relacionada a infeccdo. Outro escore bem difundido € o Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA), utilizado largamente na pratica clinica, bem como sua versao
abreviada, o Quick SOFA (qSOFA) (MCLYMONT; GLOVER, 2016).



15

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBORNOZ, E. A. et al. Gestational hypothyroidism increases the severity of experimental
autoimmune encephalomyelitis in adult offspring. Thyroid: Official Journal of the American
Thyroid Association, v. 23, n. 12, p. 1627-1637, dez. 2013.

ALEXANDER, E. K. et al. 2017 Guidelines of the American Thyroid Association for the
Diagnosis and Management of Thyroid Disease During Pregnancy and the Postpartum.
Thyroid: Official Journal of the American Thyroid Association, v. 27, n. 3, p. 315-389,
2017.

ANGUS, D. C.; VAN DER POLL, T. Severe Sepsis and Septic Shock. New England Journal
of Medicine, v. 369, n. 9, p. 840-851, 29 ago. 2013.

BARKER, D. J. et al. Fetal and placental size and risk of hypertension in adult life. BMJ :
British Medical Journal, v. 301, n. 6746, p. 259-262, 4 ago. 1990.

BARKER, D. J. et al. Fetal nutrition and cardiovascular disease in adult life. Lancet (London,
England), v. 341, n. 8850, p. 938-941, 10 abr. 1993.

BARKER, D. J. P. Fetal programming of coronary heart disease. Trends in endocrinology
and metabolism: TEM, v. 13, n. 9, p. 364-368, nov. 2002.

CHEN, M.; ZHANG, L. Epigenetic mechanisms in developmental programming of adult
disease. Drug Discovery Today, v. 16, n. 23-24, p. 1007-1018, dez. 2011.

DAVIS, P. J.; GOGLIA, F.; LEONARD, J. L. Nongenomic actions of thyroid hormone. Nature
Reviews Endocrinology, v. 12, n. 2, p. 111-121, fev. 2016.

ERIKSSON, J. G. et al. The developmental origins of chronic rheumatic heart disease.
American Journal of Human Biology: The Official Journal of the Human Biology
Council, v. 25, n. 5, p. 655-658, out. 2013.

GLINOER, D. The regulation of thyroid function in pregnancy: pathways of endocrine
adaptation from physiology to pathology. Endocrine Reviews, v. 18, n. 3, p. 404-433, jun.
1997.

GLINOER, D. Clinical and biological consequences of iodine deficiency during pregnancy.
Endocrine Development, v. 10, p. 62-85, 2007.

GRYMULA, K. et al. The influence of 3,3’,5-triiodo-L-thyronine on human haematopoiesis.
Cell Proliferation, v. 40, n. 3, p. 302-315, jun. 2007.

GUL, F. et al. Changing Definitions of Sepsis. Turkish Journal of Anaesthesiology and
Reanimation, v. 45, n. 3, p. 129-138, jun. 2017.

LOUBIERE, L. S. et al. Expression of thyroid hormone transporters in the human placenta and
changes associated with intrauterine growth restriction. Placenta, v. 31, n. 4, p. 295-304, abr.
2010.



16

MANNISTO, T. et al. Thyroid dysfunction and autoantibodies during pregnancy as predictive
factors of pregnancy complications and maternal morbidity in later life. The Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 95, n. 3, p. 1084-1094, mar. 2010.

MARAKA, S. et al. Subclinical Hypothyroidism in Pregnancy: A Systematic Review and Meta-
Analysis. Thyroid, v. 26, n. 4, p. 580-590, 1 abr. 2016.

MCANINCH, E. A.; BIANCO, A. C. Thyroid hormone signaling in energy homeostasis and
energy metabolism. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1311, p. 77-87, abr.
2014.

MCLYMONT, N.; GLOVER, G. W. Scoring systems for the characterization of sepsis and
associated outcomes. Annals of Translational Medicine, v. 4, n. 24, dez. 2016.

MOLETI, M.; TRIMARCHI, F.; VERMIGLIO, F. Thyroid physiology in pregnancy.
Endocrine Practice: Official Journal of the American College of Endocrinology and the
American Association of Clinical Endocrinologists, v. 20, n. 6, p. 589-596, jun. 2014.

MORREALE DE ESCOBAR, G.; OBREGON, M. J.; ESCOBAR DEL REY, F. Is
neuropsychological development related to maternal hypothyroidism or to maternal
hypothyroxinemia? The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 85, n. 11, p.
3975-3987, nov. 2000.

NAZARPOUR, S. et al. Comparison of universal screening with targeted high-risk case finding
for diagnosis of thyroid disorders. European Journal of Endocrinology, v. 174, n. 1, p. 77—
83, jan. 2016.

NIETO, P. A. et al. Gestational Hypothyroidism Improves the Ability of the Female Offspring
to Clear Streptococcus pneumoniae Infection and to Recover From Pneumococcal Pneumonia.
Endocrinology, v. 157, n. 6, p. 2217-2228, 2016.

ORTIGA-CARVALHO, T. M. et al. Hypothalamus-Pituitary-Thyroid Axis. Comprehensive
Physiology, v. 6, n. 3, p. 1387-1428, 13 2016.

PEARCE, E. N. What do we know about iodine supplementation in pregnancy? The Journal
of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 94, n. 9, p. 3188-3190, set. 2009.

PERROTTA, C. et al. The thyroid hormone triiodothyronine controls macrophage maturation
and functions: protective role during inflammation. The American Journal of Pathology, v.
184, n. 1, p. 230-247, jan. 2014.

SCHUSSLER, G. C. The thyroxine-binding proteins. Thyroid: Official Journal of the
American Thyroid Association, v. 10, n. 2, p. 141-149, fev. 2000.

SFERRUZZI-PERRI, A. N.; CAMM, E. J. The Programming Power of the Placenta. Frontiers
in Physiology, v. 7, p. 33, 2016.

STATHATOS, N. Thyroid physiology. The Medical Clinics of North America, v. 96, n. 2, p.
165-173, mar. 2012.



17

TAEB, A. M.; HOOPER, M. H.; MARIK, P. E. Sepsis: Current Definition, Pathophysiology,
Diagnosis, and Management. Nutrition in Clinical Practice: Official Publication of the
American Society for Parenteral and Enteral Nutrition, v. 32, n. 3, p. 296-308, jun. 2017.

THORPE-BEESTON, J. G.; NICOLAIDES, K. H. Fetal thyroid function. Fetal Diagnosis and
Therapy, v. 8, n. 1, p. 60-72, fev. 1993.

VAN DER SPEK, A. H. et al. Regulation of Intracellular Triiodothyronine Is Essential for
Optimal Macrophage Function. Endocrinology, v. 159, n. 5, p. 2241-2252, 01 2018.



18

2 NORMAS DE PUBLICACAO

A Revista Brasileira de Terapia Intensiva/Brazilian Journal of Intensive Care (RBTI/BJIC),
ISSN 0103-507X, publicada trimestralmente, é a revista cientifica da Associacdo de Medicina
Intensiva Brasileira (AMIB) e da Sociedade Portuguesa de Cuidados Intensivos (SPCI). Tem
por objetivo publicar pesquisas relevantes, que visam melhorar o cuidado dos pacientes
agudamente doentes por meio da discusséo, distribuicdo e promocao de informacéo baseada em
evidéncias, aos profissionais envolvidos com medicina intensiva. Nela sé@o publicados artigos
de pesquisas, revisdes, comentarios, relatos de casos e cartas ao editor, em todas estas areas do

conhecimento, relacionadas aos cuidados intensivos do paciente grave.

RBTI endossa todas as recomendacdes da International Committee of Medical Journal
Editors - Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, atualizada

em Abril de 2010 e disponivel em http://www.icmje.org/urm_main.html.

Todo o conteudo da Revista Brasileira de Terapia Intensiva/Brazilian Journal of Intensive
Care esta licenciado sob uma Licenca Creative Commons (CCBY) Atribuicdo 4 Internacional

(https://creativecommons.org/licences/?lang=pt_br).
O periodico on-line é de acesso aberto e gratuito.
Processo de submissao

Os manuscritos podem ser submetidos em portugués, inglés ou espanhol. A RBTI é
publicada na versao impressa em portugués e em formato eletrénico em portugués e inglés. Os
autores ndo sao submetidos a taxa de submissédo de artigos e de avaliacdo. Os artigos submetidos
em portugués (ou espanhol) serdo traduzidos para o inglés e os submetidos em inglés seréo
traduzidos para o portugués gratuitamente pela revista. Todos os artigos devem ser submetidos

eletronicamente em: http://mc04.manuscriptcentral.com/rbti-scielo
Os autores deverdo encaminhar a Revista:

Carta ao editor (Cover letter) -A carta deve conter uma declaracéo de que o artigo € inédito,
ndo foi ou ndo estd sendo submetido a publicacdo em outro periddico. Os autores também
devem declarar que o estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) da
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lingua. Artigos submetidos em portugués terdo seu resumo traduzido para o inglés pela revista.
Descritores

Devem ser fornecidos seis termos em portugués e inglés, que definam o assunto do
trabalho. Devem ser, obrigatoriamente, baseados no MeSH (Medical SubjectHeadings) da
National Library of Medicine, disponiveis no endereco eletronico:

http://www.nlm.nih.gov/mesh.
Texto

Os artigos devem ser submetidos em arquivo Word, com letra 12 Times New Roman e
espaco duplo, inclusive em tabelas, legendas e referencias. Em todas as categorias de artigos,

as citacdes no texto devem ser numéricas, sobrescritas e sequenciais.
Artigos Originais

Os artigos originais sdo aqueles que trazem resultados de pesquisas. Devem ter no
méaximo 3.500 palavras no texto, descontados folha de rosto, resumo, tabelas e referéncias.
Artigos com maior nimero de palavras necessitam ser aprovados pelo editor. O ndmero
méaximo de autores recomendado é de oito. Caso haja necessidade de incluir mais autores, deve
vir acompanhado de justificativa, com explicitacdo da participacdo de cada um na producédo do

mesmo. Artigos originais deverdo conter:

Introducéo - esta sessao deve ser escrita de forma a se dirigir a pesquisadores sem conhecimento
especifico na area e deve claramente oferecer - e, se possivel, ilustrar - a base para a pesquisa e
seus objetivos. Relatos de pesquisa clinica devem, sempre que apropriado, incluir um resumo
da pesquisa da literatura para indicar porque o estudo foi necessario e o que o estudo visa
contribuir para 0 campo. Esta sessdo deve terminar com uma breve declaracdo do que esta sendo
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RESUMO

Introdugdo: Os hormonios tireoideanos maternos sdo fundamentais ao adequado
desenvolvimento fetal. Sabe-se que o hipotireoidismo gestacional se associa a efeitos
deletérios em mdaltiplos sistemas orgéanicos fetais. Entretanto, sua implicacdo no
desenvolvimento do sistema imune permanece incerta. Considerando-se o fato de que o
hipotireoidismo gestacional foi associado a alteracbes na resposta a infeccOes
respiratérias e a doengas autoimunes, é possivel que a resposta a sepse seja prejudicada
nestas proles. Objetivos: Avaliar a gravidade e a mortalidade por sepse moderada em
camundongos da prole de mées submetidas ao Hipotireoidismo Gestacional Experimental
(HGE). Métodos: O HGE foi induzido pela administracdo de Metimazol 0,02% na agua
de beber, do 9° dia gestacional até o dia do parto. Apos submeter machos proles de mées
hipotireoideanas (PMH) e de eutireoideanas (PME) a um modelo de sepse induzida por
ligagdo e perfuragdo cecal (CLP), foram avaliadas sobrevida e gravidade do quadro
clinico. Os dados obtidos foram expressos em média + E.P.M.. Estimou-se a sobrevida
utilizando-se o teste da Kaplan-Meier/LogRank; os escores totais foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) univariada e pos-teste de Tukey. Resultados: Nao houve
diferenca significativa entre a sobrevivéncia e a evolugédo clinica das PMH e as PME
submetidas a sepse. Conclusdo: O HGE ndo afeta a gravidade nem a mortalidade pela

sepse moderada nos machos da prole.

Descritores: Programacéo fetal; Hipotireoidismo gestacional; Hormonios tireoideanos;

Sepse; Escore; Camundongos

Fetal programming; Gestational hypothyroidism; Thyroid Hormones; Sepsis; Score;
Mice
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INTRODUCAO

Os hormonios tireoideanos desempenham um papel crucial no desenvolvimento
adequado dos diversos sistemas organicos 1. Durante a maior parte do desenvolvimento
intrauterino o feto (humano e roedor) é dependente do suprimento de hormonios
tireoideanos (HT) maternos *. O hipotireoidismo é uma condicdo clinica frequente, com
crescente incidéncia em gestantes e esta associado a condi¢cdes adversas para a saude
materno-fetal °. Dados epidemiolégicos indicam um aumento na prevaléncia de
hipotireoidismo (clinico e subclinico) durante a gestacdo para uma faixa de 5,5 a 15%, e

pode ser ainda maior em diferentes populagdes °.

E sabido que a hipofuncéo tireoideana perinatal causa desordens a varios tecidos
e sistemas fetais, incluindo o sistema nervoso central e o sistema imune ’. Evidéncias
cientificas demonstram a associacao entre o hipotireoidismo materno e a ocorréncia de
retardo mental e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor 810, Sugere-se, com isso,
que eventos ocorridos na vida intrauterina podem ser determinantes na manifestacdo de
doengas ocorridas em fases mais tardias 1213, Embora muitos estudos tenham abordado
os efeitos do hipotireoidismo gestacional no desenvolvimento do sistema nervoso central

fetal, pouco se sabe a respeito dos efeitos desta condi¢do no sistema imune.

Rooney et al (2003) demonstraram que a inducdo hipotireoidismo em ratos no
periodo neonatal resultou em um namero reduzido de células B e T em timo e bago desses
animais, ao passo que os valores relativos de células T e NK estavam aumentados 4. Os
achados de Nakamura et al (2007), por outro lado, sugerem que o hipotireoidismo
gestacional na prole de ratos leva a alteracdes histopatologicas em timo e baco, bem como
a mudancas no perfil de distribuicdo das subpopulac@es de células linfoides. Apesar do

impacto da caréncia dos HT no sistema imune em desenvolvimento sugerido por esses
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achados, a literatura carece de mais estudos que demonstrem as repercussdes clinicas

desta condigéo ’.

Albornoz et al (2013) sdo pioneiros na investigacdo do impacto do
hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) no sistema imunoldgico da prole. Eles
mostraram que camundongos oriundos da prole de mdes submetidas ao HGE
desenvolvem um quadro de maior gravidade quando submetidos a inducdo de
encefalomielite autoimune (EA) . Outro estudo avaliou a evolugdo da pneumonia
pneumocdcica em camundongos gestados por maes hipotireoideanas e revelou uma maior

resisténcia desta prole a essa infecgdo °.

A sepse € uma sindrome de grande incidéncia e prevaléncia, que apresenta
disfuncdo de oOrgaos, com grande risco de mortalidade, caracterizada por uma
desregulacéo na resposta (imunologica/inflamatoria) do hospedeiro a infeccdo (SINGER
et al., 2016). Sabendo que fatores enddgenos e pré-morbidos tém impacto substancial na
instalacdo e resolucdo do quadro séptico, modulando tanto o curso do desenvolvimento
fisiopatologico quanto a abordagem terapéutica (LEVY et al., 2003), associado a
importancia dos HT para o desenvolvimento o sistema imunoldgico, hipotetizou-se que
0 HGE possa influenciar a responsividade da prole ao estimulo séptico. Portanto, neste
estudo, visamos a investigar os efeitos do HGE na sobrevida e na evolucédo clinica da

prole quando submetida a um modelo de sepse polimicrobiana.

METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos heterogénicos, machos e fémeas (20-25 g) da

linhagem Swiss, provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal de Sergipe



32

(UFS) e mantidos em ambiente com temperatura (23 £ 2°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h)
controlados. Esses animais foram utilizados para acasalamento programado. As proles
obtidas foram acompanhadas até os 60 dias p6s-natal, quando foram utilizadas para 0s
experimentos de inducdo de sepse. Todos os animais tiveram livre acesso a agua e ragdo
durante o tempo experimental. Todos os procedimentos foram submetidos a apreciacdo
do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da UFS e aprovado sob o

protocolo de n° 44/2015.
Acasalamento programado e inducéo do hipotireoidismo gestacional (HG)

O ciclo estral de cada fémea foi monitorado diariamente através de analise
colpocitolégica. Uma vez detectado o proestro, cada fémea foi entdo alocada em uma
gaiola juntamente com um macho e mantida la até a manha seguinte, para a copula. O dia
apos a copula foi considerado dia gestacional (DG) 0. As fémeas com ganho de massa
corporea maior ou igual a 4g entre 0 DG e 0 9° DG foram consideradas prenhas. Para a
inducdo do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE), foi ofertado Metimazol,
MTZ (2-Mercapto-1-methilimidazol, Sigma, St. Louis, USA) na concentracdo de 0,02%
na agua de beber, ad libitum, a partir do 9° DG até o dia do parto (19° - 21° DG). O grupo
controle recebeu apenas agua durante toda a gestacdo. A massa corporea de todas as
proles foi registrada aos 7, 14, 21, 30 e 60 dias pos-natal (DPN). Aos 60 DPN estas proles

foram submetidas a inducdo de sepse polimicrobiana.
Modelo de Sepse Polimicrobiana

A inducéo da sepse polimicrobiana moderada foi realizada baseada no modelo de
ligacdo e perfuracdo do ceco (Cecal Ligation and Puncture - CLP) descrito por
Wichterman; Baue; Chaudry, (1980)!%, com modificacdes. Apds aprofundamento

anestésico obtido pela combinagdo Ketamina e Xilazina (100/15 mg/kg de massa
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corpbrea, respectivamente, via i.p.), seguido por tricotomia na regido abdominal e
assepsia local, uma incisdo vertical de aproximadamente 1cm em topografia de linha alba
foi realizada, dissecando todos os planos da parede abdominal. O ceco foi exteriorizado
e, utilizando-se um fio de Nylon (4.0), foi realizada a ligadura de sua por¢do media,
abaixo da valvula ileocecal, mantendo o transito intestinal. Com uma agulha esteril 22
Gauge, perfurou-se a porcao distal do ceco ligado uma Unica vez, no sentido da superficie
antimesentérica - mesentérica, criando dois orificios '’. Esta porcdo foi levemente
comprimida, e contetdo fecal foi exteriorizado. Em seguida, todo o ceco foi reinserido
na cavidade abdominal. A parede abdominal foi suturada com fio de Nylon (4.0). O grupo
de animais selecionados como controle do experimento foi submetido a cirurgia ficticia
(Sham), na qual o ceco foi exteriorizado e manipulado sem, contudo, proceder a ligadura
e perfuracdo, sendo em seguida reinserido na cavidade abdominal. Na sequéncia, todos
0s animais foram submetidos a administracéo subcutanea de 1mL de salina estéril (37°C)

para reposicéo volémica.
Analise da sobrevivéncia

Apos a inducdo da sepse, os animais foram alocados novamente em gaiolas
individuais para recuperacdo poOs-anestésica com livre acesso a agua e racdo. Estes
animais foram individualmente monitorados por um avaliador blindado aos grupos

experimentais, a cada 24h, durante sete dias, para registro da mortalidade 8,
Analise da gravidade

A avaliacdo clinica ap6s os procedimentos foi realizada usando-se a versdo
brasileira (VB) do Murine Sepsis Score (MSS), originalmente desenvolvida e publicada
por Shrum e colaboradores (2014). A VB-MSS ¢é uma escala traduzida, adaptada e

validada para o portugués por nosso grupo de pesquisa. Duas duplas de avaliadores,
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blindados em relacdo aos grupos experimentais, foram responsaveis por avaliar cada
animal. As avaliagdes foram realizadas 1 hora antes da indugdo de CLP e, no pos-
operatdrio, a cada 6 horas por um periodo de 24 horas. Apdés isso, a avaliagdo ocorreu a

cada 24 horas da linha de tempo experimental de 7 dias.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelos programas SPSS versdo 22.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL) e Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e
expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A massa corpérea das proles foi
avaliada pelo Student’s t-test ndo pareado. A anélise da sobrevivéncia foi realizada pelo
teste de Kaplan-Meier/LogRank. Os escores totais da Versdo Brasileira do Murine Sepsis
Score (VB — MSS) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) univariada seguido
do pos-teste de Tukey. O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05) para se admitir uma

diferenca de médias como estatisticamente significante.

RESULTADOS

Em relacdo a prole de maes eutireoideanas (PME), a prole de maes
hipotireoideanas (PMH) apresentou massa corporea significativamente inferior apenas ao
7° e 14° DPN [7 DPN: (4,927 + 0,07137 versus 4,662 + 0,06145, respectivamente, e p =
0,0057); 14 DPN: (8,305 + 0,1034 g versus 8,026 + 0,07389 g, respectivamente, e p =
0,0264)] (Figura 1). Nos demais dias avaliados ndo houve diferenca estatisticamente
relevante entre os grupos [21 DPN: (13,42 + 0,1859 g versus 13,65 + 0,1532 g,
respectivamente, e p = 0,3463); 30 DPN: (25,74 £ 0,2637 g versus 25,87 + 0,2258 g,
respectivamente, e p = 0,7096); 60 DPN: (37,37 = 0,5470 g versus 37,32 + 0,5467 g,

respectivamente, e p = 0,9433)].
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Entre o grupo de animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham), tanto as proles de
mées eutireoideanas (PME - SHAM) (n = 17) quanto as proles de mées hipotireoideanas
(PMH-SHAM) (n = 19) tiveram sobrevida de 100% ap6s o procedimento (Figura 2). As
PME submetidas a indugdo de sepse por CLP (PME — SEPSE) obtiveram sobrevida de
23,81% (n = 21) e as PMH submetidas a sepse por CLP (PMH-SEPSE) de 19,05% (n =
21). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a sobrevida desses dois

grupos (Logrank test Mantel -Cox: 0,1925; df = 1; p = 0,66).

Os dados obtidos do Escore Clinico Geral da VB — MSS estéo representados como
média = E.P.M. na Figura 3. A ANOVA univariada demonstrou auséncia de interagéo de
trés vias estatisticamente significativa entre fatores de variacdo ‘tratamento gestacional’
(TG), ‘cirurgia’ e ‘tempo’ [F (16 x cirurgia x Tempo) 11,681 = 0,78, p = 0,662] e interacdo de
duas vias ndo significativa do fator ‘tratamento gestacional’ (TG) com os fatores ‘tempo’
[F (t6 xTempo) 10,681 = 0,73, p = 0,694] ¢ ‘cirurgia’(r (T x cirurgia) 1,681 = 0,01, p = 0,907].
Contrariamente, a interacao de duas vias dos fatores ‘cirurgia’ e ‘tempo’ foi considerada
estatisticamente significativa [F (cirurgia x Tempo) 1,81 = 22,16, p < 0,0001]. Também foi
significativo o efeito isolado dos fatores ‘cirurgia’ [F (cirurgia) 1,681 = 737,75, p < 0,0001]

¢ ‘tempo’ [F (rempo) 10,681 = 30,58, p < 0,0001] sobre o escore clinico geral.

DISCUSSAO

Inducdo do HGE e massa corpdrea da prole

A massa corpérea reduzida em PMH, ainda que apenas aos 7 e 14 DPN, corrobora
a evidéncia de Amano et al (2018), em que proles de mdes com hipotireoidismo
gestacional induzido pela droga propiltiouracil (PTU) tiveram massa corporea inferior as

proles de mées eutireoideanas. Estudo prévio do nosso laboratorio demonstrou a reducéo
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da massa corporea da PMH em relagdo a PME em ratos utilizando o mesmo protocolo de
inducdo de hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) adotado neste trabalho °.
Em outros dois estudos de um grupo de pesquisa iraniano nos quais se induziu o HGE
com o PTU, verificou-se uma menor massa corpdrea ao nascimento entre as PMH em

comparagio as PME 202,

Em 1989, Cabello & Wrutniak apresentaram dados que sugeriam uma influéncia
significativa da funcdo tireoideana na acdo do horménio de crescimento (GH) em
diferentes animais. Eles demonstraram que a producdo de fatores de crescimento é
estimulada pelos horménios tireoideanos. Além disso, é sabido que o hipotireoidismo
gestacional em humanos, até mesmo em niveis subclinicos, esta relacionado ao
crescimento intrauterino restrito e a menores pontuacdes no indice de APGAR 22, Outro
mecanismo relacionado a esses achados € sugerido por estudo que demonstrou uma maior
concentracdo de espécies reativas de oxigénio no liquido amnidtico de maes
hipotireoideanas. Entende-se que 0 aumento do estresse oxidativo local pode modular a
expressdo génica direta ou indiretamente por meio da oxidacdo de biomoléculas 23. Os
dados da literatura até aqui expostos se mostram Uteis para demonstrar a eficacia do

protocolo de inducdo do HGE neste trabalho.
Curva de sobrevida e escore clinico

Apesar do conhecimento existente a respeito das repercussdes do hipotireoidismo
gestacional na vida pos-natal, pouco se sabe a respeito do impacto da caréncia de
horménios tireoideanos (HT) no desenvolvimento do sistema imune. Neste contexto,
Nakamura et al, 2007 demonstraram que a administracdo de PTU ou metimazol (MTZ)
na agua de beber de ratas desde a gestacao até a terceira semana de vida pds-natal resultou
em alteragBes histopatologicas em timo e bago da prole, bem como em peso reduzido de

ambos 0s orgdos. Em ambos os grupos (tratados com MTZ ou PTU), foi observada
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reducdo da &rea cortical do timo e, no baco, atrofia da polpa branca e reducéo da area da

polpa vermelha, além de alteragbes hematoldgicas.

Neste estudo, para induzir a sepse polimicrobiana moderada foi utilizado um
método baseado no modelo de ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP — Cecal Ligation and
Puncture), descrito em 1980 por Wichterman; Baue; Chaudry. Tal modelo é o mais
frequentemente utilizado devido a maneira como se assemelha com a progressao e
caracteristicas da sepse em humanos 2*. Através dele, objetivou-se avaliar o impacto do
HGE na sobrevida de camundongos sépticos. Os resultados obtidos mostraram que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a taxa de sobrevida a sepse das PMH
(19,05%), em relagéo a das PME (23,81%), sendo similar as taxas encontradas em outros

estudos que utilizaram o mesmo modelo de sepse *'.

Pesquisadores chilenos, seguindo a mesma linha de pesquisa deste trabalho,
utilizaram o mesmo metodo de indugcdo do HGE para avaliar a resposta das proles de
camundongos a um modelo experimental de encefalomielite autoimune (EA). O estudo
demonstrou que a susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca foi equivalente entre
PME e PMH (machos e fémeas). Contudo, quando separadas por sexo, apenas 20% das
fémeas PMH se recuperaram da doenca contra 32% da PME. Para os autores, este ultimo
dado sugere que as fémeas gestadas sob hipotireoidismo materno tem capacidade

reduzida de modular o dano de uma resposta inflamatdria no sistema nervoso central *°.

Neste trabalho, também nao foi verificada a influéncia do HGE na gravidade do
quadro clinico da sepse por meio da analise da VB — MSS mensurado pelo escore. E
interessante observar que no trabalho de Albornoz et al. (2013) acima citado, notou-se
que, ao analisar o escore clinico dos camundongos submetidos a EA separadamente entre
machos e fémeas, houve maior gravidade da doenca na prole de mées hipotireoideanas

apenas entre as fémeas. A gravidade foi demonstrada ndo so6 pela clinica como também
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pela andlise histopatoldgica, a qual revelou maior indice de desmielinizagdo e maior
infiltrado inflamatério na medula espinhal dessas proles *°. E importante destacar que no
presente estudo foram utilizados apenas machos para a inducdo da sepse, e ndo houve
impacto do HGE na sobrevida e tampouco no escore clinico destes camundongos. A
concordancia entre os dados aqui apresentados e com os de estudos prévios fomenta a

discussdo sobre a existéncia de fatores de suscetibilidade aos efeitos do HGE em fémeas.

Nieto et al. (2016) estudaram o efeito do HGE, induzido com o0 mesmo protocolo
deste estudo, na resposta da prole a um modelo experimental de pneumonia
pneumocacica. Em concordancia com os dados deste trabalho, o estudo demonstrou que,
entre 0s machos, a sobrevida é similar entre as PMH e as PME. Contudo, ao analisar
apenas as fémeas, constatou-se uma maior taxa de sobrevida nas PMH em relacdo as

PME.

Convém ressaltar que a maioria dos modelos animais experimentais de sepse em
camundongos, assim como este, utilizaram animais que tem por volta de 2 a 3 meses de
idade. Em humanos, isto equivale a cerca de 10 anos de idade 24, E sabido que individuos
de idade avancada tem uma desproporcional susceptibilidade ao desenvolvimento de
sepse 2. Tais fatos abrem uma perspectiva de estudo que vise a investigar os efeitos da
programacdo fetal em faixas etarias mais avancadas. Camundongos tem uma vida util de
cerca de 2 anos e, por isso, constituem um modelo animal conveniente para o estudo dos

efeitos do envelhecimento na fisiopatologia das doengas .

CONCLUSAO

O HGE ndo teve influéncia sobre a susceptibilidade da prole em desenvolver a

sepse. Tampouco houve maior gravidade na evolugéo clinica destes animais. O protocolo
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de inducdo do hipotireoidismo gestacional utilizado é amplamente reconhecido na
literatura, e 0 achado de redugdo da massa corpOrea na prole foi consistente com
resultados prévios de outros autores. Ademais, o trabalho apresentado contribui para a
melhor compreensdo do impacto da caréncia de horménios tireoideanos durante a vida

intrauterina sobre a vida adulta.
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Figura 1: Analise da massa corporea das PMH em relacdo a das PME aos 7 DPN (Painel
A), 14 DPN (Painel B), 21 DPN (Painel C), 30 DPN (Painel D) e 60 DPN (Painel E). Os
valores representam a média + E.P.M. Analise estatistica: Student T Test; (*) p<0,05e (**) p
< 0,01 em relacdo a PME. Painel A: PME (n = 48); PMH (n = 59). Painel B: PME (n = 61);
PMH (n =74). Painel C: PME (n = 60); PMH (n = 69). Painel D: PME (n = 60); PMH (n = 65).
Painel E: PME (n = 41); PMH (n = 44). HGE: Hipotireoidismo Gestacional Experimental;
PME: Proles de Méaes Eutireoideanas; PMH: Proles de Maes Hipotireoideanas; DPN: Dia POs-

Natal.
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Figura 2: Analise da repercussdo do hipotireoidismo gestacional experimental na

sobrevivéncia de camundongos a sepse polimicrobiana induzida pelo método CLP. Analise

estatistica: Método de Kaplan-Meier e estatistica do Logrank de Cox-Mantel para verificacdo

da significancia; (****) p <0,0001 em relacéo aos grupos PME-SHAM e PME-SEPSE. PME-

SHAM (n = 17); PME-SEPSE (n = 21); PMH-SHAM (n = 19); PME-SEPSE (n = 21). PME-

SHAM: Prole de Maes Eutireoideanas falso-operada (Sham); PME-SEPSE: Prole de Maes

Eutireoideanas Sépticas; PMH-SHAM: Prole de Mées Hipotireoideanas falso-operada (Sham);

PMH-SEPSE: Prole de Mées Hipotireoideanas Sépticas; CLP: do inglés, Cecal Ligation and

Puncture, ou ligacdo e perfuracéo do ceco.
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Figura 3: Analise do Escore Clinico Geral das PME e PMH (Sham e Sepse) ao longo da
linha de tempo experimental. Os valores representam a média + E.P.M. Analise estatistica:
ANOVA univariada seguido do pos-teste de Tukey. (****) p < 0,0001 escore clinico geral
médio dos grupos PME-Sepse e PMH-Sepse quando comparados a média de seus respectivos
controles experimentais (PME-Sham e PMH-Sepse) em cada tempo estudado. PME-Sham:
Prole de Maes Eutireoideanas falso-operada (Sham); PME-Sepse:
Eutireoideanas Sépticas; PMH-Sham: Proles de Mées Hipotireoideanas falso-operada (Sham);

PMH-Sepse: Proles de Mées Hipotireoideanas Sépticas; CLP: do inglés, Cecal Ligation and

Puncture, ou ligacdo e perfuracéo do ceco.
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